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ONUR SOZU

Doktora Tezi olarak sundugum Ecballium elaterium (L.) A. Rich.’den izole
Edilen Kukurbitasinlerin Hiicre Proliferasyonu ve Telomeraz Aktivitesi Uzerine
Etkisinin Arastirilmas1’’ baslikli bu ¢alismanin bilimsel ahlak ve gelencklere aykir
diisecek bir yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve yararlandigim biitiin
kaynaklarin, hem metin i¢inde hem de kaynakg¢ada yoOntemine uygun bigimde

gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.
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Bu ¢alismada, Ecballium elaterium (L.) A. Rich. meyve suyundan kukurbitasinlerin
(Kukurbitasin D ve |) izolasyonu, izole edilen Kukurbitasin D ve I’'nin LS174T ve SW620
kolon kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi ve telomeraz aktivitesi tizerine olan etkisinin in vitro
olarak arastirilmasi ve bu etkinin matematiksel modellerle ifade edilmesi amaglanmustir.

Kukurbitasinler, olgun meyvelerin suyundan kloroformla ekstraksiyondan sonra
¢ozliciinlin uzaklastirilmasiyla olusan kalintinin etil alkolde ¢o6ziilerek HPLC cihazinda
analitik kolonda yiiriitiilmesi ve bu maddeleri igeren fraksiyonlarin fraksiyon toplayicida
toplanmasiyla elde edilmistir. Liyofilizasyon sonucu izole edilen Kukurbitasin D ve
Kukurbitasin I konsantrasyonlarinin sirasiyla 418 pM ve 296 uM, safliklarinin ise
standardlarla ayni oldugu belirlenmistir.

Kukurbitasin D ve I'nin hiicre ¢gogalmasi tizerine etkileri, farkli konsantrasyonlarda
(5-250 nM) ve farkli inkiibasyon siirelerinde (6.-96. saatlerde) uygulanmasiyla hiicre tiirti,
uygulama siiresi, uygulama maddesi tiirii ve konsantrasyonu yoniinden in vitro olarak kesikli
ortamda incelenmistir. Tiir, konsantrasyon ve siireye bagl olarak kukurbitasinlerin LS174T
ve SW620 hiicre hatlarinin proliferasyonunu (¢ogalmasini) etkiledigi goriilmiistiir (p<0,05).
Kukurbitasin D ve I’'min hiicre ¢ogalmasi iizerine etkilerinin zamanla degisimi (kinetik
davranisi) i¢in yeni modeller gelistirilmistir. Uygulama maddesi konsantrasyonunun etkisi ise
Monod ve Tessier modelleri ile ifade edilmistir.

Kukurbitasin D ve I'nin 48 saat siire sonunda LS174T ve SW620 hiicre hatlarinda
telomeraz aktivitesi iizerine olan etkisini arastirmak i¢in RT-PCR yontemi kullanilarak
hTERT mRNA diizeylerindeki degisimler incelenmis, hiicre tiirli, uygulama maddesi tiirii ve
konsantrasyonu (5-250 nM) yoniinden degerlendirilmistir. Konsantrasyona bagli olarak
kukurbitasinlerin telomeraz aktivitesini azalttig1 goriilmiis (p<0,05) ve bu etki Monod ve
Tessier modelleri ile ifade edilmistir.

Calismada elde edilen sonuglar, Kukurbitasin D ve I’'nin kolon kanserinde tedavi edici
olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Bu yonde ileri aragtirmalarin yapilmasi,
kukurbitasinlerin anti kanser etkisinin agiga ¢ikarilmasi bakimindan 6nem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ecballium elaterium (L.) A. Rich., Kukurbitasinler, Kolon kanseri,
LS174T hiicre hatti, SW620 hiicre hatti, Antiproliferatif etki, MTT testi, Telomeraz aktivitesi
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In this study, cucurbitacins (Cucurbitacin D and 1) were isolated from Ecballium
elaterium (L.) A. Rich. fruit juice. The isolated Cucurbitacin D and | were used in vitro to
determine cell proliferation and telomerase activity in colon cancer cell lines LS174T and
SW620. The effect of cell proliferation and telomerase activity on cell lines was expressed by
mathematical models.

