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Ozet

Kusburnu Cayinda Bulunan Flavonoidlerin Prostat Kanser Hiicre

Kdlturlerinde Apopitoz Uzerine EtKisi

Son zamanlarda yapilan calismalarda, dogal kaynak olan fenolik bilesiklerin
(Kuarsetin, Kamferol, Ellajik asit, Mirisetin) prostat kanseri tedavisinde ve
kemoprevansinda kullanilmasi onerilmistir. Kusburnu bu fenolik molekiilleri yiiksek
konsantrasyonda igerdiginden, kusburnu ¢aymin olasi antiproliferatif ve apopitotik

etkisini prostat kanseri hiicre hattinda arastirmay1 amagladik.

Kusburnu caymin farkli sicaklik ve zaman araliginda hazirlanmis 6rneklerinin
flavonol igerigini belirledik, daha sonra hazirlanan caylarin antiproliferatif etkisi,

prostat kanseri hiicre hattina ¢ay 6rnekleri eklenerek belirlendi (VCaP and LNCaP).

Caylarin fenolik bilesik icerigi, LC-MS/MS sistemi kullanilarak analiz edildi. Hiicre
kiltirti ¢alismast i¢in en yuksek kuarsetin, ellajik asit, mirisetin ve kamferol
seviyelerine sahip, 7 dakika kaynamis meyve, 7 dakika kaynamis ticari meyve, 5
dakika pargalanmis ve kaynamis meyve, 3 dakika demlenmis ticari meyve
ekstraktlar1 secildi. Cay Ornekleri, IC50 degerlerine uygun konsantrasyonda
hazirlandi, VCaP ve LNCaP hiicre hattinda calisildi. Kuarsetin, LNCaP hiicresinde
VCaP hiicresine gore daha etkili oldugu belirlendi. Kusburnu caylarinin VCaP
hicreleri Gzerindeki antiproliferatif etkisi, LNCaP hicrelerinden biraz daha guclu
etkiye sahip oldugu belirlendi. Elde edilen ¢aylarda en yiiksek miktarda farkli fenolik
maddeye sahip olan cay ekstraktlarindan elde edilen flavonollerden, Kuarsetin,
Mirisetin, Kamferol, Ellajik asit ELISA kiti metodu kullanilarak prostat kanseri
hiicre hatt1 lizerinde Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9, TRAIL, APAF-1 Ol¢umleri ile
VCaP ve LNCaP hicrelerindeki apopitotik etkisi incelenmistir. AnnexinV-FITC

seviyeleri Flow Sitometri yontemi ile belirlendi.

Verilerimiz kusburnu ¢ayindaki flavonollerin, prostat kanseri tedavisinde Onerilebilir
dogal bir kaynak oldugunu agikca gostermektedir. Bununla birlikte, ekstrakte edilmis
fenolik molekiil miktari, hazirlama tekniklerine bagli olarak degismektedir,
flavonollerin en yiliksek konsantrasyonunu elde etmek icin en uygun kosullarin

belirlenmesi 6nerilmektedir.
Anahtar Kelimeler: Prostat kanseri, kusburnu, kuarsetin, ellajik asit, kamferol,
mirisetin



Abstract

The Effect of Rosehip Tea Flavonoids on Apoptosis in Prostate Cancer Cell

Culture

Recently, phenolic compounds as natural sources have been (Quercetin, Kaempferol,
Ellagic acid and Myricetin) suggested to use in treatment and chemoprevention of
prostate cancer. Since rosehip includes these molecules in high concentration, we
aimed to investigate the possible anti-proliferative and apoptotic effect of rosehip tea

on the prostate cancer cell line.

The phenolic compound content of the teas was analyzed using the LC-MS / MS
system. For the cell culture study, 7 minutes brewed fruit, 7 minutes brewed
commercial fruit, 5 minutes brewed and shredded fruit, 3 minutes brewed
commercial fruit extracts were selected with the highest quercetin, ellagic acid,
myricetin and kaempferol levels. The tea samples were prepared in relevant
concentration to their 1C50 values and then added into VCaP and LNCaP cell line.
Quercetin was more effective in LNCaP cell than VVCaP cell. The antiproliferative
effect of rosehip teas on VCaP cells was slightly stronger than LNCaP cells. The tea
extracts obtained from flavonels, quercetin, Myricetin, Kaempferol, Ellagic acid
which have the highest amount of different phenolic substances in the obtained teas
have two different VCaP and LNCaP apoptotic effects on prostate cancer cell line by
using ELISA kit method by assessing Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9, TRAIL,
APAF-1 levels. AnnexinV-FITC levels were determined by Flow cytometery

method.

Our data clearly indicated that rosehip tea as a natural source of flavonols might be
proposed in treatment of prostate cancer. However, the extracted amount of phenolic
molecules is attributed with preparation techniques, so it is suggested to determine

the optimum conditions and achieve highest concentration of flavonols.

Keywords: Prostate cancer, rose hip, quercetin, ellagic acid, kaempferol, myricetin
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1. GIRIS

Prostat kanseri (PC), 50 yas iistii erkeklerde en sik goriilen kanserdir. Prostat kanseri,
kiiciik bir lezyondan klinik bulgulara gelisen kronik bir hastaliktir. Hastalik
metastatik hale geldiginde, hasta prognozu zayiftir. Bu sebten dolayi, PC ile
miicadele i¢in yeni stratejilerin gelistirilmesi 6nemli bir terap6tik amac haline
gelmistir. Meyve ve sebzeler bakimindan zengin bir diyetin kanser riskini azalttig1 ve
kanser 6nlemede yararli oldugu kanitlanmistir. Ayrica, tiimorler ¢ok cesitli sitotoksik
ilaglara direncli hale geldiginden, kanser kontroliine yeni ve alternatif bir yaklagim
olarak, dogal bilesiklerle yapilan tedavi yontemine odaklanilmistir. Cesitli dogal
antioksidanlarin, 6zellikle de polifenollerin, hem in vivo hem de in vitro ¢aligmalarda

kemoterapotik etkileri gosterilmistir.

1.7. Arastirmanin Problemi

Prostat kanseri hicrelerin proliferasyonu ve canliligi, flavanoller (Kuarsetin,
Mirisetin, Kamferol ve Ellajik asid) tarafindan inhibe edilir. Ayrica bu flavanoller
prostat kanser hicre apopitozunun gelismesine sebeb olur. Yaptigimiz c¢alismada
fenol igerigine sahip kusburnu c¢aylarmin fenol bilesikleri yoniinden icerigi
belirlendikten sonra kusburnu caylarinin farkli kaynama, demleme yontemleri
kullanarak en yiiksek flavanol bilesigi iceren en uygun yontemi belirlemektir. Daha
sonra secgilen kusburnu caylar1 ve etken flavanol bilesiklerinin ayr1 ayr iki farkli
prostat kanseri hiicresi Uzerine antiproliferatif ve Apopitotik etkisine bakilacaktir. Bu
sayede prostat kanseri tedavisinde koruyucu veya oOnleyici bir dogal bilesigin

varliginda bu problemleme ¢6ziim bulunmaya galigilmistir.

1.8. Arastirmanin Sorusu

Kusburnu ¢ay1 sahip oldugu fenolik bilesikleri Kuarsetin, Mirisetin, Kamferol,
Ellajik asid igerigi acisindan degerlendirildiginde LNCaP ve VCaP prostat kanser
hiicre hatlarinda antiproliferatif ve apopitotik bir etki gésterir mi? Bu sebeple prostat

kanseri dnlemede ve korumada dogal bir bilesik olabilir mi?



1.9. Arastirmanin Hipotezleri

Kugburnu c¢aymnin sulu ekstraktlari diger ekstraksiyon yontemlerine gore saglik
acisindan daha gilivenli ve kullanilabilirdir. Bu ¢alismada kullanilan yontem, diger
cay caligmalarindan farkli olarak hem demleme hem de kaynatma yontemleri ile
ekstraktlar hazirlanmis olmasi ve 1-10 dakika arasindaki farkli zaman araliklarinda
ekstrakta gecen Kuarsetin, Mirisetin, Kamferol, Ellajik asit miktarmni belirlenmek
i¢in kullanilan en uygun ydntemdir. Ozellikle artan zaman periyotlarinda elde
edecegimiz cay ekstraklar1 ile siire optimizasyonu yapilmis kusburnu bitkisinin
ekstraksiyonlarinin iki farkli LNCaP ve VCaP prostat hiicre hattinda apopitosiz
Ozelliklerini belirlemek ve iki hicre arasindaki farkliliklart degerlendirebilmek
acisindan literatiirdeki bir boslugu dolduracaktir. Ozellikle biyolojik aktiviteleri ile
bilinen Kuarsetin, Mirisetin, Kamferol, Ellajik asit kusburnu bitkisi ¢ay1 igerisindeki
miktar1 ve ka¢ dakikada maksimum diizeyde oldugu arastirilmistir. Bunun yaninda
Kuarsetin, Mirisetin, Kamferol, Ellajik asit tek basina gosterecegi etki ile Kusburnu
Bitkisi Cay1 igerisinde gosterecegi etki karsilastirilarak, Kuarsetin, Mirisetin,

Kamferol, Ellajik asit ¢ay igerisindeki etkinligi de ortaya ¢ikarilmis olacaktir.

1.10. Arastirmanin Varsayimlari

Kusburnu Cayinda bulunan flavonoidler kanser tedavisinde 6nemli yer tutmaktadir.

Prostat Kanser Hucre Kultlrlerinde bu ¢aylarin tedavi edici etkisi bulunabilir.

1.11. Arastirmanin Sinirhhiklar:

Bitkilerin demleme/kaynama sureleri sonunda ekstraktsiyonunun etkin bir bicimde
yapilip yapilmamasi bir smirlilik olusturmaktadir. Arastirma in vitro hicre
kiiltiriinde yapilacag: i¢in in vivo sartlarda ayni etkiyi gostermesi beklenmemekle

birlikte in vivo ortamda diger kosullarin etkisi bilinmemektedir.



1.12. Arastirmanin Amaci

Bu tezin amaci, lilkemizde dogal olarak bulunan ve saglik iizerine olumlu etkileri
nedeniyle yaygin olarak kullanilmakta olan dogal kusburnu bitkisinden farkli
demleme/kaynama surelerinde elde edilen ¢aylarin Flavanol igerigini belirlemek ve
en yuksek Kuarsetin, Mirisetin, Kamferol, Ellajik asit i¢eren kusburnu ¢ayi
ekstraktlarinin, VCaP ve LNCaP prostat kanser hiicresinde olasi1 yararl etkisini
aragtirmak icin sitotoksik dozlar1 belirlendikten sonra apopitozis lizerine etkileri

arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

Kanser, hiicresel homeostaz ve fonksiyonun geri doniisiimsiiz bozulmasi ile
tetiklenen heterojen bir hastaliktir. Kanser ilerlemesi, neoplastik hiicre
popiilasyonunda biiyiik bir genislemeye yol agan Apopitotik fonksiyonlarin kaybi ile
birlikte kontrolsiiz hiicre biiytimesi ve farklilasmasmin bir sonucudur (Igney &
Krammer, 2002; Safarzadeh, Sandoghchian Shotorbani, & Baradaran, 2014). Hiicre
ici kanser nedenleri Apopitotik fonksiyon eksikligi, genetik mutasyonlar, oksidatif
stres ve hipoksiye baglanabilirken, dis kanser nedenleri ultraviyole isinlarina,
radyasyona, kirlenmeye, sigara igmeye ve strese asirt maruz kalmaya bagl olabilir
(Prakash, Kumar, Kumar, & Ajeet, 2013). TUm0r olusumuna katkida bulunan ve
kanser hiicrelerini normal saglikli olanlardan ayiran alti 6zellik vardir (Sekill)

(Hanahan & Weinberg, 2000, 2011).

*
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*TP53
*TGF beta
Mitastasls Evading Growth
Suppression
*TyrosineKinase 'proiiferative Resisting Cell
*RAS signaling Cancer Cell Death
*RAF
*mTOR *Increase anti-apoptoticsignals
*MAP Kinase *Decrease pro-apoptotic signals
*PI3 Kinase
Replicative
DN Immortality
* e
*VEGE Increased telomerase activity

*c-Myc

-
Thrombospondin “Max

Sekil 1. Kanser hiicre ayriminin gosterimi. Biiyiime baskilamasinin kagmasina Rb,
TP 53 ve TGF beta inhibisyonu aracilik eder. Hiicre Oliimiindeki direng, anti-
apopitotikteki artis ve proapopitotik faktorlerdeki azalma ile ifade edilir. Replikatif
olumsuzlik, telomeraz aktivitesinde, c-Myc ve Max. Anjiyogenez, VEGF ve
trombospondinin artmast nedeniyle desteklenir. Proliferatif artisin artmasi, artan
tirozin kinaz aktivitesi, Ras, Raf, m-TOR, MAP kinaz ve PI3-kinaz ile vurgulanir.

Metastaz olusumu, E-kadherin kaybi ile belirgindir.



2.1. Apopitoz

Apopitozis, bir dizi sinyal iletimi kaskadlar1 ve hiicresel proteinler tarafindan
diizenlenen siki diizenlenmis bir siiregtir (Fan, Han, Cong, & Liang, 2005). Kanser
ve AIDS, diyabet ve Parkinson sendromu gibi diger birgok hastalik, Apopitotik
yolaklardaki dengesizlikler ve anormal mekanizmalar sonucu ortaya c¢ikmaktadir
(Indran, Tufo, Pervaiz, & Brenner, 2011). Boylece, Apopitotik mekanizmalarin ve
iligkili yollarin derinlemesine bir sekilde anlasilmasi, yalnizca hastalifi anlamada

degil ayn1 zamanda hastalik tedavisinde de yardime1 olur (Wong, 2011).

2.1.1. Apopitotik Proteinler

Apopitotik proteinlerin siniflandirilmasi, oncelikle apopitozdaki rollerine baghdir
(Sekil 2B). Pro-Apopitotik proteinler ayrica protein ailesine bagli olarak (1) kaspaz

ve (2) Bcl2 familyasina gore siniflandirilir.

Caspases
(30-50 kDa)
Inflammatory Initiator Effector
| Long N Small/No N
1,4,5,11,12,13,14 2,8,9,10 3,6,7

(A)

Sekil 2. (A) Kaspazlarin siniflandirilmasi. Kaspazlar ii¢ alt tipe ayrilir: Enflamatuar
kaspazlar (1,4,5,11,12,13,14), uzun N terminalli (2,8,9,10) intrinsik ve ekstrinsik
Apopitotik yollarda baglatici kaspazlar ve efektor kaspazlar kisa/olmadik¢a N-

terminalleri ile bilinir (3,6,7).
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Sekil 2. (B) Apopitotik proteinlerin apopitozdaki islevlerine gore siniflandirilmasi.
Pro-Apopitotik proteinler kaspaz ve BCL-2 familyalarina siniflandirilir. Kaspazlar,
apopitotik yolaktaki rollerine gbre ayrica bolinmiistir. Bcl-2 proteinleri,
multidomain proteinler (Bax ve Bak) ve sadece BH3 bdlgesi olarak siniflandirilan
BH3 domeni (Teklif ve SMAC / Diablo, HRTA / Omi, Noxa, Puma, Arts ve Bim
gibi Apopitotik inhibitorlerin inhibitorleri) olarak siniflandirilir. Anti-apopitotik
proteinler, BCL-2 ¢ok-alanli proteinler (Bcl-xl, Bcl-b, Bel-w, Mcl-1, Bfl ve DIVA /
Boo) ve BIR alan ailesi (survivin, livin, bruce, c- olarak siniflandirilir. IAP ve x-
IAP).

(1) Aspartat spesifik sistein proteazlar1 (FAN ve ark., 2005; Igney & Krammer,
2002) olan kaspazlar, apopitoz indiiksiyonunda kilit bir role sahiptir ve genellikle
prokaspazlar olarak bilinen inaktif heterodimerler olarak bulunur (Hanahan &
Weinberg, 2011; Indran ve ark., 2011). Yapilarina ve islevlerine gore siniflandirilan

kaspazlara ait 14 bilinen protein vardir (Sekil 2A).

(2) Bcl-2 ailesi (Sekil 2B), programlanmis hiicre oliimii ile hiicre davranigini
duzenler (Opferman & Kothari, 2018; Wong, 2011). Mitokondrinin dis zarina
lokalize, esas olarak sitokrom-c salinimimni modiile eder. Bel-2 protein ailesi, BH3
bolgesinin varligi ile yapisal olarak ayirt edilir (Opferman & Kothari, 2018). Bcl-2
ailesi ya ¢ok alanli Bax/Bak yoluyla apopitozu indikler ya da sadece Puma, Noxa,
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Bim, Bad, Smac/Diablo, Hrta/Omi, Arts dahil olmak lzere BH3 ailesine ait anti-
apopitotik proteinleri (IAP'ler) inhibe eder. Sitokinlerin indiikledigi apopitozda ¢ok
onemli olan Puma ve Noxa, DNA hasar1 ve P53'lin transkripsiyonu sonucu iretilir
(Aubrey, Kelly, Janic, Herold, & Strasser, 2018; FAN ve ark., 2005; Safarzadeh ve
ark., 2014). Apopitoz inhibitorleri olarak islev géren Bcl-2 familyasinin iiyeleri olan
anti-apopitotik proteinler (Sekil 2B), Bcl-xL, Bcl-B, Bcl-W, Mcl-1, Bfl Diva/Boo
igeren ¢oklu BH alanina alt gruplandirilmistir. Stresli hiicresel kosullar altinda, bu
proteinler, mitokondriyal zar biitiinliigiinii koruyarak proapopitotik Bax ve Bak'i
baglamak icin dizenlenir (Indran ve ark.,, 2011; Wong, 2011). Anti-apopitotik
proteinlerin BIR alani, N-IAP, c-1AP 1, c-1AP 2 ve x-1AP'yi icerir. Testis spesifik
survivin ve ubiquitin konjuge enzimler livin ve bruce / appollon'un timi esas olarak

kaspazlarin inhibisyonu yolagi ile islev gorir (Indran ve ark., 2011; Wong, 2011).