Cucurbitacins were extracted from the juice of ripe fruits with chloroform. The residue
obtained by removing the organic solvent of phase was dissolved in ethyl alcohol and then
was fractionated by an analytical column HPLC. The fractions containing Cucurbitacin D and
I were collected in the fraction collector. The fractions were lyophilized and Cucurbitacin D
and | crystals were obtained. The concentrations of the isolated Cucurbitacin D and | were
determined as 418 uM and 296 uM, respectively. The isolated Cucurbitacin D and | were at
the same purity as the standards.

Both cucurbitacins were applied at various concentrations (5-250 nM) and different
incubation times (6.-96. hours) on colon cancer cell lines LS174T and SW620. The effect of
cell type, cucurbitacin type, cucurbitacin concentration and duration of application were
studied in batch medium, in vitro. It was observed that depending on cell type, cucurbitacin
type, cucurbitacin concentration and duration of application had significant effect on cell
proliferation(p<0.05). New kinetic models for the effect of Cucurbitacin D and | on cell
proliferation with time were developed. The effect of cucurbitacin concentration was
expressed by Monod and Tessier models.

In order to determine the effect of Cucurbitacin D and | on telomerase activity in
LS174T and SW620 cell lines after 48 hours of application, RT-PCR was used to identify the
changes on the hTERT mRNA levels. Telomerase activity was evaluated for cell type,
cucurbitacin type and cucurbitacin concentration (5-250 nM). It was found that telomerase
activity decreased with cucurbitacin concentration (p <0.05). The effect of cucurbitacin
concentration was also expressed by Monod and Tessier models.

The results obtained in this study show that Cucurbitacin D and | may be promising
therapeutic agents for colon cancer. However, further research has to be carried out for the
development of anti cancer cucurbitacin containing drugs.

Keywords: Ecballium elaterium (L.) A. Rich., Cucurbitacins, Colon cancer, LS174T cell line,
SW620 cell line, Antiproliferative effect, MTT test, Telomerase activity
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1. GIRIS

Insan hayati ile birlikte var olan tibbi tedavinin temeli, tabiatta bulunan bitkiler
ve maddelerdir. Sifal1 bitkilerle tedavi uygulamasi, insanlik tarihinde 5000 yillik bir
gecmise sahiptir. Insanoglu gelisiminde 6nce yakin ¢evresinde yabani bitkileri tanimus,
sonra deneme—yanilma yontemi ile bazi bitki ve iriinlerinin gesitli hastaliklarda
faydali oldugunu fark etmis ve bunlar yillar boyunca halk arasinda cesitli sekillerde
uygulamis ve halen de uygulamaktadir. Hastaliklar iyilestirmede yakin c¢evredeki
bitkilerden yararlanarak, degisik bitkilerin yapraklarini, ¢i¢eklerini, toprak {istii
kisimlarini, meyvelerini, tohumlarini, koklerini ve kabuklarini su ile kaynatarak cay
seklinde veya ezerek macun ya da lapa halinde ilag olarak kullanmistir. Daha yakin
tarihte bitkilerin ilag olarak kullanimi, aktif bilesenlerin izolasyonunu igermektedir.
Bitkilerden farmakolojik aktif bilesenlerin izolasyonu ve karakterizasyonu giin
gectikee artan bir hizda devam etmektedir (Balunas, 2005).

Giiniimiizde bitkisel dogal iiriinlere olan ilgi her zamankinden daha fazladir.
Bitkiler antikarsinojenik, anti-inflamatuar, antiallerjik, antifungal, antibakteriyel
etkiler gibi pek c¢ok biyolojik aktif 6zellikleri nedeniyle bilim adamlarinin ilgisini
cekmektedirler.

Bu ¢alismanin konusu olan Ecballium elaterium (L.) A. Rich (E.elaterium)
halk arasindaki adi ile aci kavunun tedavi amach kullamildig1 yazili ve sozlii
kaynaklardan goriilmektedir. E.elaterium’un meyve ve kokleri, eski Misirlilar
doneminden beri taninan ve yaygin kullanimi olan bir drog olarak bilinir. Bitkinin idrar
arttirict ve miushil etkisi bulunmaktadir. Dahilen yiiksek miktarlarda alindiginda
ozellikle kalin bagirsagi tahris ederek kanli ishallere neden olur. Halen tedavide,
meyve usaresinden elde edilen E.elaterium miishil olarak kullanilmaktadir. Koklerden
hazirlanan lapa ve merhemler, haricen tiimorlere ve ekzama gibi kronik cilt yaralarina,
romatizma agrilaria kars1 kullanilmistir. Meyvelerinin sikilmasi ile elde edilen taze
usarenin, buruna cekilmek suretiyle siniizite kars1 kullanimi Anadolu'da yaygindir
(Baytop, 1984).

E.elaterium’da cucurbitaceae (kabakgiller) familyasina 6zgii kukurbitasinler
adiyla bilinen bir grup triterpenik dogal bilesikten bircogu bulunmaktadir.
Kukurbitasinler ekstraksiyon ile farkli ¢ozgenler kullanilarak bu bitkilerden elde

edilirler. Kukurbitasin tiirlerinin yiiksek verimlilik ve saflikta elde edilmeleri



kullanilacak ¢6zgen tiiriine, ¢c6zgen kombinasyonuna ve kombinasyonda kullanilacak
miktarlarina baglidir.

Yapilan arastirmalarda kukurbitasinlerin hem sitotoksik hem de antikanserojen
etkiye sahip oldugu, bir ¢ok kanser tiirliniin gelisimini inhibe ettigi, kanser hiicreleri
icin antiproliferatif oldugu belirtilmistir (Rios vd., 2005). Birgok tiirii olan kanser,
viicuttaki bir hiicre veya hiicre grubunun i¢ ve dis etkilerle farklilagarak asir1 ve
kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasindan olusan, klinik goriiniimii, tedavisi ve yaklagimi
birbirinden farkli olan bir hastaliklar grubudur. Kanser giinlimiiziin en 6énemli saglik
problemlerinden biridir. Kanser tiirleri arasinda 6zellikle kolon kanseri, diinyada
gbzlenen en yaygin kanser tipi olup, kansere bagli oliimlerde erkeklerde ikinci,
kadinlarda {i¢iincii siradadir. Epidemiyolojik veriler kolorektal kanserlerin 6nlenmesi
veya sikliginin  azaltilmasmna yonelik c¢alismalarin  artirilmas:  gerektigini
gostermektedir (Sen, 2008).

Kolon kanserinde kanser ile telomeraz ekspresyonu arasinda bir korelasyon
oldugu belirtilmistir (Kim vd., 1994). Telomeraz, kromozom uglarinda yer alan
telomer dizilerine hekzamer tekrarlar1 (TTAGGG)n ekleyerek genom kararliliini
saglayan riboniikleoprotein yapida bir enzimdir. Telomeraz, somatik hiicrelerde
inaktif iken, kok hiicreleri ve germ hiicrelerinde aktiftir. Ayrica kanser hiicrelerinde
%90’1n lizerinde telomeraz aktivitesinin pozitif oldugu saptanmistir. Bu sonuglar,
telomerazi hem kanser tanisinda hem de tedavisinde ilgi cekici bir hedef haline
getirmistir. Telomeraz aktivitesiyle hTERT ekspresyonu arasinda belirgin bir iliski
oldugu ve hTERT ekspresyonunun telomeraz aktivitesinin hiz sinirlayicist oldugunu
ileri siirtilmiistiir (Ito vd., 1998).

In vitro galismalarda beklenilen, sitotoksik ve antiproliferatif uygulamaya
maruz birakilan kanser hiicrelerinin ¢ogalma hizinin zamanla yavaglamasi veya sabit
kalmasidir. Bunun sonucunda ise hiicre sayisinda azalma meydana gelecektir. Diisiis
goriinen hiicre cogalma hizi, hiicre tipi ve uygulanan tedavi dozuna bagimlidir ve bu
hiz daha onceden belirlenmemistir. Diisiik doz tedavi uygulandiginda ise hiicreler,
farkli hizda tekrar ¢ogalarak benzer sekilde biiylime egrisi olusturacaktir (Zhang vd.,
2006).

Bu tez ¢alismasmin ilk amaci; cucurbitaceac familyasina ait E.elaterium

bitkisinde bol miktarda bulunan kukurbitasin tirlerinden Kukurbitasin D ve



Kukurbitasin I 'min olgun meyvelerin sularindan tayini, izolasyonu ve
saflastirilmasidir.

Calismanin ikici amaci; meyve suyundan izole edilen Kukurbitasin D ve
Kukurbitasin I’nin MTT testi ile in vitro olarak kolon kanser hiicrelerine (LS174T ve
SW620) sitotoksik ve antiproliferatif etkilerinin arastirilmasidir.