2.1.2. Apopitotik Yol

Apopitoza katkida bulunan iki ana yol Sekil 3'te gosterilmistir (Rathore, McCallum,
Varghese, Florea, & Busselberg, 2017). Ilk olarak, dissal/dliim reseptdrii yolaga
c¢ikmis ve ikinci olarak, mitokondriyal stresin dahil oldugu kendine 6zgii yolagi
ortaya ¢ikmistir. Digsal yolakta, sinyal iletim kaskadi aktivasyonu, 6liim sinyallerinin
Fas ve TNF gibi trimerik 6liim ligandlarina baglanmasi yoluyla gergeklesir (FAN ve
ark., 2005; Igney & Krammer, 2002). Ekstra bir hiicresel 6liim sinyali alindiginda,
baslatic1 prokaspazlar 8 ve 10 (6lim reseptorlerinin i¢ zarina FADD / TRADD
bolgelerine baglanir) aktive edilir, bu da bir DISC kompleksi olusumu ile sonuglanir
ve boylece sinyal transdiiksiyon kaskadi baslar (FAN ve ark., 2005; Igney &
Krammer, 2002; Rathore ve ark., 2017). Daha sonra, aktive kaspaz-3, sadece BH3
alan1 igeren BID proteini yolagiyla mitokondriyal amplifikasyon dénglsunin
aktivasyonunda islev goriir, boylece dis ve i¢ yollar arasinda bir baglant1 gérevi goriir
(Fan ve ark., 2005; Igney & Krammer, 2002; Rathore ve ark., 2017). Mitokondriyal
membran Uzerinde yer alan aktif bir form olan t-BID, pro-apopitotik ¢ok alanli Bcl-2
proteinleri Bax ve Bak'in aktivasyonu ile intrinsik kaskaddan sorumludur (Fan ve
ark., 2005). Aktive edilmis Bax ve Bak, gézencklerin olusmasi ve mitokondriyal
membran potansiyelinin (um) degismesi ile sitokrom-c’nin saliverilmesine yol agan

MOMP'nin artmasina aracilik eder (Indran ve ark., 2011; Kasibhatla & Tseng, 2003;
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Rathore ve ark., 2017; Safarzadeh ve ark., 2014). Sitokrom-c, Apaf-1 proteini ve
prokaspaz-9, uygulayict kaspazlarin aktivasyonu yoluyla Apopitotik kaskadi

guclendiren bir apopitozom olusturur (Indran ve ark., 2011).

Extrinsic pathway Intrinsic pathway
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Sekil 3. Igsel, dissal, mitokondriyal ve endoplazmik retikulum apopitotik yollarin
gosterimi.  Apopitotik proteinlerin roli (siyah oklar) ve bunlarin apopitotik
inhibitorler (Pembe) tarafindan diizenlenen anti-apopitotik proteinler (Kirmizi) ile
inhibisyonu. Bir apopitotik hiicre genellikle artan K + akisi, yiizey tasmasi, GSH gibi
antioksidan belirteclerin tiikenmesi, kromatin yogunlasmasi ve hiicresel biitlinliigiin

kaybu ile karakterize edilir.

Mitokondriyal gbézenekler ayrica kaspaz-9'un inhibisyonu ile etki eden BID ailesi
inhibitorleri olan Smac/Diablo ve Hrt/Omi'nin salinimini kolaylastirir (Lopez & Tait,
2015). Igsel yol ayrica oksidatif stres, hipoksi, hiicre igi kalsiyum iyonlarmin hiicre
i¢i konsantrasyonunda artis, enfeksiyon veya Bax ve Bak't da uyaran pro-apopitotik
Bad proteini engelleyen blyltme faktorlerinin geri cekilmesi yoluyla icsel olarak

aktive edilebilir (Indran ve ark., 2011). Bax ve Bak aktivasyonuna anti-apopitotik
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proteinler Bcl-xL ve Bcl-2'nin inhibisyonu aracilik eder (FAN ve ark., 2005). Bak
islevi VDAC ile smirlandirilmistir. IAP'lerin aktivasyonu, sadece pro-apopitotik BH3
alan proteinleri olan Bid (Bcl-xL'nin inhibe edilmesi), Noxa (Bcl-2'nin inhibe
edilmesi) ve Puma'nin (Mcl-1'in inhibe edilmesi) pro-apopitotik BH3'lin etki alani ile
sonuglanan tiimor baskilayici gen TP53'in asir1 ekspresyonunun bir sonucu olarak
meydana gelir. Bax-Bak gozenek olusumuna ve sitokrom salimimina katkida
bulunanlar p53, ROS'un kaspaz fonksiyonunu gelistirebilecegi kanitlandigi i¢cin ROS
indiiksiyonu ve hiicresel stresin artmasi slirecinde islev goriir. ROS ayrica H,0»
iretimini uyarir, hiicre i¢i pH degerini degistirir ve Bak aktivasyonunu kolaylastirir.
Ek olarak, O,— VDAC'nin islevini modiile eder, bu nedenle mitokondriyal membran
gecirgenligini arttirir (Indran ve ark., 2011). p53 ayrica, mitokondriyal membran
Uzerinde BID ve Bak'l aktive eden Kkatepsini serbest birakan lizozomal
gecirgenlestirme ile de iliskilidir (Chwieralski, Welte, & Biuhling, 2006; Lopez &
Tait, 2015). Ayrica, p53, pro53paz-2'nin, P53'lin bir PIDDOSOME 6liim alani olan
p53 kaynakl proteinden salinmasi yoluyla aktivasyonu ile de ilgilidir. Daha sonra,
kaspaz-2, mitokondriyal amplifikasyon dongiisiinii artirarak, t-BID'in aktivasyonunu
arttirir (Chwieralski ve ark., 2006; Manzl ve ark., 2009). MOMP yolu, DNA
fragmantasyonunu artiran AIF ve Endo G'yi aktive eder (Chwieralski ve ark., 2006;
Indran ve ark., 2011). Ayrica, Smac / Diablo'nun serbest birakilmasi, KUA familyasi
islevini inhibe ederek kaspaz 9'un inhibisyonunu 6nler (Wong, 2011). Sitokrom-c,
ER yiizeyindeki Inositol 1,4,5 fosfatin, mitokondriye aktive edilmesiyle Ca*
iyonlarmm salinimimi, mitokondriyal alanda Ca** birikimine neden olarak, bu
nedenle mitokondriyal stres ve gézenek olusumunu arttirir (Boehning ve ark., 2003;
Lopez & Tait, 2015). Artan hiicre ici Ca®" iyon konsantrasyonu, niikleer ve hiicresel
membranlarin ayrismasini hedefleyen hiicre i¢i bir endoniikleaz olan kalpain
aktivasyonunu da tetikler (Momeni, 2011; Stewart, Yapa, & Monteith, 2015).
Kaspaz-3'in mitokondriyal déngu amplifikasyonundaki fonksiyonuna ek olarak,
kaspaz-3'in DNA tamir prosesi ile iliskili PARP'yi inhibe eden ve parcalayan,
uygulayici kaspaz oldugu da diistiniilmektedir. PARP, DNA parcalanmasina katkida
bulunan CAD'in yani sira Lamin A' nin aktivasyonuna katkida bulunan CAD'yi
aktive eder, bu da kromatin yogunlagsmasi ve niikleer membran bozulmasina neden
olur. Digerlerinin yani sira, foprinin aktivasyonundan sonra apopitotik cisimlerin

olusumu gergeklesir (FAN ve ark., 2005; Igney & Krammer, 2002). Bahsedilen



reaksiyonlar/yolaklar, plazmoliz ve hiicre yiizeyinde ¢ikinti, apopitotik cisimlerin
olusumu ve fosfatidil serin "Annexin V" den etkilenen zar degisiklikleri gibi
karakteristik fizyolojik ve morfolojik degisikliklere yol agmaktadir (Kasibhatla &
Tseng, 2003; Wong, 2011). Buna gore, kromatin yogunlagmasi (karyohexis), DNA
par¢alanmasi, niikleer zarin par¢alanmasi ve mitokondriyal membran gegirgenliginin
yani sira yiiksek ATP tiiketimi artis1 da bu degisikliklere dahil edilmistir (Igney &
Krammer, 2002; Kasibhatla & Tseng, 2003; Momeni, 2011; Wong, 2011).

Kanser hiicreleri, onkojenik genlerin (hiicresel proliferasyonu artiran ve p53'i
baskilayan c-Myc gibi) ve p53'i baskilayan c-Myc gibi (p53) ve anti-Apopitotik
proteinleri (Bcl-2, survivin, livin, vb.) (Kasibhatla & Tseng, 2003) asir1 apopitoza
direng gosterir. Aksine, kanser hicrelerinin apopitoza direnci, proapopitotik
proteinlerin (kaspazlar, Bad, Bax vb.) diizenlenmesi ve p53'in timor baskilama
fonksiyonunun kaybi ile de modiile edilebilir (Igney & Krammer, 2002; Indran ve
ark., 2011). Apopitotik yolaklarda direncin Ustesinden gelmek kanser tedavisinde
ilging bir yaklasimdir (Indran ve ark., 2011). Bu esas olarak p53 (ilag, gen ve
immunoterapi), kaspazlar (ila¢ ve gen tedavisi) ve BID ailesini hedefleyerek ve
[AP'nin etkisini uyararak elde edilir. Son zamanlarda, bitki kaynakli kanser tedavisi

diinya genelinde oldukga aktif bir arastirma alan1 olmustur.

2.2. Fitokimyasallar ve Simflandirilmasi

Fitokimyasallar, cesitli hastaliklarin riskini azaltma yetenegine sahip bitkilerde
yaygin olarak bulunan, biyoaktif besleyici olmayan bilesiklerdir (Panche, Diwan, &
Chandra, 2016; Varghese ve ark., 2018). Bitki aleminde 50.000'den fazla farkli
bilinen fitokimyasal vardir. Fitokimyasallarin temel smiflandirmasi, Sekil 4'te

verilmektedir.
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Sekil 4. Fitokimyasallarin siniflandirilmasi. Ayrica fenolik asitler, stilbenler,
flavonoidler, tanenler ve kumarinler olarak siiflandirilan alkaloidler, karotenoidler,

bakimindan zengin, organo-siilfiir bilesikleri ve fenolikler.

Fenolikler bir veya daha fazla aromatik benzen halkasina sahiptir ve mono veya poli
hidroksile edilebilir. Dahasi, fenolikler insan beslenmesinde en bol bulunan
antioksidanlar olarak kabul edilir. Fenolikler fenolik asitler, stilbenler, tanenler,

kumarinler ve Flavonoidler olarak siniflandirilir(Liu, 2004).

2.2.1. Flavonoidler

Flavonoidler, ¢icegin renginden ve aromasindan sorumlu sekonder bitki
metabolitleridir  ve antibakteriyel, antiviral, antioksidan, antialerjik ve
antienflamatuar yeteneklere sahiptirler (Batra & Sharma, 2013; Panche ve ark., 2016;
Tapas, Sakarkar, & Kakde, 2008). Karsinojenez sirecinde, flavonoidler ¢oklu sinyal
iletim yollarina miidahale eder ve boylece proliferasyonu, anjiyogenez ve metastazi
siirlandirir veya apopitozu arttirir (Ravishankar, Rajora, Greco, & Osborn, 2013)
(Sekil 5).
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Sekil 5. Flavonoidlerin yapisal farkliliklara bagl olarak alt1 sinifa siniflandirilmasi:

flavonol, flavanon, flavanol, flavon, antosiyanidin ve izoflavonoid.

Polifenolik terpenoidler, C2 (Flavonoidler) veya C3 (izoflavonoitler) icinde bir B
halkasina bagl bir kroman halkas1 (A ve C) olarak diizenlenen 15 karbon atomundan
olusmaktadir (Batra & Sharma, 2013; Panche ve ark., 2016). Her sinif hidroksilasyon
derecesinde farklilik gostermektedir (Liu, 2004). Flavonoidler ya eklenmis sekerli
glikozitler olarak ya da eksiz sekersiz aglikonlar olarak bulunmustur (Kelly, 2011).

2.2.1.1. Flavonoidler (C2’ye Bagh B Halkasi) - Doymams C-Halkas1 Flavonun

Di-hidroflavonlar olarak da bilinen flavanonlar, doymus, oksitlenmis bir C halkasi ile
karakterize edilir. Flavanonlar turuncgillerde bulunup antioksidan aktiviteleri ve
serbest radikal temizleme yetenekleri ile bilinirler (Panche ve ark., 2016). Hesperetin

ve naringenin iki ana flavanone bilesige ornek olarak verilebilir.
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2.2.1.2. Flavonoidler (C2’ye Bagh B Halkas1) - Doymams C-Halkasi Flavonol

Flavonol, C4'te oksitlenmis ve C3'te hidroksile edilmis bulunan C2-C3'deki
doymamis C halkasi ile karakterize edilir (Panche ve ark., 2016). Flavonol lahana,

marul, sogan, {iziim ve meyvelerde yaygindir. Flavonoller alt1 gruba ayrilir (Sekil 6).

OH O OH O

N . Kastisin
Mirisetin Galangin

Sekil 6. Flavonollerin siiflandirilmasi ve yapisi.

2.2.1.2.1. Kuarsetin

3,5,7,3",4'-Pentahidroksiflavon veya Kuarsetin en ¢ok tercih edilen flavonoid olup,
kabuk, cicek ve domates, elma, ¢ilek, iizim, sogan, cay yapragi, Brassica sebze,
kapari, arpacik sogani tohumlarinda ve findikta yaygin olarak bulunmaktadir (Liu,
2004; Varghese ve ark., 2018). Kuarsetin yapisal olarak endojen Ostrojen 17f3-
estradiol'e  benzeyen bir fitoostrojendir  (Ranganathan, Halagowder, &
Sivasithambaram, 2015). Farkli g¢alismalar, Kuarsetinin antikanser potansiyelini
desteklemektedir. MCF-7 hucrelerinde Kuarsetin, Bax, kapsaz-3 artisi ile hem
apopitozu indiikleme hem de RIPK1 ve RIPK3'in asir1 ekspresyonu ile Bcl-2 ve
nekroptozda azalma egilimi gostermistir (Chou ve ark., 2010; Khorsandi ve ark.,
2017; Zhang, Ying, Wang, & Zhang, 2012). Baska bir ¢alismada, Kuarsetin'in
intrinsik mitokondriyal Apopitotik yolag: indiiklendigi gosterilmistir (Chou ve ark.,
2010). Aksine, Kuarsetin, BT-474 hiicre hatlarinda ekstrinsik apopitozu arttirir.
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Ilging bir sekilde Bcl-2 veya Bax iizerinde etkisi olmadigi ve bu nedenle herhangi bir
icsel apopitotik yol baslatmamistir (Ranganathan ve ark., 2015).

Kuarsetin'in mitokondriyal kaynakli pro-Apopitotik etkileri, HL-60 hiicre hatlarinda
Cox-2, Kaspaz-3, Bax, Bad, Bcl-2, Sitokrom-c ve PARP'nin modilasyonu ile
gosterilmistir (Niu ve ark., 2011). BC1, BC3 ve BCBL lenfoma hicrelerinde,
Kuarsetin, PI3K / AKT / mTOR ve STAT3 yollarimin asagi regiilasyonu yoluyla
apopitozu indiiklemistir (Manzl ve ark., 2009). Kuarsetin, EGCG ile kombinasyon
halinde PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde MDR 1'in inhibisyonu yoluyla hiicre canliligini
azaltmistir. Buna ek olarak, LNCaP'nin PC-3 iizerinden etkili bir sekilde azaltilmasi,
Kuarsetin'in ayrica p53 apopitotik yolaga da aracilik ettigini gostermektedir (Batra &
Sharma, 2013; Wang, Heber, & Henning, 2012). Benzer sckilde, metformin ile
birlikte uygulandiginda Kuarsetin, proliferatif PI3BK/AKT yollagini inhibe ettigi
bildirilmistir (Sun, Gong, Liu, & Miao, 2018). Kuarsetin, ErbB2 tirozin kinaz
aktivitesini ve PIBK ve AKT om SKBR3 meme kanseri hicrelerinin
fosforilasyonunu azaltirken (Jeong, An, Kwon, Li, & Lee, 2008), ERK1/2 ve AKT
fosforilasyonunu diisiirmiis ve HepG2 karaciger kanseri hiicrelerinde NFxB yollagini

inhibe etmistir (Granado-Serrano, Martin, Bravo, Goya, & Ramos, 2010).