Ucgiincii amaci; yine izole edilen Kukurbitasin D ve I'nin bu hiicrelerdeki
telomeraz aktivitesine inhibitor etkilerini arastirmaktir.

Dordiincii ve son olarak ise; in vitro MTT test deneyleri ile hiicre ¢ogalma
inhibisyon kinetiginin aragtiritlmasi ve elde edilen kinetik veriler kullanilarak lineer
olmayan parametre belirleme teknigi kullanilarak, hiicrelerin ¢ogalmasi siirecinde
meydana gelen degisimleri tahmini olarak ifade eden matematiksel model
esitliklerinin olusturulmasi, hiicre c¢ogalmasi iizerine uygulama maddelerinin
(Kukurbitasin D ve I) konsantrasyonlarinin etkisinin matematiksel modellerle ifade
edilmesi, yine benzer sekilde telomeraz aktivitesi iizerine inhibisyon etkilerinin

matemetiksel modellerle ifade edilmesi hedeflenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Ecballium elaterium (L.) A. Rich

E.elaterium, iilkemizde Akdeniz bolgesinde yaygin olarak yetisen, Mayis-
Eyliil arasi ¢igek acan, taslik yerlerde, yol kenarlarinda bulunan Cucurbitaceae
familyasina ait otsu bir bitkidir. Yo6resel olarak; ac1 diilek, esek hiyari, cirtatan, seytan
kelegi, yabani hiyar gibi isimlerle de bilinir. Meyve ve kokleri, eski Misirlilar
doneminden beri yaygin olarak tedavi amacl olarak kullanilmaktadir. Halk arasinda
usaresi yaygin olarak siniizit ve sariliga karsi kullanilmaktadir (Ekici vd., 1998;
Baytop, 1984).

E.elaterium; Sekil 2.1°de gorildigi gibi yatik govdeli, ¢ok yillik otsu bir
bitki olup, govde ve yapraklar sert tiiylerle ortiiliidiir ve ¢igekleri agik sar1 renklidir.
Kokleri 30-40 cm, govdesi ise 1-2 m’ye kadar uzanir. Meyveler; oval, sapli ve
olgunlukta asag1 sarkik durusludur. I¢inde siimiiksii bir s1v1, siyaha ¢alan koyu kahve
renkli tohumlar1 vardir. Meyve olgunlastik¢a i¢inde biiyiik bir basing toplanir ve
rengi hafifce sararir. Sonra patlayarak tohumlarini 4-6 m uzaga firlatir. Meyveler
olgunlasinca renk sarimsi-yesil olur ve dalindan kolayca kopar. Koparildig: yerdeki

delikten tohumlar1 ve 6z suyu kolayca ¢ikar. Bu su gozler icin ¢ok yakici ve
tehlikelidir.

Sekil 2.1. E.elaterium'un ¢igek ve meyve goriintiisii



Govde ve dallarinin tizeri firca gibi sert tiiylerle kaplidir. Yapraklar: tiggen-
kalp seklinde ve kenarlar1 dislidir. Ustii yumusak, alti sert tiiylerle kaplidir.
Viraneliklerde yetisir. Mavi yesil yaprakli, sert kaba tiiylii, siirlingen otsu bir bitkidir.
Akdeniz bolgesinde ¢ok rastlanir (Anonim, 2012; Ishii vd., 2013; Peters vd., 1997)

2.1.1. E.elaterium’un faydalari ve bilesimi

E.elaterium meyve ve kokleri, eski Misirlilar doneminden beri taninan ve
yaygin kullanimi olan bir drog olarak bilinir. Bitkinin idrar artirici ve miishil etkisi
bulunmaktadir. Dahilen yiiksek miktarlarda alindiginda 6zellikle kalin bagirsag tahris
ederek kanli ishallere neden olur. Halen tedavide, meyve usaresinden elde edilen
Ecballium miishil olarak kullanilmaktadir. Kéklerden hazirlanan lapa ve merhemler,
haricen tiimorlere ve ekzama gibi kronik cilt yaralarina, romatizma agrilarina karst
kullanilmistir. Meyvelerinin sikilmasi ile elde edilen taze usarenin, buruna ¢ekilmek
suretiyle siniizite kars1 kullanimi Anadolu'da yaygindir (Ekici vd., 1998; Baytop,
1984).

Bitkinin anti tiimor aktivite yoniinden incelenmesi, bitkiye dnem kazandirmis
ve bitkinin gii¢lii bir anti timor ajan oldugu saptanmistir. Bu etki bitkinin icerdigi
kukurbitasinlerden ileri gelmektedir. Ayrica bitkinin siniizit tedavisinde etkili oldugu
bilimsel olarak aydinlatilmigtir, ancak ekstrelerin iritan karakteri bir sakincadir.
Diiiretik, katartik olarak ve habis tiimorlerin tedavisinde kullanilmaktadir. Bitkiden
elde edilen sulu ekstreler, halk tibbinda kansere kars1 kullanilmaktadir (Atasti, 1985).

Karaciger sirozu ve hemoroid Tlzerinde iyilestirici etkisinin oldugu
belirtilmektedir. Kabizlig1 gecirdigi, kusturucu etkisinin oldugu, kulak iltihabi ve
sitmay1 gegirmek icin kullanildigi, yilan ve akrep sokmalarina kars1 panzehir oldugu
bildirilmektedir. Halk arasinda buruna suyunun damlatilmas1 suretiyle sariligi
gecirdigine inanilir. Bitkiden elde edilen ekstreler, kansere karsi kullanilmaktadir
(Baytop, 1984; Atasii vd., 1985; Yesilada vd., 1989; Attard vd., 2008; Razavi vd.,
2009).

E.elaterium’un temel maddesi, cucurbitaceae familyasina 6zgii kukurbitasinler
adiyla bilinen bir grup triterpenik bilesiklerdir. Bunlarin yam sira steroller, fenolik
bilesikler, aminoasitler ve yag asitleri bitkide bulunan diger bilesiklerdir.

Kukurbitasin, ac1 tadi ve toksik etkisi iyi bilinen ve yiiksek oranda

oksijenlenmis bir maddedir (Atasii vd., 1985). E.elaterium’dan ilk izole edilen
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kukurbitasin 1831°de Morris ve Hennel’in izole ettigi a-Elaterin (Kukurbitasin E) dir.
1909°da Power ve Moor, bitkiden yeni bir kukurbitasin izole etmisler ve buna 8-
Elaterin (Kukurbitasin B) adin1 vermislerdir. Giiniimiize kadar bitkiden Kukurbitasin
D, I, R, L, H, G harfleriyle adlandirilan bir dizi kukurbitasin ve bunlarin tiirevleri elde
edilmistir.  E.elaterium’dan izole edilmis kukurbitasin ve tiirevlerinin bitkinin

organlarina gore dagilimi Tablo 2.1.’de goriilmektedir.

Tablo 2.1. E.elaterium bitkisinde kukurbitasin tiirleri ve tiirevlerinin dagilimi (Atasii

vd., 1985)
Kukurbitasinler Kukurbitasin Tiirevleri
ORGANLAR
E |ID (I |G |H B |[L |[R |1 |2 |3 |3 |5
Kok + + + +
Govde + |+ + +
Yaprak + |+ + |+ + +
Cicek + |+ + +
Meyve + + + + + + + + + + + + +
Tohum + |+ |+ F
1: Anhidro-22-deokso-3-epi-izokukurbitasin O 4: 2-O-B-D-glikopiranozil kukurbitasin B
2: Hegzanor-kukurbitasin | 5: 2-O-B-D-glikopiranozil kukurbitasin D

3: 16-deoksi-A® hegzanorkukurbitasin O

E.elaterium bitkisinin ¢esitli kisimlarinda bulunan kukurbitasin miktarlari,
Tablo 2.2°de verilmistir (Lavie vd., 1958; Gonzalez vd., 1967; Rao vd., 1974; Balbaa,
1979; Atasii vd., 1985; Miro vd., 1995).