2.2.1.2.2. Kamferol

Kamferol veya 3,4,5,7-tetrahidroksiflavon, ¢ay, lahana, fasulye, sogan, domates,
cilek, brokoli, elma ve Gzumlerde bulunan toksik olmayan bir flavonoidtir (Chen &
Chen, 2013; Li, Du, Wang, Wang, & Zhang, 2009). Kamferol, antioksidan,
antienflamatuar, antimikrobiyal, ndroprotektif ve antikanser yeteneklerine sahiptir.
Kamferol yapisal olarak &strojene benzer, boylece konsantrasyonuna bagli olarak iki
(6strojenik/anti-ostrojenik)  etki  gosterebilir.  Hepatoselluler  kanser; akut
promyelositik 16semi; ve glioma ile yumurtalik, meme ve rahim agzi gibi hormonal
kanserlerin tedavisinde bir aday olabilir. Meme kanserinde MDA-MB-453
hlcrelerinde Kamferol, DNA pargalanmasi ve p53 ekspresyonu ve fosforilasyonunun
yukselmesine, hicre proliferatif sinyallemesini, dolayisiyla apopitoziyi bozmaya
neden olmustur (Li ve ark., 2009). Kamferol, A2780/CP70, A2780wt ve OVCAR-3
hiicre hatlarinda intrinsik apopitozun, kaspaz-3, kaspaz-7, p53, Bax ve Bcl-xL'de
azaldig1 mitokondriyal yoldan indiiksiyonu ile iliskilidir. Kamferol ayrica, AKT
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yolaginin proliferatif sinyalini azalttigit ve VEGF'nin asag1 regiilasyonu yoluyla

anjiyogenezi 6nledigi bildirilmistir.

2.2.1.2.3. Mirisetin

3,5,7,3"'.4',5'-Hexahidroksflavon veya mirisetin, siyah cay, yesil ¢ay veya sarapda
bulunan yaygin bir diyet flavonoidir. Mirisetin, antibakteriyel, antiviral, antioksidan
ve anti kanserojen aktivitelerle iliskilidir (Devi, Rajavel, Habtemariam, Nabavi, &
Nabavi, 2015). Mirisetin, kansere kars1 koruyucu roli, HCT-15 hiicrelerinde DNA
yogunlagmasi, Bcl-XL ve Bcl-2 ekspresyonunda bastirma ve mitokondriyal AIF
salimiminda artigla gosterilmistir. Bununla birlikte, kaspazlar-3 ve -9'un par¢alanmasi
tzerinde higbir etkisi gozlenmedi (M. E. Kim, Ha, Yoon, & Lee, 2014). UVB'nin
indiikledigi HaCaT hiicrelerinde, mirisetin, AKT yolagmin inhibisyonu yoluyla
proapopitotik etkiler uyguladi. Kotii fosforilasyonda azalma, sitokrom-c, Smac ve
AIF salmimlar1 da goézlenmistir (W. Kim ve ark., 2010). Ayrica, SKOV3
hicrelerinde, mirisetin, niikleer kromatin yogusmasint ve pargalanmasini
indiiklemistir ve DNA ¢ift sarmali doza bagh sekilde kirilmaktadir (XU ve ark.,
2016). Sisplatine direncli OVCAR-3 ve A2780/CP70 hiicre hatlarinda, mirisetin,
kanser kemoresansini asar ve sisplatinden daha yiiksek sitotoksisite sergiler. Altta
yatan mekanizma, sirasiyla Bcl-2 ve DR5'in diizenlenmis ekspresyonu ile dogrulanan
hem i¢ hem de dis apopitotik yolaklar1 igermektedir (HUANG ve ark., 2015). Son
olarak, TNBC'de mirisetin ile indlklenen apopitoz mekanizmasi, DNA ¢ift
sarmalinin kopmasiyla sonuglanan ROS indiiksiyonu ve mitokondriyal apopitotik
yolun aktivasyonu ile anlasilmistir (Knickle, Fernando, Greenshields, Rupasinghe, &
Hoskin, 2018).

2.2.1.2.4. Ellajik Asit

Ellajik asit, 4,4',5,5',6,6'-heksahidroksidifenik asit-2,6,2",6'-dilakton  kimyasal
formald ile nar, ¢ilek de dahil olmak iizere ¢esitli meyvelerde, ahududu ve bogiirtlen
gibi bitkilerde yaygin olarak bulunur (Promsong, Chung, Satthakarn, & Nittayananta,
2015). Ellajik asidin, antienflamatuar (Seo, Jeong, Yoo, Lee, & Shin, 2016),

antioksidan ve antiviral dahil olmak {izere ¢esitli etkilere sahip oldugu bildirilmistir.
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Onceki calismalar, ellajik asidin bir insan pankreas kanseri hiicresinde ksenogre
edilmis farelerde tiimor biiyiimesini inhibe edebildigini ve TSGH8301 insan mesane
kanseri hucrelerinde endoplazmik retikulum stres ve mitokondriya bagimli
sinyalleme yolaklar1 ile hiicre apopitozisini indiikleyebildigini gostermistir (Baek,
Lee, Kim, Lim, & Lim, 2016). Ek olarak, ellajik asit, insan l6semi hucrelerinin
farklilasmasini kuvvetlendirir ve ellajik asidin gucli antikanser aktivitesini ortaya
koyan meme kanserinde bir anti-anjiyojenez aktivitesi gostermistir. Ayrica, onceki
bir ¢alisma, ellajik asit tedavisinin, insan servikal karsinomundaki hticrelerde hiicre
biiylimesini ve indiiklenmis hiicre apopitozisini inhibe ettigini gostermistir. Bununla
birlikte, ellajik asidin servikal karsinom {izerindeki etkisinin altinda yatan molekiiler
mekanizma belirsizligini korumaktadir. Son zamanlarda yapilan bir calismada,
ellajik asidin, insan prostat kanseri hiicrelerinde sinyal transdiseri ve transkripsiyon
3 (STAT3) sinyallemesi Uzerindeki inhibitér etkileri Gzerindeki hicre
proliferasyonunu o6nemli oOlglde azalttigi gosterilmistir . Ek olarak, onkojenik
transkripsiyon faktorii olarak islev géren STAT3'lin, ¢ok sayida kanser tiirlinde
timor hiicresi  proliferasyonu, hiicre canliligi, apopitoz ve anjiyojenezin
diizenlenmesinde anahtar bir rol oynadig1 yaygin olarak tanimlanmaktadir. Klinik ve
pro-klinik ¢alismalar, STAT3'lin servikal karsinoma dokularinda ve hiicre hatlarinda
yanlis bir sekilde eksprese edildigini gostermistir (Zhao, Tang, Marsh, Shankar, &
Srivastava, 2013). Artan kanitlar ayrica STAT3'Un rahim agzi kanseri gelisimi
sirasinda tiimor mikro ortaminda ve insan papilloma virlsi enfeksiyonunda dnemli
bir rol oynadigin1 gostermistir . Yukarida belirtilen g6zlemlere dayanarak, ellajik
asidin insan servikal karsinom hiicrelerini inhibe edebilecegi ve mekanizmanin
STAT3 sinyallesmesinin diizenlenmesi ile iligkili olabilece§i varsayilmaktadir

(Hagiwara, Kasukabe, Kaneko, Niitsu, & Okabe-Kado, 2010; Ho ve ark., 2013).

2.3. Biyoyararlanim

Biyoyararlanim, viicuda alindiktan sonra insan viicudunda emilen ve metabolize
edilen bir bilesigin miktaridir ve genellikle maksimum plazma konsantrasyonu
(Cmax) cinsinden olgiiliir. Epidemiyolojik veriler flavonoidler agisindan zengin bir
diyet ile insan hastaliklarinin Onlenmesi arasinda bir iliski oldugunu ortaya

koymustur. Flavonoid bilesiklerin tedavi olarak uygulandiginda gesitli insan
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hastaliklarina kars1 koruyucu ajanlar olarak etkinligi, in vitro deneysel modellerde
yogun bir sekilde test edilmistir ve in vitro olarak gozlemlenen flavonoidlerin
biyolojik 6zellikleri ile in vivo biyolojik etkinlikleri arasinda farklilik bulunmaktadir
(Hollman, 2004; Makarova, 2011; Manach, Scalbert, Morand, Rémésy, & Jiménez,
2004). Benzer sekilde, dogal olarak ortaya ¢ikan flavonoidlerin ¢ogu, in vitro olarak
etkili antikanser ajanlar1 olma potansiyeline sahipken, bu tiir yararl etkiler, oncelikle
viicutta bu bitki kaynakli sekonder metabolitlerin ¢ogunun diisiik biyoyararlanimi
nedeniyle insanlarda istenen sonucu elde edilememektedir. Bu nedenle antikanser
flavonoidlerinin biyoyararlanim1 ayrintili olarak arastirllmahidir. Bir flavonoid
bilesiginin biyoaktivitesini ac¢iklamak i¢in emilim siirecini, biyoyararlanimimi ve
metabolizma verilerine ulasilmalidir (Hollman, 2004). Vicutta, flavonoller,
izoflavonlar, flavonlar ve antosiyaninler gibi glikozile edilmis flavonoidler,
absorpsiyondan once intestinal veya kolon mikroflorasi ile ilgili aglikonlarina
hidrolize edilmektedir. Lipofilik aglikonlar, pasif difizyon yoluyla intestinal epitel
hiicrelerine girerken, epitelyal tasiyicilar, intestinal epitel hiicrelerine glikozitlerin
alimim desteklemektedir. Glikozile edilmis flavonoidlerin emilim orani, barsaktaki
aglikon flavonoidlere gore cok daha disiiktiir. Emiliminden sonra, flavonoidler
oncelikle ince barsakta, karacigerde ve bobrekte metabolik degisikliklere tabi tutulur.
Dolasim ve hedef dokulara girmeden ©Once metilasyon, sillfatlama veya
flavonoidlerin glukuronidasyonu gibi emilim sonras1 metabolik degisiklikler
biyolojik 6zelliklerini de biiylik olglide degistirebilmektedir. Ek olarak, proksimal
bagirsakta emilmeyen diyetle alinmig flavonoid bilesikleri, heterosiklik oksijen
igeren halkanin boliindiigii bu flavonoid molekiillerini pargalayan kolonik mikroplara
maruz birakildigi ve sonraki bozunma Urinleri daha sonra absorbe edilebilmektedir.
Gallik asit ve izoflavonlar, flavanonlar, katesin ve Kuarsetin glukozitlerin en ylksek
biyoyararlanima sahip oldugu bilinirken, antosiyaninler ve protosiyanidinlerin en

diisiik biyoyararlanimi oldugu s6ylenmektedir (Makarova, 2011).

Farmakodinamikte, cesitli flavonoidlerin biyoyararlaniminin anlasilmasinda biiyiik
ilerleme kaydedilmistir, ancak bir¢ok flavonoid bilesiginin zayif oral
biyoyararlaniminin {istesinden gelmek i¢in pratik c¢oziimler hala eksik oldugu
bilinmektedir (Hu, Wu, & Liu, 2017). Biyoyararlanimin arttirilmasi, ¢oziiniirliik,
hiicresel gecirgenlik, metabolik degisim ve bu bilesiklerin insan viicudundan

atilmasinin ontindeki engellerin asilmasi ve hedef doku aliminin kolaylastirilmasi ile
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saglanabilmektedir (Hu ve ark., 2017). Birgok arastirma grubu, barsak emilimini
artirarak, absorbsiyon bdlgesini degistirerek ve metabolik stabiliteyi artirarak
koruyucu flavonoid bilesiklerin biyoyararlanimin1  arttirmaya caligmaktadir
(Thilakarathna, Rupasinghe, Thilakarathna, & Rupasinghe, 2013). Flavonoid
bilesiklerin bazilar1 artik haplar halinde ticari olarak temin edilebilmesine ragmen,
cok miktarda konsantre flavonoid kullanimi, bunlarin ters yan etkileri ve bunlarin
ilag etkilesimleri tizerindeki sinirli bilgiler nedeniyle halk saglig1 endiselerine neden
olabilmektedir. Her ne kadar tartigilabilir olsa da, bir soya isoflavonu olan genistinin,
hormon Ostrojen veya progesteron yoklugunda bile insiilin benzeri biiyiime faktorii
yolunu artirarak MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin biiylimesini ve ¢ogalmasini

uyardigini bildirmistir (Hu ve ark., 2017; Thilakarathna ve ark., 2013).

Biyolojik sistemde biyoyararlanim flavonoidlerini etkileme potansiyeline sahip
birkag farkli biyomolekiil (karbonhidrat ve protein) oldugu bilinmektedir (Cassidy &
Minihane, 2017). Yas, cinsiyet ve genotip gibi degisken faktorler gibi faktorler, bu
biyomolekillerin biyoaktivite ekspresyonunu degistirebilmektedir, bu da diyetle
alinan  flavonoid  bilesiklerin ~ emilimini, = metabolizmasini,  dolasimdaki
konsantrasyonlarini, doku maruziyetini ve ortadan kaldirilmasini etkilemektedir
(Cassidy & Minihane, 2017). Bu nedenle, yas, cinsiyet, devam eden hastalik
durumu/durumlari, mevcut ilaglar, alisgilmis beslenme, gidanin fizyokimyasal
oOzellikleri ve barsak mikrobiyomunun dogasi ile ilgili faktorler tizerinde daha blyik
bir zorluk olmaya devam etmektedir. Klinik ¢alismalarda kanser Onleyici ilaglar
olarak flavonoid bilesikleri, Klinik oncesi ¢alismalarda kullanilan etkili terapotik
dozlar1 elde etmek i¢in, minimum yan etkilerle maksimum verimlilik elde etmek igin
gelistirilmis  ve hedeflenmis ilag dagitim tekniklerine ©nem verilmelidir.
Nanoteknolojiye dayali ilag dagitim sistemlerindeki gelismeler, ¢oziiniirliigi
artirmak, biyoyararlanimi artirmak ve flavonoidlerin hedefleme yeteneklerini
gelistirmek i¢in daha iyi firsatlar sunmaktadir. Mevcut arastirmalar, flavonoid
ilaglarin dokular1 hedef almasi i¢in uygun molekiiler tasiyicilarin tasarlanmasina

odaklanmalidir.

Kuarsetin icin nanopartikil (lipozomlar, polietilen glikol lipozomlari, nikel bazli,
lesitin bazli ve nanoribbon) tasiyicilarinin kullanildigi ¢alismalarin in vitro ve in vivo
merkezi sinir sistemi, akcigerler, kolon, karaciger ve meme kanseri modellerinde kati

tiimorlere ilag iletimi agisindan basarili oldugu bildirilmistir.
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Bu tezde ise, kugsburnu bitkisi, taze meyve, par¢alanmis ve kuru meyve olarak 1,3,5,7
ve 10 dakika demleme ve kaynama islemlerine tabi tutularak elde ettigimiz gay
ekstraktlariin fenolik asit icerikleri LC-MS/MS kullanarak belirlemeyi amagladik.
Elde edilen ¢aylardaki farkli fenolik maddelerin miktarlari1 en yliksek oranda bulunan
flavonellerden, Kuarsetin, Mirisetin, Kamferol, Ellajik asit eldesine sahip cay
ekstraktlart iki farkli VCaP ve LNCaP prostat kanser hiicre hattinda apopitosiz
etkileri i¢in hangi ftriinlerin kullanilmasi1 gerektigini belirlemeyi hedefledik.
Kanserde yararl etkileri gosterilmis olan Kuarsetin, Mirisetin, Kamferol, Ellajik asit
molekiilleri ve bu molekiilleri en yiiksek oranda iceren kusburnu caylar1 kullanarak
kanser hucre kiltirtinde apopitoz tizerine etkileri arastirildi. Bunun igin kanser hiicre
kaltarane belirli oranlarda cay ve fenolik molekilin kendisi eklenerek apopitoz
gostergelerinden Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9, TRAIL, APIF, FITC Annexin V

duzeyleri belirlenmistir.
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3. Gereg ve Yontem

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim dali Arastirma
Laboratuvarinda bulunan LC-MS/MS cihazi, spektofotometre cihazlart ile Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda
bulunan Hood hiicre kiltird kabini ve Flow stometry cihazlariyla birlikte diger alt

yapilar1 bu tez projesi i¢in kullanilmigtir.

3.1. Kusburnu ¢ayi eldesi

Kusburnu caylar1 asagidaki prosediirlere gore hazirlanmistir. Kusburnu cayi
hazirlamak i¢in li¢ ¢esit (taze meyve, parcalanmis meyve ve kuru meyve) kusburnu
kullanmilmistir. Taze meyveler Tiirkiye'de Afyon’un Suhut ilgesinin daghk
kesimlerinden ve hazir cay piyasadan temin edilerek asagidaki islemler

gergeklestirilmistir.

10 mL distile su ile her tiirlii kusburnu (1 g), 80°C ve 100°C farkli sicakliklar 1, 3, 5,

7 ve 10 dakika siireyle demlenmistir.

3.1.1. infiizyon yontemi
3.1.1.1.Biitiin kusburnu meyvesi

Kaynamis suda bekletme (1g/10 ml su)

o

s

1dk 3dk 5dk 7 dk 10 dk
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3.1.1.2. Taze kusburnu meyvesi —par¢alanmis

Parcalama (karistiric1), Kaynamis suda bekletme (1g/10 ml su)

Fo

s

1dk 3dk 5dk 7 dk 10 dk

3.1.1.3. Kuru kusburnu meyvesi

Kurutma ( 40°C/lsaat ve 60°C/30 dak ), Parcalama ( blender), Kaynamis suda
bekletme (1g /10 ml su)

o

or

1dk 3dk 5dk 7 dk 10 dk
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3.1.2. Kaynatma yontemi

Kaynatma yonteminde On islemler inflizyon yontemine benzer sekilde

gerceklestirilecek fakat bekletme islemi kaynayan su igerisine eklenmistir

Kaynayan suda bekletme (1 g/ 10 ml su)

ro

o

1dk 3dk 5dk 7 dk 10 dk

3.2. Kusburnu cay1 ekstraktlarinda yapilacak Analizler:
3.2.1. Fenol bilesiklerin miktariin belirlenmesi LC MS / MS Analizleri

Onceden hazirlanmis Ornekler tandem kitle spektrometresinde analiz edildi.
Bilesenlerin nicel analizi, digsal standart metot kullanilarak yapilmistir. Analizler,
otomatik o©rnek enjeksiyonu ve UHPLC iceren Waters Xevo TQD sistemde

gerceklestirilmistir.