Tablo 2.2. Kukurbitasinlerin organlara gore miktarlari

Organ Miktar (%)
Taze Meyveler 0,409-2,204
Kuru Meyve 0,06

Taze Yaprak ve Cigekler (En diisiik) 0,026

Kuru Yaprak 0,3-0,5
Taze Kokler 1,4-1,7




2.2. Kukurbitasinler

Kukurbitasinler, ¢ok oksijenli biyokimyasal bilesiklerdir. Yapisal olarak,
tetrasiklik kukurbitan c¢ekirdek iskeletinin 19-(10—9p)-abeo-10-lanost-5-ene ile
karakterize olan kukurbitasin (Sekil 2.2), kimyasal olarak ¢ok ¢esitli bir bilesik olup,
yan zincir modifikasyonlar1 ve stereokimya degerlerine gore alt grublara ayrilir.
Serbest veya glikozillenmis formda bulunabilen bu bilesik ailesi Cin ve Hindistan gibi
Asya iilkelerinde yiizyillardir geleneksel tedavi yontemi olarak kullanilmaktadir

(Atasii vd., 1985; Lee vd., 2010).

Sekil 2.2. Kukurbitanin genel yapisi

Tiim kukurbitasin cinsleri, C-5-C-6 arasinda bir ¢ift baga sahiptir. Tam olarak,
steroidal degildirler. Ciinkii bir metil grubu, C-10’dan ziyade C-9°da yerlesiktir. C-
4°de dimetil grubu, C-24°de izopropil grubu tasimaktadir. Tetrasiklik triterpenlerdir.
Kukurbitasinler yapilarinda bir¢ok hidroksi ve asetoksi gruplari icermesi ve doymamis
olmasit nedeniyle diger tetrasiklik triterpenlerden farklidirlar. Oda sicakliginda
genellikle kristal yapidadirlar. Kismi polar bilesiklerdir. Sudaki c¢oziintirliikleri
diisiiktiir. Cogu kukurbitasinler petrol eteri, kloroform, benzen, etil asetat, metanol ve
etanolda ¢oziiniirler fakat eterde ¢oziinmezler. Bu bilesikler genellikle 228-234 nm
ultraviyole 151k araliginda maksimum absorbans verirler. Kukurbitasin molekiillerinin
kimyasal reaktif gruplari, yapisindaki bir¢ok keton ve alkol gruplaridir (Rios vd.,
2005).



2.2.1. Tiirleri

Kukurbitasinlerin, i¢erdikleri hidroksil, asetil ve keto substituentlerinin farkli
konumlarda bulundugu yapilardaki A-T harfleriyle isimlendirilen 17 temel molekiil
bulunmaktadir. Kukurbitasinler birbirlerinden asagida maddeler halinde belirtilen
durumlara gore birbirlerinden farklilagirlar.

e C-2,-3,-19, -24’°de hidroksil grubunun bulunup bulunmamasi

e (-3 de keton fonksiyonunun bulunup bulunmamasi,

e C-1veC-2; C-23 ve C-24 arasinda cift bagin var olup olmamasi,
e (C-26 hidroksi grubunun asetillenmenin olup olmamasi.

Sekil 2.3’de yukarida sozii edilen farklilasma durumlarina gére, Kukurbitasin
B, D, E ve I tiirliniin nasil olustugu agik¢a goriilmektedir (Gerges vd., 2007).

Giliniimiize dek Cucurbitales takiminda bulunan Cucurbitaceae ve diger
familyalara ait bitkilerden A, B, C, D, E, F, H, I, J, L, O, P, Q ve S kukurbitasinleri ve
bunlarin tiirevleri elde edilmistir. Bu tiirler i¢erisinde dogada en yaygin olarak bulunan

kukurbitasin B ve D turleridir.

OR

R
Acetyl

D C- G H
E Ci=G Acetyl

Sekil 2.3. Kukurbitasin B, D, E ve I 'nin yapis1

2.2.2. Genel ozellikleri

Kukurbitasinler, bircok tibbi tedavi edici ve iyilestirici etkilere sahiptirler.
Serbest kukurbitasinler, tohumlarin i¢cinde dogal olarak olusurlar. Bilinen en ac1 tada

sahip bilesiklerdir. Sahip olduklar1 kendilerine has bu 6zellik, yapisinda bulundugu
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bitkiyi otcullara kars1 korur. Birgok bocek tiirii i¢in besi ortaminda bulunmasi 6ldiiriicti
etki yapar. Kukurbitasinlerin tiretimi bitki tarafindan kontrol edildiginden ancak gerek
duyulduklarinda yapilirlar (Rios vd., 2005; Shaw, 2005).