Ayirma metodu i¢in, Hypersil BDS C18 (250 x 4.6 mm, 5um) kolonu kullanilmistir.
Kolon sicakligi 25°C ve enjeksiyon hacmi 20 pl olarak belirlenmistir. Standartlarin
molekiiler spektrumuna dayanarak, iki dalga boyu kullanilmigtir. Akis hizi 1 mL/dk
ve UV taramasi 254-280 nm araliginda gergeklestirilmistir. Ayirma yontemini
optimize etmek i¢in kolonu degistirmek, sulu ¢ozeltide kullanilan asidi degistirmek
ve mobil fazdaki asetonitril oranini degistirmek gibi birtakim modifikasyonlar
yapilarak yontem gergeklestirilmistir. Ayirma verimi i¢in en uygun pH degeri 2-3
arasinda olacak sekilde belirlenmistir. Mobil faz, asetonitril ve asetik asit %10
karisimi olacaktir. Eliisyon i¢in asagida tanimlanan lineer bir gradyan kullanilmistir

(Tablo 1).
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Tablo 1. Lineer gradyan1 gosteren eltisyon tablosu.

Zaman CH3;COOH (%10) ACN
0 92 8
30 9 91
35 92 8
37 92 8

3.2.1.1. Kuarsetin, Kamferol, Mirisetin ve Ellajik asit tayini

Caylarin fenolik bilesik igerigi, LC-MS/MS sistemi kullanilarak analiz edildi. Stok
standartlar1, stok olarak 1 mg/mL konsantrasyonda hazirlandi ve 1/1000 oraninda
seyreltme kullanilarak standart karisim hazirlandi. Matris etkisinden dolayr fenolik
bilesiklerin kaybini belirlemek ic¢in tiim numunelere i¢ standart olarak DMAE
Caffeate eklendi. Cay numuneleri metanol ve standart karisim ile 10 ul seyreltildi. 40
° C'de ACQUITY UPLC BEH C18 (100 x 2.1 mm, 1.7 um) kolon ile 0.3 mL/dak
akis hizinda MetOH/Su hareketli faz icin dogrusal bir gradyan yontemi
kullanilmistir. Metot 5 dakika siirdii, %100 su ve 1 dakika yikama ile basladi ve
ardindan MetOH miktarin1 kademeli olarak arttirarak 3 dakika% 100 MetOH ile
devam etti. Incelenen hedef fenolik bilesikler, Kuarsetin, Kamferol, Mirisetin ve
Ellajik asittir. Fenolik bilesiklerin Ozellikleri ve MRM degerleri Tablo 2'de

gosterilmistir.
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Tablo 2. Calisilan fenolik bilesik standartlarinin MRM degerleri.

. fyon " Yavru | Carpisma | Cone
Bilesen Modu Kutle Iyon Enerjisi | Voltaji
ES+ 287 153 33 55
165 33 40
Kamferol (Fluka 96353)
139,05
165,1
ES+ | 303,1 153,2 31 55
Kuarsetin (Sigma Q4951)
229,2 43
Ellajik asit (Sigma 14668) ES+ | 303,1 229 30 65
Mirisetine (Sigma 72576) ES+ 537 321 33 46

3.3. Hiicre kiiltiiriinde gerceklestirilmis analizler;

Bu ¢alismada; Sitotoksisite ve hiicre canliligi analizi (toksik doz belirlenmesi), Hiicre

kilturinde apopitoz tizerine etkinin belirlenmesi seklinde uygulama yapilmstir.

3.3.1. Sitotoksisite ve hiicre canlihig analizi (toksik doz belirlenmesi)

Ellajik asit, Kuarsetin, Kamferol ve Miricetin Fluka Co.Ltd., Almanya ve Sigma Co.
Ltd, ABD'den satin alinmistir. Bu ¢alismada Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan
(ATCC, Manassas, VA, ABD) satin alinan insan androjene bagl prostat kanseri
hiicre hatlar1, VCaP ve LNCaP kullanilmistir. LNCaP hucreleri, % 1 L-glutamin, % 1
penisilin/streptomisin, % 10 1siyla etkisizlestirilmis fetal sigir serumu (FBS) igeren
RPMI 1640 ortaminda (Biyolojik Endiistriler, Kibbutz Beit-Haemek, Israil) kiiltiirize
edilmistir. VCaP hcreleri, %1 L-glutamin, %1 penisilin/streptomisin, % 10 1s1yla
etkisizlestirilmig fetal sigir serumu (FBS) igceren DMEM ortaminda (Biyolojik
Endiistriler, Kibbutz Beit-Haemek, Israil) kiiltiirlenmistir. Hiicreler,% 95 hava ve
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37°C'de % 5 CO; igeren bir atmosfer ile nemlendirilmis bir inkiibatorde muhafaza

edilmistir.

3.3.1.1. Gercek Zamanh Sitotoksisite Testi

Ellajik asit, Kamferol, Mirisetin ve Kuarsetinin VCaP ve LNCaP hicreleri
Uzerindeki sitotoksik etkilerinin belirlenmesi icin XCELLigence Real-Time Cell
Analyzer (RTCA) DP sistemi (ACEA Biosciences) kullanilmistir. Hiicreler, 96
oyuklu e-plaka (6.25 x 103 VCaP hicreleri / oyuk, 2.5 x 104 LNCaP hicreleri /
oyuk) icine ekilmistir. 24 saat sonra, hiicreler 100 uM - 3.125 uM iki kat Kuarsetin,
Kamferol, Mirisetin ve Ellajik asit diliisyonlar1 ile muamele edildi ve her 15
dakikada bir 72 saat boyunca izlendi. IC50 degerlerinin hesaplamalari RTCA
Yazilimi v 1.2.1 kullanilarak elde edildi.

3.3.1.2. Ger¢ek Zamanh Biiyiime Inhibisyon Testi

XCELLigence sistemi, Kusburnu ¢aylarinin VCaP ve LNCaP hiicreleri iizerindeki
blylme inhibisyonu etkilerinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Hiicreler, 96 oyuklu
e-plaka (6.25 x 103 VCaP hiicreleri / oyuk, 2.5 x 104 LNCaP hicreleri / oyuk) igine
ekilmistir. 24 saat sonra, hiicreler% 100, % 50 ve % 25 konsantrasyonda Kusburnu
caylar1 ile muamele edildi ve her 15 dakikada bir 72 saat boyunca izlendi. Kusburnu
caylarinin biliylime inhibisyonu etkileri, RTCA Yazilimi v 1.2.1 kullanilarak
degerlendirildi.

3.3.2. Hicre kultirinde apopitoz tzerine etkinin belirlenmesi

Human prostat kanseri hiicre hatlar1 LNCaP ve VCaP kullanilarak bu ¢alisma
gerceklestirilmistir.  Sitotoksisite ¢alismasinda belirlenen dozda kusburnu ¢ayi
ekstrakt1 ile 24, 48 veya 72 saat suresince inkube edilmeden 6nce ve edildikten sonra
alinan oOrneklerde izleyen parametreler ticari kit kullanilarak ELISA ve Flow
sitometri yontemi ile belirlenmistir. Human apopitosis protease activating factor-1,
Apaf-1, Kaspaz-3, Kaspaz-8, Kaspaz-9 ve Sitokrom-c, TRAIL biyobelirtecleri
ELISA kiti ile ve Annexin V-FITC apopitosis flow sitometri yontemi ile

Olciilmiistiir.
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3.3.2.1. Annexin V-FITC yontemi ile apopitozis analizi

Apopitozun erken déneminde hiicre membran biitlinliigii bozulmaktadir. Bu siiregte
hiicre membraninin sitozolik yiizeyinde bulunan fosfatidilserin fosfolipidi
membranin dig lizeyine transloke olmaktadir. Anneksinler, kalsiyum bagiml
fosfolipid baglama proteinleridir. Membranin dis yiizeyindeki fosfotidilserini
belirlemek amaciyla yesil renkli floresan izotiyosiyanat (FITC) floresan boyasi ile
isaretli tercihen fosfatidiliserine baglanan Anneksin V kullanildi. Ayrica, apopitotik
hiicreleri ayirmak i¢in bir vital boya olan kirmizi renkli propidium iyodiir (PI)
kullanildi. FITC'PI" hiicreler erken apopitotik hiicreleri, FITC'PI™ hiicreler geg

apopitotik hiicreleri, FITCPI” hiicreler ise nekrotik hiicreleri temsil etmektedir.

LNCaP hiicrelerinde kuarsetin, mirisetin, ellagik asit, 7dk kaynama ticari cay, 5dk
kaynama parca meyve ve 3dk demleme ticari cay etkenlerinin 24 saatlik 1Cso dozlart
24 saat icin; 7 dk kaynama meyve etkeninin 48 saatlik ICso dozu 48 saat icin;
kamferol etkeninin 72 saatlik 1Csy dozu 72 saat icin olacak sekilde apopitotik
etkinlikleri degerlendirildi. VCaP hiicrelerinde kuarsetin, mirisetin, 7dk kaynama
ticari cay, 3dk demleme ticari cay ve 5dk kaynama parca meyve etkenlerinin 24
saatlik 1Csp dozlar1 24 saat igin; 7dk kaynama meyve 48 saatlik ICsg dozu 48 saat
icin; kamferol ve ellagik asit etkenlerinin72 saatlik I1Csy dozu 72 saat icin olacak

sekilde apopitotik etkinlikleri degerlendirildi.

Apopitoz analizi, “eBioscience™ Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit”
kullanilarak gerceklestirildi. Kit uygulamasi i¢in oncelikle hiicreler uygun sayida 6
oykulu plaklara ekildi. Hicreler 24 saat sonra (hucreler plak yiizeyine tutunduktan
sonra) her biri igin belirlenen ICsy doz siireleri boyunca etken maddelere maruz
birakildi. Etken maddeye maruz birakilmamis hiicreler 24, 48 ve 72 saat icin olacak
sekilde kontrol olarak kullanildi. Hiicreler tripsinizasyon islemi ile toplanarak kit

protokoliine gecildi.

Kit protokolii asagida belirtildigi sekilde gergeklestirildi:

e Hucreler Iml PBS ile siispanse edildi ve 1200 rpm’de 5 dk santrifuj edilerek
yikandi.
e Hiicreler 200 pL 1X Baglama Tamponu (1X Binding Buffer) ile siispanse edildi.
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e 195 pL hicre suspansiyonuna 5 pL Anneksin V-FITC eklendi ve 10 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi.

e Hiicreler inkiibasyon sonrasinda 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek yikandi ve
190 puL 1X Baglama Tamponu ile siispanse edildi.

e 10 uL PI eklenerek flow sitometride analiz gergeklestirildi.

Analiz, “BD Accuri™ C6 Flow Cytometer” cihazinda “CFlow Plus v1.0.264.15”
yazilimi kullanilarak gerceklestirildi. Hiicre boyutu ile ilgili bilgi veren ileri 1s1n
sacilimi (FSC) ve partikiillerin graniil icerigi hakkinda bilgi veren yan 1s1n sagilimi
(SSC) parametreleri ile olusan grafikte kapilama islemi yapildi. Anneksin V-FITC
icin FL1-A ve Pl igin FL2-A kanallari kullanilarak bu parametrelerle olusan grafikte

kapilama alani igerisine diisen hiicrelerin apopitotik durumlari analiz edildi.

3.3.2.1. ELISA ybntemi

Human prostat kanseri LNCaP ve VCaP hiicre hatlar1 1milyon/ml olacak sekilde 6
oyuklu plaklara ekildikten sonra etken maddeler uygulandi ve 72 saat sonra hiicreler
topland1 20 dk 2000-3000 rpm de santrifuj edildi daha sonra 3 kez dondur-¢6z
uygulamasi yapilarak tekrar 20 dk 2000-3000 rpm de santriflij uygulandi ve Human
Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand (TRAIL) ELISA Kit’i,
Human Apoptotic peptidase activating factor-1 (Apaf-1) ELISA Kit’i, Cytochrome
C,Cyt-C ELISA Kit’i, Human Caspase-3 ELISA Kit’i, Human Caspase-8 ELISA
Kit’i ve Human Caspase-9 ELISA Kit’i uygulanarak etkinin belirlenmesi

saglanmisir.

3.4. istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler GraphPad Prism 7.01 (GraphPad Software, Inc., San Diego,
CA) ile yapildi. P degerleri, ¢coklu karsilagtirmalar i¢in Tukey testi kullanilarak iki
yonlii ANOVA ile hesaplandi.
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4. Bulgular
4.1. LC MS / MS Sonugclari

Kugburnu ¢aylarinda farkli zaman noktalarinda kaynama ve demlenme ile fenolik
molekiillerin miktar1 belirlenmistir. Kaynama ile elde edilen fenolik bilesiklerin
miktari, demlenmeye gore daha yiksektir. Verilerimiz, tum flavonollerin,
kaynatilmig ticari ¢ay (kurutulmus kusburnu) numunelerinde, zamana bakilmaksizin
yiiksek oldugunu gostermistir, ancak demlenmis ticari caydaki en yiiksek seviyeler 3.
dakikada gozlenmistir. 7 dakika kaynamig meyve, 5 dakika kaynamis parcalanmis
meyve, 7 dakika kaynamis ticari ¢ay ve hiicre kiiltliri ¢alismalar1 i¢in 3 dakika
demlenmis ticari ¢ay, en yliksek fenolik bilesiklere sahip oldugu icin bu 4 ¢ay 6rnegi
sectilmistir. Kusburnu ¢ay1 ornekleri, hiicre biiyiimesi inhibisyon testleri igin

kullanilmadan 6nce taze olarak hazirlanmistir.

Sekil 7 ve Tablo 3’de Kusburnu ¢aylarinda farkli zaman noktalarinda kaynama ve

demleme ile fenolik molekiillerin (ng / mL) igerigi, Gosterilmistir.

Kuarsetin kaynamuis ticari ¢ayda bir dakikada maksimum konsantrasyona yani 200
ng/mL’e ulagmistir. kaynatilmig pargalanmis mevye ekstraktinda 5’inci dakikada 100

ng/mL oraninda konsantrasyona ulagmuistir.

Kamferol en fazla pargalanmis meyve ekstraktlarindan elde edilmis ve 5 dakikada
maksimum konsantrasyona (91ng/mL) ulasmistir. Kamferol, kaynatilmig ticari
cayda da maksimum konsantrasyona 7. dakikada ulagmustir.

Mirisetin ise kaynatilmis ticari c¢ay ekstraktlarinda 7. Dakikada 150 ng/mL

konsantrasyona ulagmustir.

Ellajik asit ise, kaynatilmis ticari cayda 200 ng/mL Uzerinde, kaynatilmig meyve ise

200 ng/mL oraninda konsantrasyona ulagmistir.
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Sekil 7. Kusburnu ¢aylarinda fenolik molekiillerin (ng / mL) igerigi, farkli zaman

noktalarinda kaynama ve demleme ile elde edilmistir. A. Kuarsetin igerigi, B.

Kamferol igerigi, C. Mirisetin icerigi ve D. Ellajik asit igerigi.
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Tablo 3. Kusburnu ¢aylarinda fenolik molekiillerin (ng / mL) igerigi, farkli zaman

noktalarinda kaynama ve demleme ile elde edilmistir.

A. Demlenmis Ticari Cay, B. Demlenmis Meyve, C. Parcalanmigs Demlenmis

Meyve, D. Kaynatilmis Ticari Cay, E. Kaynatilmis Meyve, F.Kaynatilmis

Parcalanmis Meyve.

A.

Dem]enmis 1dk 3dk 5dk 7dk 10dk
Ticari Cay (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Kaemferol 4.43 22.46 10.84 6.96 6.06
Mirisetin 2.4 66.72 49.25 24.39 22.57
Ellajik asit 4.26 27.94 38.59 24.56 50.16
Kuarsetin 3.1 20.53 22.77 19.39 25.13
B.

Demlenmis 1dk 3dk 5dk 7dk 10dk
Meyve (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Kaemferol 0.15 0.2 1.28 0.14 1.71
Mirisetin 0.37 0.11 0.13 1.15 0.72
Ellajik asit 0.86 1.84 4.06 1.61 1.92
Kuarsetin 0.41 1.24 3.08 0.65 0.23
C.

Parcalanms 1dk 3dk 5dk 7dk 10dk
Demlenmis (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Meyve

Kaemferol 1.05 0.38 0.52 1.05 0.62
Mirisetin 0.038 0 0.07 0.025 0.093
Ellajik asit 5.54 2.63 2.57 3.7 4.01
Kuarsetin 4.58 2.91 2.4 2.97 3.32
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D.

Kaynatilmis 1dk 3dk 5dk 7dk 10dk
Ticari Cay (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Kaemferol 22.33 41.06 58.13 76.96 0
Mirisetin 49.99 82.25 106.44 149.46 0
Ellajik asit 27.97 83.21 114.38 242.05 0
Kuarsetin 207.51 0 0 0 0

E.