2.2.3. Farmakolojik ve biyolojik 6zellikleri

Tatlar1 asir1 derecede acidir ve pilirgatif (miishil) 6zellikleri i¢in yilizyillardir
kullanilmislardilar. Kukurbitasinler, gii¢lii sitotoksik aktiviteye ve antitimor
ozelligine sahiptirler. Kukurbitasinler, anti-enflamatuvar, anti-kanser, anti-mikrobial,
anti-hepatotoksik, anti-yanici, anti-giberellin (bir ¢esit bitki hormonu) ve anti-
helmintik aktivitelere de sahiptirler. Karaciger hastaligi, karaciger yetmezligi, Siroz
gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilir. Immuno sistem iizerinde etkilidir. Tirosinaz
melanin sentez inhibitdridiirler. Kusturucu etkileri vardir. Miishil olarak kullanilirlar.
Bitki parazitleri ve boceklere karsi etkilidir (Jayaprakasam vd., 2003; Rios vd., 2005;
Attard vd., 2005; Halaweish vd., 2007; Helene vd., 2007).

2.2.3.1. Kukurbitasinlerin antikanser etkileri

Kukurbitasin arastirmalarindaki en énemli onceliklerden biri bu bilesiklerin
sitotoksik ve antikanser etkilerinin bulunmasi olmustur. Bu etkilerin, kukurbitasinlerin
yiiksek bir toksisite diizeyi olmasi ve bu toksisitenin de muhtemelen kanser hiicrelerine
kars1  olmasindan kaynaklanabilecegi  distiniilmektedir (Frei vd., 1998).

Kukurbitasinlerden en bol olan1 ve in vivo ve in vitro ¢aligmalar i¢in en yaygin
olarak kullanilan1 Kukurbitasin B’dir. Onemli bir anti-inflamatuar, anti-oksidan, anti-
diyabetik ve diisiik ilact olarak geleneksel tedavi yonteminde uzun yillardir
kullanilmakta olan Kukurbitasin B, gelecek vaat eden bir anti-kanser ilag¢ adayidir,
buna ragmen etki mekanizmasi heniiz tam olarak anlagilamamustir. Ayrica sitotoksik
etkisi ile girtlak kanser hiicreleri tizerinde inhibitor etkisi vardir (Rios vd., 2005; Chen
vd., 2005; Liu vd., 2008a). Giiniimiizde pek ¢ok arastirma Kukurbitasin B’nin kanser
tizerindeki inhibe edici etkisine odaklanmaktadir. Son yillarda yapilan g¢esitli
caligmalarda Kukurbitasin B’nin hepatoma, 16semi, lenfoma, multiple myeloma,
melanoma, glioblastoma, nazofarinks, meme, prostat, kolon, akciger, pankreas ve
serviks dahil olmak {izere in vitro insan kanser hiicre hatlarinda ve in vivo tiimor
ksenograft modellerinde kanserli hiicre biiylimesini inhibe edici etkisi oldugu

gosterilmigstir. Kukurbitasin B’nin tiimor 6nleyici mekanizmasi gesitli sinyal iletim
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yolaklarin1 durdurmasinin yan sira, hiicre iskeletinin bozulmasi, hiicre dongiistiniin
durmasi veya bozulmasi, apoptoz uyarimi ve farklilagma dahil olmak iizere cesitli
etkileri icerir (Gitter vd., 1961; Liu vd., 2008a; Lee vd., 2011; Duangmano vd., 2011).

Kukurbitasinler arasinda, baslica Kukurbitasin D, E ve I'min antitimor
aktiviteleri ve sitotoksik etkileri test edilmistir. Kukurbitasin B, D, E ve I’nin insan
karsinomasi hiicre hatlarina (HeLa) ve insan nasofarinks kanseri hiicre hatlarina karsi
kuvvetli sitotoksik aktivitesi bulunmaktadir. Cucurbita andreana meyvelerinden izole
edilen Kukurbitasin B, D, E ve I'nin HTC-116 (kolon), MCF-7 (meme), NCI-H460
(akciger) ve SF-268 (merkezi sinir sistemi(CNS)) kanser hiicreleri iizerindeki
cogalmay1 engelleyici etkileri igin test edilmistir. Kukurbitasin B 0,4 uM
konsantrasyonda kolon kanser hiicrelerinin ¢ogalmasmi %82 ve meme kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasin1 %87 oraninda azaltarak dort kanser hiicre hattina karsi en
aktiftir. Kukurbitasin B ayrica 0,1 uM konsantrasyonda akciger kanser hiicrelerini
%96 ve 0,05 uM’de CNS kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini %92 oraninda azaltmustir.
(Jayaprakasam vd., 2003). Kukurbitasin B, D ve R olarak adlandirilan benzer bilesikler
Begonia heracleifolia’dan izole edilmistir ve insan nazofarenks kanseri (KB), hayvan
embiryo fibroblastlar1 (3T3) ve insan prostat kanseri (PC3) biiylimesindeki engelleyici
aktivitesi ispatlanmistir (Frei vd., 1998).