Kaynatilmis 1dk 3dk 5dk 7dk 10dk
Meyve (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Kaemferol 3.87 0.74 2.43 20.39 21.11
Mirisetin 1.44 0.24 0.26 1.14 0.79
Ellajik asit 10.54 4.94 5.05 165.1 79.54
Kuarsetin 8.03 3.08 2.75 48.78 50.68
F.

Kaynatilms 1dk 3dk 5dk 7dk 10dk
Parcalanmis (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Meyve

Kaemferol 6.04 28.12 90.12 0 0
Mirisetin 0.78 2.55 0.89 3.47 1.07
Ellajik asit 35.82 71.02 89.24 0 0
Kuarsetin 51.86 83.58 96.69 0 0
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4.2. Fenolik bilesiklerin VCaP ve LNCaP hiicreleri tzerindeki sitotoksik etkileri

Tablo 4 ve 5’te VCaP ve LNCaP ICsy degerleri verilmistir. Buna gére VCaP hiicre
kalturundeki denemelerde, 72. saatte en diisiik konsantrasyon olarak Kamferol en iyi

IC509 dozunu vermistir.

LNCaP hicre kdlturlerinde ise Kuarsetin 24 saat igerisinde en diisiilk konsantrasyon

uygulandiginda en iyi ICsp dozunu vermistir.

Tablo 4. VCaP hiicre kiiltiiriindeki fenolik bilesikler i¢in ICsq degerleri.

24th h 48th h 72nd h
Kuarsetin 193 uM 343 uM 204 uM
Kamferol 4.17 uM 5.74 uM 2.06 uM
Mirisetin 17 uM 24.5 uM 30.8 uM
Ellajik asit 259 uM 45.4 uM 11.8 uM

Tablo 5. LNCaP hiicre kiiltiiriindeki fenolik bilesikler i¢in ICso degerleri.

24th h 48th h 72nd h
Kuarsetin 14.5 uyM 31.7 uyM 32.2 M
Kamferol 33.3uM 28.3 uM 26.2 uM
Mirisetin 53.8 uM 55.3 uM 545 uM
Ellajik asit 23.9 uM 24.3 uM 24.7 uM
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Kusburnu c¢ay1 oOrneklerinde hiicre kiiltiiriine eklenecek flavonollerin son
konsantrasyonlar1 Tablo 6'te sunulmustur. Kuarsetin, Kamferol, Mirisetin ve Ellajik
asidinin sitotoksik etkileri, RTCA Software tarafindan 24., 48. ve 72. saatlerde
normalize edilmis hiicre indeksinin doz-cevap egrilerine dayanilarak belirlenmistir.
Hesaplanan fenolik bilesiklerin ICsy degerleri Tablo 4 ve 5'te ve doz-cevap egrileri

Sekil 8 ve 9'de gosterilmistir.

Tablo 6. Hiicre hattina (umol / L) eklenen ¢ay drneklerinin flavonol konsantrasyonu.

Kuarsetin | Kamferol | Ellajik asit | Mirisetin
7 dakika kaynamis meyve 9,45 1,38 0,18 0,04
?n 23\|j(i;ka kaynams ve parcalanmis 5,42 268 011 0,03
7 dakika kaynamus ticari cay 51,8 2,35 1,35 1,95
3 dakika demlenmis ticari cay 50,4 2,21 1,2 1,85

Tablo 6’te Hiicre hattina (pmol

/ L) eklenen cay Orneklerinin flavonol

konsantrasyonu goriilmektedir. Buna gore 7 dk kaynamis ticari ¢ay ve 3 dk

demlenmis ticari ¢ay tiim flavonolleri en yiiksek konsantrasyonda hiicreye vermistir.
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Sekil 8. Fenolik bilesiklerin VCaP hcreleri Gzerindeki sitotoksik etkilerinin gercek
zamanlt olarak izlenmesi. A. Kuarsetin'in 1Csq egrileri, B. kamferol'tin IC50 egrileri,
C. Mirisetin 1C50 egrileri, D. Ellajik asitin IC50 egrileri. (1; 24 saat, 2; 48 saat saat

ve 3; 72 saat saat).

Sekil 8’de verilen bilgilere gore, Kuersetin, Kamferol, Mirisetin ve Ellajik asitin
sitotoksik 1Csq degerleri ve etkileri 24 saat, 48 saat ve 72 saat olarak
gbzlemlenmistir. 8A’da gorildigi gibi, Kuersetin doz bagimli olarak sitotoksik etki
gostermistir. 8B’de ise Kamferoliin doza bagimli olarak hiicreleri daha yavas
oldriidigi  gozlemlenmistir. En  etkin - maddenin ise Kuersetin  oldugu
gozlemlenmistir. 8C’de siire uzadikca dozdan bagimsiz bir azalma goriilmektedir.

8D’de ise Ellajik asit etkinligi goriilmemektedir.
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Sekil 9A. Fenolik bilesiklerin LNCaP hicreleri Uzerindeki sitotoksik etkilerinin
gercek zamanl olarak izlenmesi. Kuarsetin'in 1Csq egrileri. (1; 24 saat, 2; 48 saat ve
3; 72 saat).

Sekil 9A’da verilen bilgilere gore, 72 saatlik Kuarsetin ICsy dozu belirgin sekilde, 72
saatlik olglim icin en iyisi oldugu goriilmiistiir. Burada Kuarsetin dozunun slrece

bagli olarak hiicreleri daha yavas 6ldiirdiigii goriilse de etkinligi goriilmektedir.
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Sekil 9B. Fenolik bilesiklerin LNCaP hicreleri zerindeki sitotoksik etkilerinin
gercek zamanli olarak izlenmesi. Kamferol'in ICsq egrileri. (1; 24 saat, 2; 48 saat ve
3; 72 saat).

Sekil 9B’de ise Kamferoliin, daha etkin oldugu ICsy egrilerinde goriilmektedir. Bu
sekilden ¢ikan sonuca gore Kamferol kanser hicreleri Uzerinde daha etkin ve
oldiiriicti bir rol oynadigi belirlenmistir. Bdoylelikle ICsq doz degerleri olarak

Kamferol en iyi etken madde olarak belirlenmistir.
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Sekil 9C. Fenolik bilesiklerin LNCaP hicreleri Uzerindeki sitotoksik etkilerinin
gercek zamanl olarak izlenmesi. Mirisetin ICsy egrileri. (1; 24 saat, 2; 48 saat ve 3;

72 saat).

Sekil 9C’de ise mirisetin etken maddesinin ICsy doz degerlerine bakildiginda ise
hiicrelerin doz bagimli siirecte, sabit bir fazda seyrettigi goriilmektedir. Sabit faz
sonrasinda ise hiicrelerin doza bagimli mi, yoksa bir siire sonra kendiliginden
apopitoza ugrayip 6ldiigii sorusu ise belirsizdir. Bu nedenle mirisetinin etkinliginin

bu hiicre hatlarinda olmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 9D. Fenolik bilesiklerin LNCaP hicreleri Uzerindeki sitotoksik etkilerinin
gercek zamanli olarak izlenmesi. Ellajik asitin 1Csq egrileri. (1; 24 saat, 2; 48 saat ve
3; 72 saat ).

Sekil 9D’de ise ellajik asitin, Sekil 9C’de verilen egrilerdekine benzerlikte bir
etkinliginin olmadig goriilmektedir. Burada da bir durgunluk fazi s6z konusudur. Bu
sekilde bakildiginda hedef kanser hiicrelerinde doz bagimli bir azalma s6z konusu
degildir.

Bu c¢alismalar sonucunda, Kuarsetin ve Kamferolin etkinligi gozle goriiliir bir
sekilde belirlenmistir. Bu iki etken madde arasinda ise Kamferolin etkinliginin daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla kanser tedavisinde etken madde olarak

kullanilabilme potansiyeli yiiksektir.
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4.3. Kusburnu caylarinin biiyiime inhibisyon etkileri

Kusburnu caylarinin biiytime inhibisyon etkileri, RTCA yazilim1 kullanilarak zamana
ve doza bagh sekilde hiicre indeks degisikliklerine gore degerlendirilmistir. Daha
diisiik egim (1/h) grafikleri, Kusburnu ¢aylarinin biiyiime inhibisyonu etkileri Sekil
10 ve 11'de gosterilmistir. Sekil 10’da kusburnu ¢ayi, hiicre indeksini ve VCaP
hiicrelerinin ¢ogalmasint baskiladigr goriilmistiir. Egim (1/h), kusburnu c¢ay1
muamelesinden sonra (24 saat) hiicreler icin hiicre endeksinin degisim oranini, 0-24
saat, 24-48 saat, 48-72 saat ve 72-96 saat arasinda hesaplanmistir. Sonuglar ¢
bagimsiz deneyi temsil etmektedir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, bu etkilerin
ekstraksiyon isleminin devam etmesi ve parcalamanin flavonollarin daha fazla agiga
cikmasindan sonra uygulanabilir oldugunu gostermistir. Sekil 11°de gosterilen
kusburnu ¢aymin hiicre indeksi ile LNCaP hiicrelerinin gogalmasini baskiladigi
gosterilmigtir. Egim (1/ h), kusburnu ¢ayr muamelesinden sonra (24 saat) hiicreler
icin hiicre endeksinin degisim oranini, 0-24 saat, 24-48 saat, 48-72 saat ve 72-96 saat

arasinda hesaplanmustir. Sonuglar t¢ bagimsiz deneyi temsil etmektedir.
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Sekil 10. Egim (1 / h), kusburnu ¢ayr muamelesinden sonra (24 saat) VVCaP hiicreler

i¢in hiicre endeksinin degisim oranini, 0-24 saat, 24-48 saat, 48-72 saat ve 72-96 saat

arasinda hesaplanmasini géstermistir (*p<0,01, **p<0,001 ve ***p<0,0001).
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Sekil 11. Egim (1/ h), kusburnu ¢ay1 muamelesinden sonra (24 saat) LnCap hicreler

icin hiicre endeksinin degisim oranini, 0-24 saat, 24-48 saat, 48-72 saat ve 72-96 saat

arasinda hesaplanmasini gostermistir (*p<0,01, **p<0,001 ve ***p<0,0001).
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4.4. Apopitozun belirlenmesi i¢in kullamlan AnnexinV-FITC Analiz Sonuglari
4.4.1. LNCaP AnnexinV-FITC Analiz Sonuclar:

Tabloda verilen degerler flow goriinttilerindeki hicre yuzdeleridir. Apopitozda kat
degisimi degerlendirilirken erken ve ge¢ Apopitotik hiicre ylizdeleri toplanmistir ve
toplam Apopitotik hiicre yiizdesi seklinde kullanilarak Apopitotik kat degisimleri

hesaplanmustir.

Tablo 7. 24 saatlik uygulama sonrasi flow sitometri analiz sonuglari

LL LR UR UL
Canlt hiicre Erken Apopitotik | Gec¢ Apopitotik | Nekrotik hicre

yuzdesi hiicre yiizdesi hicre yizdesi yuzdesi
Kontrol % 88,76 %6,34 %4,00 %0,90
Kuarsetin % 72,50 %14,35 %8,42 %4,73
Mirisetin % 80,42 %9,43 %3,76 %6,39
Ellajik asit % 70,98 %15,94 %5,97 %7,11
7dk kaynama meyve % 84,13 %8,53 %3,09 %4,26
5dk kaynama parca meyve % 22,98 %40,84 %32,88 %3,31
3dk demleme ticari cay % 78,50 %12,82 %4,27 %4,41

Tablo 7°da verilen sonuglara gore, AnnexinV Olcllerek apopitotik hicrelerin
yiizdeleri belirlenmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, mirisetinin ¢ok diisiik
apopitotik etki gostermistir. Kuarsetin ve Ellajik asit ise 6zellikle erken apopitotik
hiicrelerin sayisin1 artirarak kontrol grubuna gore sirasiyla yaklasik 2,2 ve 2 kat
olmak (zere apopitozu uyarmiglardir. Nekrotik hiicre sayisi da etken maddenin
hedeflenen sistemde etkin oldugunu gostermektedir. Mirisetin uygulamasinda ise

apopitoz degil nekrozun tetiklendigi goriilmektedir. Kusburnu ekstraktlarinin da
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hiicre kiiltiirlerindeki sonuglarina bakildiginda, kusburnu meyvesinin pargcalanmasi
ile elde edilen ekstraktlarda, flavonollerin daha fazla agiga c¢ikmasindan sonra,
apopitotik hiicrelerin artig1 gériilmiistiir. Burada meyvelerin par¢alanmasindan sonra

daha fazla flavonole maruz kalmasindan &tiirii daha fazla hiicrenin apopitotik slirece

girdigi goriilmiistiir.

a BO4 Kontrol b AlS Kuarsetin
3 Gate: (P3in all) 3 Gate: (P3in all)
F03-LIL 213-LIF F03-1U0 213-LF
0, 9% 4 0% 4. 7% a,4%

C AN Mirisetin d AOT Ellagik asit
3 Gate: (P3in all) = Gate: (P3inalh
F3-LIL 23-LIR
F, 4% 3,8%
Q3-LR
ofi st 1
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(S ANA Fdk kaynama meye f ANS Adk kaynama parca meyve

9 Gate: (F3in allh = Gate: (P3in alh
# ofi3-LIL C3-LUR
4,3% 31%

23-LR
off wr -1
g A10 3dk demleme ticar cay
%, Gate: (F3in all
F403-UL 23-UR
4, 4% 43%

Sekil 12. 24 saatlik uygulama sonrasi flow sitometri analiz goriintiileri

Sekil 12°de goriilen, flavonollerin ve kusburnu uygulanmis hiicre hatlarinin
Apopitotik davranislart flow sitometrisi ile izlenmistir. Kusburnu bitkisinin
parcalanmasi ile elde edilen ekstraktin 5dk kaynatma isleminden sonra, daha fazla
flavonol agiga ¢ikmasi ile hiicreleri Apopitotik yola gotirdigi sekil f'de
gorilmektedir. Burada Q3-LR kisminda goriildiigii gibi, erken Apopitotik doneme
giren hiicrelerin yogun oldugunu (% 40,8), ayn1 zamanda, Q3-UR kisminda da %
32,9°1ik bir kismin da ge¢ Apopitotik doneme yani hiicre biitiinliigiiniin bozuldugu

bir doneme girildigini gérebilmekteyiz.
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Tablo 8. 48 saatlik uygulama sonrasi flow sitometri analiz sonuglari

LL LR UR UL
Geg
Canli hiicre | Erken Apopitotik| Apopitotik Nekrotik
yuzdesi hicre ylzdesi hiicre hicre ylzdesi
yiizdesi
Kontrol %87,58 %2,37 %3,25 %6,81
7 dk kaynama meyve %87,81 %0,91 %1,66 %9,62
B4 Kontral ADA T di kaynama meywe
= Gate; (P inall o Gate: (P7 in all)
s Joa-UL Q3-UR s Jo3-UL Q3-UR
5% 3,2% 0, 6% %

Sekil 13. 48 saatlik uygulama sonrasi flow sitometri analiz goriintiileri

Tablo 8 AnnexinV-FITC ve Sekil 13’te gorulen verilere gore, kusburnu
bitkisinin 7dk kaynatilmis meyvenin (parcalanmadan kaynatilmis meyve) 48 saatlik
uygulamasindan sonra Apopitotik siire¢ lizerinde uyarici bir etkisinin olmadigi ve
ekstraksiyon igleminin basarisiz oldugu, bu nedenle de islemin uygulanabilirliginin

olmadig1 goriilmiistiir.
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Tablo 9. 72 saatlik uygulama sonrasi flow sitometri analiz sonuglari

LL LR UR UL
Geg
Canli Hiicre Erk_en . Apopitotik | Nekrotik Hiicre
. : Apopitotik ; " .
Ylzdesi f . . Hiicre Yizdesi
Hicre Yizdesi . .
Yizdesi
Kontrol 291,38 %7,56 %0,70 %0,35
Kamferol %93,47 %5,94 %0,40 %0,19
Ald Kaontrol AlS kamferol
o Gate: (P2 inall ) Gate: (P2 inalh
3 Jo1-1L 1-UR % Jot-L o1-UR
0.3% 0.7% 0,2% 0,4%
% %
(1-LR Q1-LR
I TR Bl

Sekil 14. 72 saatlik uygulama sonrasi flow sitometri analiz goriintiileri

Tablo 9 ve Sekil 14’te elde edilen verilere gore, Kamferoliin 72 saatlik uygulama

sonrasinda kontrol grubuna kiyasla apototik degisim goriilmemistir.
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Tablo 10 ve sekil 15°da ise, LNCaP hiicre hattindaki apopitotik kat degisimi 5 dakika
parcalanmis kaynatilmis kusburnu meyvesinin apopitotik aktiviteyi 7,13 kat artirdig

gozlenmistir.

Tablo 10. LNCaP hiicre hattindaki Apopitotik Kat Degisimi.

Apopitotik Kat Degisimi p degerleri

Kontrol 1

Kuarsetin 2,202128 0,0003
Kamferol 0,767554 0,0011
Mirisetin 1,275629 0,0021
Ellajik asit 2,118956 0,0004
7dk kaynama meyve 0,457295 <0,0001
7dk kaynama ticari cay 1,123791 0,0081
5dk parca kaynama meyve 7,129594 0,0001
3dk demleme ticari gay 1,652805 0,0006
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Sekil 15. LNCaP hiicrelerinde fenolik bilesiklerin ve kusburnu ¢ay uygulamalarinin
kontrol grubuna gore Apopitotik kat degisimleri (**p<0,01, ***p<0,001 ve
****p<0,0001.).

Sekil 15°da elde edilen veriler 1s1831nda, LNCaP hiicrelerinde fenolik bilesiklerin ve
kusburnu ¢ay uygulamalarinin  kontrol grubuna gore Apopitotik  kat
degisiminlerindeki istatistiksel anlamlilik GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA) yazilimi ile test edildi. “p” degerleri “Dunnett's

multiple comparisons” testi uygulanarak tek yonli varyans analizi (one-way

ANOVA) ile hesaplandu.
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4.4.2. VCaP AnnexinV-FITC Analiz Sonuglar:

Tablo 11’da verilen degerler flow gortintilerindeki hicre yizdeleridir. Apopitozda

kat degisimi degerlendirilirken erken ve gec apopitotik hiicre yiizdeleri toplandi ve

toplam apopitotik hiicre yiizdesi seklinde kullanilarak apopitotik kat degisimleri

hesaplandi.

Tablo 11. 24 saatlik uygulama sonras1 flow sitometri analiz sonuglari

LL LR UR UL
Canli Hijc_re Aplf)rrt(ii(r)]ti k Ap(i)eigoti k Nlili(;;ortei K
Yuzdesi I—!Ucre _ HUcre . Yiizdesi
Yuzdesi Yuzdesi

Kontrol %79,63 %10,78 %6,60 %2,99
Kuarsetin %71,63 %21,04 %6,00 %1,33
Mirisetin %84,10 %10,33 %3,87 %1,70
7dk kaynama ticari gay %81,18 913,40 %4,24 %1,17
3dk demleme ticari cay %68,77 %20,87 %7,58 %2,79
5dk kaynama parca meyve %80,40 %12,14 %4,86 %2,61

Tablo 11 ve Sekil 16’da goriinen 24 saatlik uygulama sonrasinda, flow sitometri

analizlerine gore 3 dk demlenmis ticari ¢ay en fazla apopitotik aktiviteye sebep olan

flavonol kaynagi olarak belirlenmistir. Kuarsetin kontrol grubuna gore yaklasik 1.5

kat olmak tizere apopitozu uyarmistir.
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A4 Kontral
o Gate: (P11 inallh

AlS Kuarsetin

o Gate: (P1 in all)
% J02-1JL Q2-UR f402-LIL Q2-LIR
3, 0% B, 6% 1,3% B,0%
' %
%
Q2-LF Q2-LF
1l 1l -2 il gt
ADG Mirisetin ADT Fdk kaynama ticar cay
o Gate: (P1in all) 3 Gate: (P1 in all)
2L c2-1UR Fgz-UL 22-UR
i | 3,9% 1:2% 4. 2%
%
“
Q2-LR C2-LR
of Wl 2 of U2
AlS 3dk demleme ticari ¢ay AD9 Sdk kaynama parga meyve
o Gate: (P1in all) = Gate: (P1inalh
s Joz-UL Q2-UR s Jo2-0L 02-UR
2,8% 7. 6% 2,6% 4 9%
% %
Q2-LR
1l ol 2

Sekil 16. 24 saatlik uygulama sonrasi flow sitometri analiz goriintiileri

53



Tablo 12. 48 saatlik uygulama sonras1 flow sitometri analiz sonuglari

LL LR UR UL
. Erken Geg N
CaI[l]l;éleus(i:re Apopitotik Apopitotik Nekrgtzlgez;mre
y hiicre yiizdesi | hiicre yiizdesi y
Kontrol %84,34 %5,70 %4,86 %5,10
7dk Kaynama Meyve %72,68 %13,08 %12,72 %1,51
A4 Kontral A0S Tdk kaynama meyve
% Gate: (P1 inall) % Gate: (P1 in alh
13- Q3-UR 23-1IL Q3-LIR
2 e 4.9% 1,5% b

23-LR

o 3.5

FLA-A FLA-A

Sekil 17. 48 saatlik uygulama sonrasi flow sitometri analiz goriintiileri

Onceki verilerden de elde edildigi gibi, Tablo 12 ve Sekil 17°de flow sitometrisi
diyagraminda elde edilen veriye gore, 48 saatlik doz uygulamasi sonrasinda, 7 dakika

kaynatilan kusburnu meyve , %25,8 oraninda apopitotik aktivite gostermeye neden

olmustur.
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Tablo 13. 72 saatlik uygulama sonras1 flow sitometri analiz sonuglari

LL LR UR UL
Canl hicre yiizdesi Erlfen ap9p|tot_|k Gg\g apo.pltotll_< Nekr9t|k h_ucre
hiicre yuzdesi hiicre yuzdesi yuzdesi
Kontrol %91,67 %5,79 %0,90 %1,64
Kamferol %94,51 %4,39 %0,64 %0,46
Ellajik asit %93,43 %5,06 %1,18 %0,34
A4 Kontrol ADS Kamferaol
= EIGEItEZ (P2 in all — Gate: (F2inall
s g03-UL Q3-UR EE RN Q3-UR
J1,6% 0,9% 0,5% 0, 6%
R % 3
% % A .
2 < 3
-\;%g ]
Q%; Q%;
= Q3-LR % Q3-LR
= +
BAT e S

ADG Ellanik asit
— iGate: (P2 inall

EEFENIE 03-UR
0,3% 1 7%
%=
i
s
Q%Q
% 203 Q3-LR
-+ iy
%QSJ it 28 off w1

Sekil 18. 72 saatlik uygulama sonrasi flow sitometri analiz goriintiileri

Tablo 13 ve Sekil 18°de gorulen 72 saatlik Kamferol ve Ellajik asit uygulamasinda

ise apopitotik olarak kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 6nemli oranda bir
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degisiklik gozlenmemistir. Erken apopitotik hiicre yiizdesi kontrol grubunda %5,79,
Kamferol uygulandiginda %4,39 ve ellajik asit uygulandiginda ise %5,06 olarak

belirlenmistir. Bu iki uygulamada apopitotik siirecin uyarilmadigi gézlenmistir.

Tablo 14 ve sekil 19°da ise, VCaP hiicre hattindaki apopitotik kat degisimi 7 dakika
olarak kaynatilmig kusburnu meyvesinin apopitotik aktiviteyi 2,44 kat artirdigi
gozlenmistir. Bununla birlikte Kuarsetin ve 3 dakika olarak demlenmis ticari ¢ayinda

6enmli apopitotik aktivite artisina neden oldugu belirlenmistir.

Tablo 14. VCaP hiicre hattindaki Apopitotik Kat Degisimi

Apopitotik Kat Degisimi p degerleri

Kontrol 1

Kuarsetin 1,555811 0,0008
Kamferol 0,751868 0,0009
Mirisetin 0,817031 0,0020
Ellajik asit 0,932735 0,0187
7dk kaynama meyve 2,443182 0,0003
7dk kaynama ticari cay 1,01496 0,3365
5dk kaynama parca meyve 0,978136 0,1715
3dk demleme ticari cay 1,636939 0,0007
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Sekil 19. VCaP hiicrelerinde fenolik bilesiklerin ve kusburnu ¢ay uygulamalarinin
kontrol grubuna gore Apopitotik kat degisimleri (*p<0,1, **p<0,01 ve ***p<0,001).

Sekil 19°da elde edilen veriler 1518inda, VCaP hiicrelerinde fenolik bilesiklerin ve
kusburnu ¢ay uygulamalarinin  kontrol grubuna gore apopitotik  kat
degisiminlerindeki istatistiksel anlamlilik GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA) yazilimi ile test edildi. “p” degerleri “Dunnett's
multiple comparisons” testi uygulanarak tek yonli varyans analizi (one-way

ANOVA) ile hesaplandu.

Bu sonuglar ele alindiginda, 7dk siireyle kaynatilmis parcalanmis kusburnu
meyveleri, kontrole gore 2,4 kat apopitozu indikleyerek VCaP hiicrelerinde apopitoz

icin en etkin uygulama oldugu bulunmustur.
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4.5. Apopitozun belirlenmesi i¢in kullamlan ELISA kit sonuclari

Sekil 20 olarak gruplandirilan verilere bakildiginda, kaspaz-8, kaspaz-3, sitokrom-C,
TRAIL ve Apaf-1’in 6l¢ctlmesi ile apopitotik aktivite degerlendirilmis ve bu sekilde
flavonoidler ve kusburnu gayr uygulanarak hedef biyobelirteglerin artisina bagh
olarak apopitotik faaliyetlerin gerceklestigi gosterilmistir. TRAIL, Apaf-1, Sitokrom-
C, Kaspaz-3, Kaspaz-8 ve Kaspaz-9 sonuglar Sekil 20, A, B,C,D,E, F, G, H, |, JK
ve L de gosterilmistir (*p<0,1, **p<0,01 ve ***p<0,001).

LnCaP TRAIL
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Sekil 20 A. Apopitotik LNCaP degisiminin TRAIL ile gosterimi

TRAIL ELISA KIT sonuglart TRAIL standart grafigine gore hesaplanmis olup tek
basina uygulanan Kamferol, Mirisetin, Ellajik asit, Kuarsetin, 7dk kaynama meyve, 7
dk kaynama ticari meyve, 5 dk parcalanmis meyve ve 3 dk demleme ticari meyve
sirastyla 125,019; 104,982; 105,488; 101,975; 93,476; 151,166; 121,040; 172,963
ng/mgprt olarak hesaplanmistir. Grafiktede goriilmektedir ki en yiiksek deger
172,963 ng/mgprt etken madde 3 dakika demlenmis ticari meyve oldugu

gorilmektedir. Etken madde eklenmeyen kontroliimiiziin degeri 144,293 ng/mgprt
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olarak hesaplanmigtir. Kontrole gore 3 dakika demlenmis ticari meyve ve 7 dakika

kaynamuis ticari meyve ekstraktlart anlamli yliksek bulunmustur.

VCaP TRAIL

=

£ 140,00
(=%

=]

£ 120,00
o0

£ 100,00
=

‘Z. 80,00
B0

= 60,00
=

E 40,00
£ 20,00
=

< 0,00

> > & B & & & & &
& & & s & & & &S S
© & & S & & & & &
W W NG & 2 RS ) RS
'bé\ "0(; (\6\ ;0(./
N > X e
NG N & &
& N & &
A > N )
¢ S X
& © N
A )

Sekil 20 B. Apopitotik VCaP degisiminin TRAIL ile gosterimi

Tek basina uygulanan Kamferol, Mirisetin, Ellajik asit, Kuarsetin, 7dk kaynama
meyve, 7 dk kaynama ticari meyve, 5 dk pargalanmis meyve ve 3 dk demleme ticari
meyve sirastyla 89,391; 95,224; 77,255; 85,551; 112,332; 94,751; 119,538; 105,112
ng/mgprt olarak hesaplanmistir. Grafik’te de gorilmektedir ki en yiiksek deger
119,538 ng/mgprt 5 dakika kaynamis pargalanmis meyve oldugu goriilmektedir.
Etken madde eklenmeyen kontrolimiiziin degeri 87,512 ng/mgprt olarak
hesaplanmistir. Kontrole gore 5 dakika kaynamis par¢alanmis meyve ve 7 dakika
kaynamis meyve ve 3 dk demleme ticari meyve eckstraktlar1 anlamli yuksek

bulunmustur.
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Sekil 20 C. Apopitotik LNCaP degisiminin Apaf-1 ile gdsterimi

Apaf-1 ELISA KIT sonuglar1 Apaf-1 standart grafigine gore hesaplanmis olup tek
basina uygulanan Kamferol, Mirisetin, Ellajik asit, Kuarsetin, 7dk kaynama meyve, 7
dk kaynama ticari meyve, 5 dk pargalanmis meyve ve 3 dk demleme ticari meyve
sirasiyla 9,572; 8,295; 6,926; 11,269; 10,051; 12,424; 7,103; 8,613 ng/mgprt olarak
hesaplanmistir. Grafik’te de goriilmektedir ki en yiiksek deger 12,424 ng/mgprt etken
madde 7 dakika kaynamis ticari meyve oldugu goriilmektedir. Etken madde
eklenmeyen kontroliimiiziin degeri 8,005 ng/mgprt olarak hesaplanmistir. Kontrole
gbre 7 dakika kaynamis ticari meyve ekstraktlar1 ve kuarsetin anlamli yiksek

bulunmustur.
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Sekil 20 D. Apopitotik VCaP degisiminin Apaf-1 ile gosterimi

Tek basina uygulanan Kamferol, Mirisetin, Ellajik asit, Kuarsetin, 7dk kaynama
meyve, 7 dk kaynama ticari meyve, 5 dk pargalanmis meyve ve 3 dk demleme ticari
meyve sirastyla 5,860; 3,377; 5,554; 6,432; 10,430; 4,737; 5,540; 5,957 ng/mgprt
olarak hesaplanmistir. Grafik’te de goriilmektedir ki en yiliksek deger 10,430
ng/mgprt 7 dakika kaynamis meyve ekstraktlari oldugu goriilmektedir. Etken madde
eklenmeyen kontrolimiiziin degeri 6,249 ng/mgprt olarak hesaplanmistir. Kontrole

gore 7 dakika kaynamig meyve ekstraktlari anlamli yiksek bulunmustur.
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Sekil 20 E. Apopitotik LNCaP degisiminin Sitokrom-C ile gosterimi

Sitokrom-C ELISA KIT sonuglar1 Sitokrom-C standart grafigine goére hesaplanmis
olup tek basina uygulanan Kamferol, Mirisetin, Ellajik asit, Kuarsetin, 7dk kaynama
meyve, 7 dk kaynama ticari meyve, 5 dk pargalanmis meyve ve 3 dk demleme ticari
meyve sirasiyla 3,449; 4,106; 4,621; 4,283; 3,107; 3,197; 3,319; 3,519 ng/mgprt
olarak hesaplanmistir. Grafik’te de goriilmektedir ki en yiiksek deger 4,621 ng/mgprt
ellajik asit etken maddesi oldugu goriilmektedir. Etken madde eklenmeyen
kontroliimiiziin degeri 3,273 ng/mgprt olarak hesaplanmistir. Kontrole gore ellajik

asit ve kuarsetin anlaml1 yiksek bulunmustur.

62



VCaP Sitokrom c

2 5,00
2
£ 4,50
£ 4,00 . "
23,50
~ *
g 3,00
Z 250 *
ox
2 2,00
2 1,50
-
£ 1,00
20,50
Z 0,00
AN AN Q X -Q < < ‘2 2
({\.‘o s\Q}o ,,_)?’}'\ .\E’z’c} (,)é’o Q/\\ QT\\\ Q/\\\\ QT\A
© & N N & <& & & &
NG N & N, é\’b L & RS
(\rb ;0(; (\6\ ;0(.;
) 2 NG e
N N ¢ &
8{_ (\’b /2} &
& © &
A )

Sekil 20 F. Apopitotik VCaP degisiminin Sitokrom-C ile gésterimi

Tek basina uygulanan Kamferol, Mirisetin, Ellajik asit, Kuarsetin, 7dk kaynama
meyve, 7 dk kaynama ticari meyve, 5 dk pargalanmis meyve ve 3 dk demleme ticari
meyve sirasiyla 2,809; 3,508; 2,755; 2,355; 3,736; 2,910; 3,046; 4,208 ng/mgprt
olarak hesaplanmistir. Grafik’te de goriilmektedir ki en yiiksek deger 4,208 ng/mgprt
3 dakika demlenmis ticari meyve oldugu goriilmektedir. Etken madde eklenmeyen
kontroliimiiziin degeri 3,019 ng/mgprt olarak hesaplanmistir. Kontrole gore 3 dakika
demlenmis ticari meyve ve 7 dakika kaynamis meyve ekstraktlar1 anlamli ylksek

bulunmustur.
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Sekil 20 G. Apopitotik LNCaP degisiminin Kaspaz-3 ile gésterimi

Kaspaz-3 KIT sonuglar1 Kaspaz-3 standart grafigine gore hesaplanmis olup tek
basina uygulanan Kamferol, Mirisetin, Ellajik asit, Kuarsetin, 7dk kaynama meyve, 7
dk kaynama ticari meyve, 5 dk parcalanmig meyve ve 3 dk demleme ticari meyve
sirastyla 0,328; 0,334; 0,355; 0,374; 0,258; 0,332; 0,337; 0,400 ng/mgprt olarak
hesaplanmistir. Etken madde eklenmeyen kontroliimiiziin degeri 0,414 ng/mgprt

olarak hesaplanmistir. Kontrole gére anlamli sonu¢ bulunamamustir.
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Sekil 20 H. Apopitotik VCaP degisiminin Kaspaz-3 ile gosterimi

Kaspaz-3 ELISA KIT sonuglar1 Kaspaz-3 standart grafigine gore hesaplanmis olup
tek basina uygulanan Kamferol, Mirisetin, Ellajik asit, Kuarsetin, 7dk kaynama
meyve, 7 dk kaynama ticari meyve, 5 dk pargalanmis meyve ve 3 dk demleme ticari
meyve sirasiyla 0,233; 0,271; 0,300; 0,223; 0,290; 0,231; 0,333; 0,280 ng/mgprt
olarak hesaplanmistir. Grafik’te de goriilmektedir ki en yiiksek deger 0,333 ng/mgprt
etken madde 5 dk kaynamis par¢alanmis meyve oldugu goriilmektedir. Etken madde
eklenmeyen kontroliimiiziin degeri 0,233 ng/mgprt olarak hesaplanmistir. Kontrole
gore 5 dakika kaynamis parcalanmis meyve, Ellajik asit ve 7 dk kaynama meyve

ekstraktlart anlamli olarak yuksek bulunmustur.
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Sekil 20 1. Apopitotik LNCaP degisiminin Kaspaz-8 ile gosterimi

Kaspaz-8 ELISA KIT sonuglar1 Kaspaz-8 standart grafigine gore hesaplanmis olup
tek basina uygulanan Kamferol, Mirisetin, Ellajik asit, Kuarsetin, 7dk kaynama
meyve, 7 dk kaynama ticari meyve, 5 dk pargalanmis meyve ve 3 dk demleme ticari
meyve sirasiyla 0,209; 0,212; 0,213; 0,278; 0,187; 0,252; 0,173; 0,260 ng/mgprt
olarak hesaplanmistir. Grafik’te de gorilmektedir ki en yiiksek deger 0,278 ng/mgprt
etken madde Kuarsetin oldugu goriilmektedir. Etken madde eklenmeyen
kontrolim(zin degeri 0,230 ng/mgprt olarak hesaplanmistir. Kontrole gore
Kuarsetin, 3 dk demleme ticari meyve ve 7 dk kaynama ticari meyve ekstraktlar
anlamli olarak yiksek bulunmustur.
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Sekil 20 J. Apopitotik VCaP degisiminin Kaspaz-8 ile gosterimi

Kaspaz-8 ELISA KIT sonuglar1 Kaspaz-8 standart grafigine gore hesaplanmis olup
tek basina uygulanan Kamferol, Mirisetin, Ellajik asit, Kuarsetin, 7dk kaynama
meyve, 7 dk kaynama ticari meyve, 5 dk pargalanmis meyve ve 3 dk demleme ticari
meyve sirasiyla 0,164; 0,144; 0,144, 0,135; 0,169; 0,140; 0,185; 0,140 ng/mgprt
olarak hesaplanmistir. Grafik’te de goriilmektedir ki en yiiksek deger 0,185 ng/mgprt
etken madde 5 dk kaynamis par¢alanmis meyve oldugu goriilmektedir. Etken madde
eklenmeyen kontroliimiiziin degeri 0,147 ng/mgprt olarak hesaplanmistir. Kontrole
gore Kamferol, 7 dk kaynama meyve ve 5 dk kaynamis parcalanmis meyve

ekstraktlar1 anlamli olarak yuksek bulunmustur.
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Sekil 20 K. Apopitotik LNCaP degisiminin Kaspaz-9 ile gdsterimi

Kaspaz-9 ELISA KIT sonuglar1 Kaspaz-9 standart grafigine gore hesaplanmis olup
tek basina uygulanan Kamferol, Mirisetin, Ellajik asit, Kuarsetin, 7dk kaynama
meyve, 7 dk kaynama ticari meyve, 5 dk pargalanmis meyve ve 3 dk demleme ticari
meyve sirasiyla 0,109; 0,124; 0,161; 0,167; 0,128; 0,136; 0,154; 0,145 ng/mgprt
olarak hesaplanmistir. Grafik’te de goriilmektedir ki en yiiksek deger 0,167 ng/mgprt
etken madde Kuarsetin oldugu goriilmektedir. Etken madde eklenmeyen
kontrolimiiziin degeri 0,142 ng/mgprt olarak hesaplanmistir. Kontrole gore

Kuarsetin ve ellajik anlamli olarak yuksek bulunmustur.
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Sekil 20 L. Apopitotik VCaP degisiminin Kaspaz-9 ile gosterimi

Kaspaz-9 ELISA KIT sonuclar1 Kaspaz-9 standart grafigine gore hesaplanmis olup
tek basma uygulanan Kamferol, Mirisetin, Ellajik asit, Kuarsetin, 7dk kaynama
meyve, 7 dk kaynama ticari meyve, 5 dk par¢alanmis meyve ve 3 dk demleme ticari
meyve sirastyla 0,107; 0,104 ;0,106 ; 0,074 ; 0,103 ; 0,097 ; 0,134 ; 0,091 ng/mgprt
olarak hesaplanmistir. Grafik’te de goriilmektedir ki en yiiksek deger 0,134 ng/mgprt
5 dakika kaynamis pargalanmis meyve oldugu goriilmektedir. Etken madde
eklenmeyen kontrolimiiziin degeri 0,100 ng/mgprt olarak hesaplanmigtir. Kontrole
gore 5 dakika kaynamis pargalanmis meyve ekstraktlart anlamli olarak ylksek

bulunmustur.

69



5. Tartisma

Prostat kanseri erkekler arasinda en sik goriilen kanserdir, altt erkekten birine
yagsamlar1 boyunca prostat kanseri teshisi konacagi tahmin edilmektedir. Bu nedenle,
caligmalar prostat kanserinin tedavisi ve Onlenmesine odaklanmaktadir. Prostat
kanserinin biylmesi, yayilmasi ve metastazinin flavonoller (Kuarsetin, Kamferol,
Mirisetin ve Ellajik asid) tarafindan inhibe edildigi, 6zellikle fisetin ve androjene
bagimli prostat kanserini tedavi etmek i¢in potansiyel kullanimin halen arastirildig
gosterilmistir. Bu calismada kusburnu c¢aymin yukarida belirtilen flavonolleri
(Kuarsetin, Kamferol, Mirisetin ve Ellajik asid) iceren anti-proliferatif etkilerini

prostat kanseri hticre dizisi Gzerindeki olasi etkisini arastirdik.

Dogal antioksidanlar arasinda, flavonoidler giinliik gidalarimizda en fazla miktarda
bulunur. Flavonoidlerin ortak yapisi, {i¢ halkada (fenilkromanon yapisi, C6-C3-C6)
diizenlenmis 15 karbon atomundan olusan flavan ¢ekirdegidir. A ve B halkalar

benzen halkalaridir ve C halkasi heterosiklik bir piran ya da pirondur.

Flavonoller Kamferol, Mirisetin ve Kuarsetin flavonoid alt sinifinin iyeleridir ve
sogan ve g¢ay gibi birgok gidada bulunurlar. Her ne kadar yenilebilir bitkilerde bu
blylk flavonollerin baskin bilesenlerini Kuarsetin, Mirisetin ve Kamferol takip etse
de, Ucunin de ayrica antioksidan kapasitesi vardir. Bununla birlikte, kamferol,
kuarsetin ve mirisetin kendi iginde karsilastirildiginda nispeten bu etkiler

farkedilmistir.

Bir bitki {iritiniiniin kimyasal bilesimi, ekstraksiyon i¢in ¢esitli ¢oziiciiler kullanilarak
nitel kimyasal analizlerle belirlenir. Ekstraksiyon i¢in kullanilan yontem ve ¢oziicii
secimi, ekstraktta optimal bir dogal bilesik konsantrasyonu elde etmek i¢in ozellikle
onemli bir adimdir. Flavanoid bilesiklerin yiiksek performansini ve artan stabilitesini
saglamak i¢in etkili bir ekstraksiyon yontemi ve uygun calisma asamalar1 segmek

onemlidir (Ignat, Volf, & Popa, 2011).

Polifenollerin ekstraksiyonu igin yaygm olarak kullanilan yontemler, bitkinin
kabugundaki polifenollerin tipine gore organik ¢oziiciiler (aseton, etanol, metanol,
etil asetat) ile kombinasyon halinde su kullanir (Sultana, Anwar, & Przybylski,
2007). Bazi ¢alismalar, ekstraksiyon sicakligindaki artisin verimliligin artmasiyla
iligkili olabilecegini bildirmistir (Chew ve ark., 2011). Ekstraksiyon siiresi de dikkate

alinmas1 gereken bir faktordiir. Uzun siireli ekstraksiyon siiresi polifenollerin
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oksidasyon sirecini etkileyebilir, boylece prosedirin verimini ve ekstrakte edilen
bilesiklerin tiiriinii azaltabilir (Dai & Mumper, 2010). Kati-sivi ekstraksiyonu,
polifenolleri elde etmek i¢in kullanilan yaygin bir yontemdir (Koleva, 2015; Rhazi
ve ark., 2015). Fakat, uzun ekstraksiyon siiresi, artan solvent miktar1, solventin geri
kazanilmasi i¢in azaltilmig potansiyel kullanimi gibi yiiksek eksiklikler ve daha
yiiksek toksisite gibi cesitli sorunlar olabilir. Ekstraksiyon verimini, slresini ve
kullanilan ¢oziicli miktarin1 arttirmak i¢in, ultrasonik ekstraksiyon, mikrodalga
destekli ekstraksiyon, siliperkritik sivi ekstraksiyon, basingli sivi ekstraksiyon veya

hizlandirilmis solvent ekstraksiyon gibi bazi geleneksel (modern) yontemler tercih

edilir (Chemat, Zill-e-Huma, & Khan, 2011).

Ancak bizim uygulamis oldugumuz ekstraksiyon yontemi fenol bilesikleri elde etme
acisindan toksik bir etkiye sahip degildir ve fazla 1sil isleme tabi tutulmadigindan
fenolik bilesiklerin bozulma olasiligin1 ortadan kaldirmis durumdayiz. Jun He ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada parcalanmis dkse otu meyveleri (10 g) kisimlari,
8:2 metanol / su ¢ozeltisi (50 mL) ile oda sicakliginda ultrason destekli karistirma
kullanilarak ekstrakte edildi ve Kuarsetin, mirisetin ve kamferol iz miktarlarda
bulunmus veya bulunamamistir (Pietrzak, Nowak, Gawlik-Dziki, Lemieszek, &
Rzeski, 2017). Aseton ekstrakti yapilan bir ¢aligmada ise Kuarsetin 296,5 + 11,69
ug/kg, Kaemferol 53,38 + 1,76 pg/kg, Mirisetin 25,23 + 1,12 ug/kg, Ellagik asid
444,61 + 17,36 pg/kg olarak bulunmustur (Tumbas ve ark., 2012). Bizim yaptigimiz
caligmada bu dort flavanol yaklasik ayni miktarda elde edilmistir.

Son zamanlarda yapilan birgok ¢aligmada Kusburnunun hem klinik hem de in vitro
olarak anti-kanser, anti-enflamatuar ve antioksidan aktiviteler gosterdigi One
stiriilmiistiir. Geleneksel olarak kusburnu ekstraktlari, sicak su ile hazirlanan cay
olarak kullanilmaktadir, son arastirmalar, demleme kosullarinin fenolik bilesik
icerigini ve antioksidan kapasiteyi etkiledigini 6ne stirmiistiir. Calismamiz en yliksek
miktarda fenolik bilesigin kaynatmayla elde edildigini gdstermistir. Ancak kusburnu
cayinda fenolik bilesiklerin seviyeleri yedi dakikadan fazla kaynatildiktan sonra
azalmistir.  Ellajik asit konsantrasyonu kaynatilarak artarken, Mirisetin
konsantrasyonu azalmistir. En yiiksek Mirisetin iceriginin 7 dakikada kaynatilmis
ticari cay ve 3 dakikalik demlenmis ticari ¢ay elde edildigini gordiik. Toplam fenolik
igerigin (TPC) zamanla belli bir dereceye kadar arttigin1 ve ardindan biraz degistigini
gozlemledik. TPC 5,5 ila 10 dakika arasindaki ve 77 ila 86°C arasindaki
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sicakliklarda en yiiksek iken, antioksidan aktivite, demleme siiresinde 6-8 dakika ve
84-86 ° C sicakliklarda en yiiksek oldugunu belirledik.

Apopitoz, gereksiz veya potansiyel olarak zararli hiicrelerin yok edilmesini saglayan
bir programlanmis hiicre Oliimi tirtdiir. Kaspazlar, apopitotik programin
baslatilmas1 ve yiiriitiilmesine katilan sistein proteaz ailesini olusturmaktadir.
Apopitotik kaskadlar, baglatici kaspazlarin (kaspaz-2, -8, -9 ve -10) proteolizi ile
aktive olur; bunlar, kasapazlar (kaspaz-3, -6 ve -7) proteolize ve aktive etmektedir.
Iki ana apopitotik yol vardir: digsal ve igsel (veya mitokondrial) apopitotik yollardir.
Bu apopitotik yollar, sonugta hiicrenin 6liimiine yol agan bir substrat bollugunu
proteolize eden uygulayici kaspazlarin aktivasyonunda birlesmektedir. Timor
hiicrelerinin karakteristigi olan apopitozun engellenmesi apopitoz diizenleyicilerin
seviyelerinde ve islevlerinde degisiklik yapilmasi ile ortaya ¢ikmaktadir (Jiang,
Wang, Ganther, & Lu, 2001; R. Watson, Coffey, O’Neill, & Fitzpatrick, 1999; R. W.
G. Watson & Fitzpatrick, 2005).

Antioksidan 0zelliklere sahip olan flavonoidlerin kanser kemoterapisi i¢in yeni ve
olasi stratejiler bulunmustur. Kamferol ile yapilan antioksidan enzim
aktivasyonunun, insan akcigerinde kiiciik olmayan karsinom H460 hiicrelerinde
apopitoziste Oonemli bir rol oynadigi bildirilmistir. Ek olarak, bir¢cok c¢aligsma,
Kamferol’iin, in vitro kanser hiicresi biiyiimesini 6nemli Ol¢iide inhibe ettigini
bildirmistir ve bu biiyiime inhibisyonunun, apopitozise yol acan sinyal iletim yolunu
uyardig1 bildirilmistir. Losemi hiicreleri, akciger kanseri hiicreleri ve glioblastoma
gibi cesitli hiicrelerde apopitozise neden oldugu gosterilmistir, Kamferol ile
indiklenen hiicre dongust durdurma ve apopitozis etkisinin altinda yatan hiicresel

mekanizmalar hala belirsizdir (Shay ve ark., 2015).

Farkli kusburnu ekstrakti fraksiyonlarinin hiicre biiyimesi aktivitesi, 62,5 ile 1000
ng/mL arasindaki konsantrasyonlarda {i¢ insan kanseri hiicre hatti, HeLa (serviks
epiteloid karsinomu), MCF7 (meme adenokarsinomu) ve HT-29 (kolon
adenokarinoma) panelinde in vitro olarak degerlendirilmistir. Kuarsetin, kolon
karsinomast HT29 ve CACO2 hiicrelerini bolmek icin secici bir sitotoksik etki
uygulamis ve biliylimenin inhibe edilmesinin ardindan insan I6semi HL60
hlcrelerinde apopitozu tetiklemistir. Kuarsetin ayrica insan 16semisi HL60
hlcrelerinde DNA sentezini de inhibe etmis, hayvan ¢alismalari, kanserojen kaynakli

meme tlimorleri insidansinin, Kuarsetin diyeti uygulamasiyla azaldigini gostermistir.
72



Kanser htcrelerinde hiicre dongisu ilerlemesinin ve hicre 6lumunin (apopitoz)
diizenlenmesine aracilik eden ellajik asidin potansiyel antikanser 6zellikleri hakkinda

kapsamli arastirmalar yapilmistir (Tumbas ve ark., 2012).

Yapilan baska bir ¢alismada, Kuarsetin'in TNBC hiicre hatt1 {izerindeki etkisini
belirlemek icin, MDA-MB-231 hiicre hatt1 24 saat, 48 saat ve 72 saat boyunca gesitli
Kuarsetin konsantrasyonlarinda (2.5~80 uM) uygulanmistir. Kuarsetin, MDA-MB-
231 hiicre hattinda hiicre canliliginin azalmasi iizerine doza ve zamana bagl etkiler
gosterdigi goriilmustiir (Varghese ve ark., 2018). Farkli bir ¢alismada ise Kuarsetin
uygulama sonrast CT-26, LNCaP, MOLT-4 ve Raji hiicre hatlarinin apopitozisin
belirlenmesi devaminda, Kuarsetinin (yani, CT-26 ve LNCaP, ayrica MOLT-4 ve
Raji'ye kars1) yiiksek ve diisiik hassasiyetli 4 hiicreli bir paneldeki apopitotik hizi
incelenmistir. Sonuglara gore, Kuarsetinin bu hiicrelerde apopitotik siireci doza bagh

bir sekilde baslattigini ortaya koymustur (Hashemzaei ve ark., 2017).

Bizim yaptigimiz calismada apopitosiz reseptorleri ve kaspazlara bakildiginda
kuarsetin prostat kanseri LNCaP hiicre hattinda Apaf-1, sitokrom-C, kaspaz-8 ve
kaspaz-9 da etkili bulunurken, VCaP hiicre hattinda sadece Apaf-1 lzerinde etkinli
oldugu bulunmustur. Kuarsetinin prostat kanseri LNCaP hiicre hatt1 {izerinde daha

fazla etkili oldugu belirlenmistir (Sekil 20)

Kusburnu (Rosa canina) genellikle bitkisel ila¢ olarak kullanilir. Onceki calismalar
kusburnu bitkilerinden yapilan ekstraktlarin, kanser hiicrelerinin hiicre ¢ogalmasini
azaltabildigini gdstermistir. Bir baska ¢alismada kusburnu ekstraktlarinin A-172, U-
251 MG ve U-1242 MG hiicre hatlarinda Ug insan glioblastom hiicre hattinda hiicre
proliferasyonunu oOnlemedeki etkinligi arastirtlmistir. Daha Onemlisi, kusburnu
ekstraktlari, glioblastomalar i¢in mevcut kemoterapotik uygulamalara bir alternatif

veya tamamlayici olarak hizmet edebilecektir (Cagle ve ark., 2012).

Kamferol'in kolon kanseri, yumurtalik, pankreas kanseri, mide kanseri, mesane
kanseri dahil olmak {izere bircok kanser hiicre hattinda timit verici bir anti-kanser
ajan1 oldugu bildirilmistir. Bir baska c¢alismada, Kamferol, p53 ekspresyonunu
arttirdig1 ve daha sonra serin 15' te p53 fosforilasyonunu indikledigi de goriilmiistiir.
Cesitli galismalar serin 15'te fosforile edilmis p53'iin kanser hiicrelerinde apopitoz ile
iligkili oldugunu gostermistir (Ito ve ark., 2002). Bizim yaptigimiz c¢alismada da

Kamferollin, prostat kanseri hiicre hatlar1 olan VCaP ve LNCaP hiicre hatlar
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Uzerinde apopitotik mekanizmalar1 tetiklemesi ile potansiyel terap6tik madde olarak
diistintilebilecegini ¢alismanin sonuglari dogrultusunda belirtilmistir. Kamferol
kanser hiicre hatlar1t VCaP ve LNCaP hiicre hatlar iizerinde daha etkin ve o6ldiiriicii
bir rol oynadigi belirlenmistir. Boylelikle ICsg doz degerleri olarak Kamferol en iyi
etken madde olarak belirlenmistir. Dolayisiyla apopitozis iizerinde olumlu bir rol

oynadig1 goriilmiistiir (Tablo 4 ve 5).

Bir baska c¢alisma, Ellajik asidin hiicre 6lumu ve pankreas kanseri hiicrelerinin
proliferasyonu Uzerindeki etkisini arastirmayi1 ve ellajik asidin hiicre canliligini
etkileyen mekanizmayi belirlemeyi amaglamistir. Bu baglamda pankreas kanserinin
karakteristik Gzelligi olan K-ras ve p53 mutasyonlarmi gosteren, malign
farklilagtirllmis MIA PaCa-2 ve orta derecede farklilasmis PANC-1 insan pancreas
karsinoma hiicre hatlarina Ellajik asit uygulanmistir. Sonu¢ olarak, Ellajik asitin
apopitozu uyardigini ve pankreas kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ettigini;
bildirmistir. Ayrica Sitokrom-C salinimi ve kaspaz-3 aktivasyonu ile iliskili
mitokondriyal 6lim yolagini mitokondriyi dogrudan ectkilemeden aktive ettigini ve
pankreas kanseri hicrelerinde NF-kB aktivitesini inhibe ettigini belirtmislerdir.
(Malik, Afaq, Shahid, Akhtar, & Assiri, 2011). Bizim yaptigimiz c¢alismada ise
prostat kanseri LNCaP hiicre hattinda sitokom-C ve Kaspaz-9 uzerinde etki ederken,
prostat kanseri VCaP hiicre hattinda Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 iizerinde etkili oldugu
gorulmektedir (Sekil 20) .

Mirisetin, prostat kanseri, hepatoseluler karsinom, mide kanseri ve insan skuamoz
hiicreli karsinomu da dahil olmak iizere cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde de
onemli dlgiide etkili oldugu gosterilmistir. Mirisetin ayrica, hedef kanser hiicrelerini
kemoterapiye duyarli hale getirerek bazi1 antikanser ilaglarin kemoterapotik
potansiyelini artirabilmektedir. Hali hazirda mevcut geleneksel kemoterapdtik
ajanlarin, yumurtalik kanserli hastalarin genel hayatta kalma oranlarini arttirdigi
gozlemlenmediginden, hastalikla savasmak icin yeni ila¢ kombinasyonlari
gerektirmektedir (Maggioni ve ark., 2014; Yi ve ark., 2015). Bizim yaptigimiz
calismada Mirisetin prostat kanseri VCaP hiicre hattinda TRAIL, sitokrom-C,
kaspaz-3 ve kaspaz-9 (izerine etki ederken, LNCaP hiicre hattinda sadece Sitokrom-c
uzerinde etkisi belirtilmektedir. Mirisetin prostat kanseri VCaP hiicre hattinda
LNCaP hiicre hattina gére daha etkili oldugu goértlmektedir (Sekil 20).
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Gorildigu gibi verilen 6rneklerde, bu dort etken maddenin apopitoza etkisi uzun
stredir incelenmektedir. Bizde yaptigimiz ¢alismada, bu bilesenlerin etki

mekanizmalarini 6lgmeyi amagladik.

Verilerimiz, her bir zaman diliminde ayn1 fenolik bilesik konsantrasyonunun hiicre
canliligmi etkiledigini gostermistir (Tablo 4, 5). LNCaP hucre kilturlerinde
Kuarsetin 24 saat icerisinde en diisiik konsantrasyon uygulandiginda en iyi IC50
dozunu vermistir. Kuarsetin'in LNCaP hicresinde (IC50 =20 uM) VCaP hiicre

hattindan (IC_ | =200 uM) daha etkili oldugunu belirledik. VCaP hlcrelerindeki

egilim, LNCaP hiicrelerinde gozlenenden tamamen farkliydi. 48 saatte Kuarsetin,
Kamferol ve Ellajik asidin ICsy konsantrasyonu 24 saat ve 72 saatten daha yiiksekti,
ancak 72 saatte mirisetin 1Cso durumunda maksimum IC50 degerleri goriilmiistiir
(Tablo 5). VCaP hiicre kiiltiiriindeki denemelerde, 72. saatte en diisiik konsantrasyon
olarak Kamferol en iyi ICsy dozunu vermistir. Bu ¢aligmada, kamferol‘un VCaP
hlcresinde (IC50 =2 uM) LNCaP hiicre hattindan ac,, =30 uM) daha etkili

oldugunu belirledik (Tablo 4).

Cay numuneleri, kiiltiir ortami ile seyreltilerek hazirlanan ii¢ farkli konsantrasyonda
(direkt, 2 ve ') hiicre kiiltiirline eklenmis ve hiicre canliligi, numunelerin
eklenmesinden sonra 24 saat, 48 saat ve 72 saat i¢inde izlenmistir. Bu ¢alismadan
elde edilen veriler VCaP hiicreleri igin Sekil 10'te ve LNCaP hicreleri igin Sekil

11'de sunulmustur.

sonuglar gosterdi ki 3 dk demlenmis ticari cay ile ilgili LNCap hiicre hatlarinda
diger deney gurublarina gore Ozellikle 24 saatin iizerinde, hiicre indeksinin ve
proliferasyon hizinin baskilanmasi 6nemli olgiide yiikesktir. 3 dk demlenmis ticari
cay, 5 dk par¢alanmis ve kaynatilmis ¢ay, 5 dk par¢alanmis ve kaynatilmis ¢ay (1/2),
7 dk kaynatilmus ticari ¢ay (1/4) LNCaP hiicrelerinde hiicre indeksi ve proliferasyon
hizinin baskilanmasinda en yiiksek etkiye sahip oldugu gorulmektedir (Sekil 11). 3
dakikalik demlenmis ticari ¢ay (1/4) ile kontrol gruplari arasinda fark yoktur. 7 dk
kaynatilmus ticari ¢ay, 7 dk kaynatilms ticari ¢ay (1/2), 3 dk demlenmis ticari ¢ay, 3
dk demlenmis ticari ¢ay (1/2) ve 7 dk kaynatilmis meyvelerin (1/4), VCaP
hlcrelerinde hiicre indeksi ve proliferasyon hizinin azaltilmasinda en yiksek etkiye

sahip oldugu sonucuna vardik (Sekil 10). En yiksek Ellajik asit, kuarsetin ve
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mirisetin icerigine sahip 7 dakika kaynatilmis ticari cay ve 3 dakika demlenmis ticari

cay en etkili cay 6rnekleridir.

EA'nin in vitro olarak insan androjenden bagimsiz prostat kanseri olan PC3
hiicrelerinin istilasin1 inhibe ettigi gozlenmistir (Lansky EP ve ark., 2005). Ellajik
asidin prostata afinitesi yuksek oldugundan, EA prostat dokusunda birikebilir, bu
yiizden prostat i¢in antikanser ajan olarak onerilmistir. Kollajenaz / jelatinaza kars1
inhibe edici 0Ozelliklere sahip olan Ellajik asit, LNCaP hiicre cizgisinin,
hareketliligini ve hiicre istilasin1 azaltarak tiimoriin metastazini 6nleyebilir, LNCaP
hiicre ¢izgisi, androjene duyarli bir prostat kanseri hiicresidir, androjen reseptorii ve
androjenin uyarilabilir genlerini ifade eder. Kuarsetin, 0Ozellikle Inositol 1,4,5
trifosfatin sinyal iletim yollarin1 bloke ederek anti-proliferatif etkiye sahiptir. Bu
calismada, Kuarsetin'in LNCaP hicresinde (ICsp =20 uM) VCaP hiicre hattindan
(ICs0 =200 uM) daha etkili oldugunu belirledik. Xing ve dig. Kuarsetin isleminin,
LNCaP hiicrelerinde Androjen reseptdrlerinin transkripsiyonunu inhibe ettigini ve
tiimor hiicresi biiylimesini, istilasini ve osteoblastik metastazi1 diizenleyen androjenle
iliskili proteinleri (Prostat spesifik antijen, Insan glandiiler kallikrein) asag: regiile
ettigini gostermistir (Xing ve ark., 2001). Her ne kadar demleme ve batili ticari ¢ay
orneklerinde Mirisetin ve Ellajik asit diizeylerinin en yiiksek oldugu bulunmus
olmasina ragmen, bu konsantrasyonlar ICsy seviyelerine gore nispeten diisiiktiir. Bu
nedenle bu cay drneklerinin antiproliferatif etkisinin Kuarsetin ve kamferol igerigi ile
iligkili olabilecegi sonucuna vardik. Bu Oneri verilerimizle kanitlanmistir, fenolik
molekdllerin VCaP hiicreleri (Sekil 8) lzerindeki etkisinin 1Csy seviyelerine gore
LNCaP hicrelerinden biraz daha giiglii oldugunu géstermistir (Tablo 4 ve 5). Sekil
10'den goriilebilecegi gibi, kaynatilmis pargalanmis meyve numunesi ayn1 kamferol
konsantrasyonuna sahip fakat daha diisiik konsantrasyonda Ellajik asit, Mirisetin ve
Kuarsetin ile diger cay numunelerinde (Tablo 6), VCaP hucrelerinde hcre
biylmesini kuvvetle inhibe etmektedir. Kamferol'in 5a-rediiktaz izoenzimi 2'yi

inhibe ederek testosteron seviyelerini azaltabilecegi gosterilmistir (Boam, 2015).

Ilging bir sekilde, zamana bagli olarak (24'ten 72'ye kadar) hiicre endeksi ve
proliferasyon hizi her iki hiicre hattinda da biraz iyilesmistir; bilinmeyen genleri ve
hiicre sinyal yollarin1 aktive ederek fenolik molekiillere cevap olarak hiicre
direncinin kazanilmasi nedeniyle olabilir. Baska bir aciklama, fenolik bilesiklerin

zaman i¢inde ayrigmasi olabilir.
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Her flavonolin prostat kanserindeki etkisi ne olursa olsun, kombine etkinin, her
flavonoliin bireysel etkisinden daha giiglii oldugu varsayilabilir. Bu nedenle yapay
molekiiller yerine tedavi stratejileri i¢in dogal kaynaklarin kullanilmasi 6nerilir. Sekil
15°’te goriildigl gibi, kontrol grubu ile kiyaslanan flavonol denemelerinde,
parcalanmis kusburnu bitkisinden elde edilen ekstraktin, apopitotik degisim
tizerindeki artiric etkisi belirlenmistir. Apopitozu yedi katin iizerinde artirdigi (Tablo
10) bu sekilde kullanildiginda kanser hiicre hattinda ve kanser tedavisinde
potansityel bir kullanom alan1 oldugu belirlenebilmektedir. Bu sekilde
uygulanmasindan sonra hedef hiicre hatlarindaki apopitotik degisim ile birlikte bu
tezin hipotezini dogruladigr goriilmektedir. Buna goére apopitotik aktivitenin
indiiklenebilmesi i¢in s6z konusu maddelerin hedef kanser hiicre hattinda potansiyel
flavonoid olarak kullanilabilmektedir. Bu sonuglar ele alindiginda, 7dk siireyle
kaynatilmis parga kusburnu meyveleri, kontrole gore 2,4 kat apopitozu indikleyerek
VCaP hicrelerinde apopitoz i¢in en etkin uygulama oldugu bulunmustur (Tablo 14).

LNCaP hiicre hattina genel olarak bakildiginda apopitozise stiriikleyen etkili
ekstraktlarin 5 dk kaynamis pargcalanmis meyve, kuarsetin ve ellajik asit en etkili
fenol oldugu goriilmektedir. VCap hiicre hattinda ise etkili olan ekstraktlarin basinda
3 dk demleme ticari ve 7 dk kaynama ticari meyve ve fenoller iginde kuarsetin
gorulmektedir. Tek tek ele alacak olursak LnCaP ve VCaP hiicre hatlarinda TRAIL
apopitosiz reseptorii igin en etkili kusburnu ¢ay ekstraktt 3 dk demleme ticari cay
Ornegi ortaktir. Apaf-1 apopitosiz reseptorii i¢in her iki hiicre hattinda etkili olan
ortak c¢ay ekstrakti 7 dk kaynamis meyve olarak gorulmektedir. Sitokrom-C
apopitosiz reseptorii i¢in her iki hiicre hattinda ortak etkili olan ¢ay ekstrakti 3 dk

demleme ticari ¢ay 6rnegi oldugu goriilmektedir (Sekil 20).

Apopitosiz kaskadlarina bakildiginda ise Kaspaz-3 i¢in LNCaP hiicre hattinda etkili
bir ¢ay ekstrakti bulunmamis olmasina ragmen VCaP hiicre hattinda etkili olan ¢ay
ornekleri 7 dk kaynamis meyve ve 5 dk kaynamis pargalanmis meyve oldugu
gorulmektedir. Kaspaz-8 i¢in LNCaP hiicre hattinda etkili ¢ay 6rnegi 3 dk demleme
ticari meyve ve VCaP hiicre hattinda etkili olan ¢ay ornegi 5 dk kaynamis
parcalanmis meyve oldugu goriilmektedir. Kaspaz-9 igin her iki hiicre hattinda etkili
olan ortak ¢ay ekstrakti 5 dk kaynamis pargalanmis meyve oldugu belirtildi (Sekil
20) .
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6. Sonug ve Oneriler

Sonug olarak, ¢calismamizda kusburnu ¢aymin androjene duyarl prostat kanseri

hiicre hattinda hiicre biiylimesini ve proliferasyonunu azalttig1 ortaya ¢ikmustir.
Dolayisiyla bu calisma flavonoidlerin antiproliferatif ve apopitotik 6zellikleri
nedeniyle kanser hastalarinda diger tedavilerin yaninda destek tedavi olarak
kullanilabilecegi goriisiinii desteklemektedir.

Bu caligmada diger ¢ay caligmalarindan farkli olarak hem demleme hem de

kaynatma yontemleri ile ekstraktlar hazirlanmasi ve 1-10 dakika arasindaki farkl
zaman araliklarinda ekstrakta gegen kuarsetin, kamferol, mirisetin, ellajik asit miktari
belirlemektir. Ozellikle biyolojik aktiviteleri ile bilinen kuarsetin, kamferol, mirisetin
ve ellajik asit ve kusburnu ¢ayi igerisindeki miktar1 hangi teknik ve kag dakika
maksimum diizeyde oldugu belirlenmistir. Daha 6nce hi¢ kullanilmamis olan
kusburnu bitkisinin kurutulmus meyve, parcalanmis meyve ve kuru meye
kullanilmistir. Bununla birlikte, ekstrakte edilen fenolik molekiil miktar1 hazirlama
teknikleri ve zamanlama ile ilgili olarak degisir, tedavi i¢in kullanmadan 6nce
mimkun olan en yiuksek flavonol konsantrasyonunu elde etmek icin en uygun
kosullarin belirlenmesi 6nerilir.

Bu ¢alismada VCaP ve LNCaP Prostat kanser hiicre hatt1 kullanilacak olup kusburnu
bitkisinin  ve kuarsetin, kamferol, mirisetin ve ellajik asit ile hiicre canliligi ve
sitotoksite aktivitesi ve apopitosiz etkilerine yonelik bulgular elde edilmistir.
Sonuglar degerlendirildiginde kusburnu igerisindeki farkli fenolik bilesiklerde
kombine veya tekli olarak arastirma s6z konusu olabilir.

Ayrica Apopitosiz intrensek ve ekstrensek yolaklardaki Kaspaz-3, -8, -9 ve sitokrom-
¢, Apaf-1 ve TRAIL aktivasyonuna bakilmistir ve miimkiin olan apopitosiz yolaklari
aydinlatilmistir. Daha net ve belirgin apopitosiz yolaklarini tespit etmek i¢in daha

cok apopitosiz markirlarina bakilabilir.

Her ne kadar hiicresel seviyelerde yiikselen flavonoller tarafindan hiicre biiylimesinin
inhibe edilmesinin altin1 ¢izme mekanizmasini arastirmamamiza ragmen, verilerimiz

kusburnu cayinin flavonollerin dogal bir kaynag: olarak prostat kanseri tedavisinde
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Onerilebilecegini acikga gostermistir. Kusburnu gayiin, prostat kanserinin in Vivo

tedavisi i¢in degerini belirlemek i¢in daha ileri arastirmalara ihtiyag¢ vardir.
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