2.2.4. Kukurbitasin D

Elatericin A, Elatericine A, Cucurbitacine (D), NSC308606, NSC 308606,
NSC 521776, 3877-86-9 adlariyla da bilinen Kukurbitasin D’nin molekiil fomiilii
C30H4407 ve molekiil agirhigr 516,67°dir. Sekil 2.4’de kimyasal yapisi verilen
Kukurbitasin D, yakin zamanda izole edilen bir triterpenoid kukurbitasindir. En ¢ok
bulunan kukurbitasinlerden biri olan Kukurbitasin D’nin ilk olarak farelerde gogiis ve
karin bosluklarinda siv1 birikmesi ve kan basincinda stirekli bir diisiis ile iliskili kilcal
gecirgenligi artirdigi rapor edilmistir. Akciger, kolon, gogilis, agiz i¢i ve prostat
kanserleri gibi bir ¢ok kanser hiicre hattina kars1 anti-proliferatif ve anti kanser etkilere
sahip olduklar1 ve bdylelikle tiimorlerin ¢cogalmasini engelledigi bir cok literatiir

caligmalarinda belirtilmistir.
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Sekil 2.4. Kukurbitasin D’nin kimyasal yapisi
Takahashi ve arkadaslar1 (Takahashi vd., 2009) Trichosanthes kirillowii’den

izole ettikleri Kukurbitasin D’nin insan hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde
apoptozu indiikledigini in vitro olarak, Ding ve arkadaslari hem in vitro hem de in vivo
olarak proteasome aktivitesinin siipresyonuyla apoptozisi insan T-cell leukemia
hiicrelerine Kukurbitasin D uygulayarak gostermislerdir. Ishii ve arkadaslar
calismalarinda Kukurbitasin D’nin endometriyal ve ovaryum kanser hiicre hatlarina
biiylime-inhibitdr etkisi gdsterdigi sonucuna varmislar, bu baglamda Kukurbitasin
D’nin bu kanserler icin yeni bir terapdtik segenek olabilecegini Onermislerdir.
Diabrotica undecimpunctata howardi tiirii misir k6k kurdu tizerine oldiiriicti etkisi
tespit edilmistir (Barbercheck vd., 1996; Chen vd., 2005; Razavi vd., 2009; Takahashi
vd., 2009; Liu vd., 2010; Ding vd., 2011; Ishii vd., 2013; Kim vd., 2013).

2.2.5. Kukurbitasin |

Elatericin B, Cucurbitacine (1), 1,2-Dehydroelatericin A,JSI 124 adlariyla da
bilinen Kukurbitasin I’nin molekiil formilii C30H4207 ve molekiil agirligi 514,65°dir.
Sekil 2.5°de iki ve ii¢ boyutlu kimyasal yapis1 verilen Kukurbitasin I, birkac bitki
tiiriinden izole edilmis, toksik, dogal olarak olusan bir tetrasiklik triterpenoid bilesiktir
(Chen vd., 2005). Kukurbitasin I, DMSO ve etanol gibi organik ¢oziiciilerde yaklasik
olarak sirasiyla 5 ve 10 mg/ml ¢6ziiniirliige sahiptirler. Sulu ¢6zeltilerde eser miktarda

¢Oziintirler.
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Sekil 2.5. Kukurbitasin I’'nin kimyasal yapis1

Gliyoblastom ve adenokarsinom akciger ve gogiis kanser hiicreleri dahil olmak
tizere bir ¢ok insar kanserine kars1 antitiimor etkiye sahip dogal bilesikler ailesinin bir
tiyesidir (van Kester vd., 2008). Kukurbitasin I, insan gogiis kanseri, akciger kanseri,
noroblastom ve fare melanoma hiicre hatlarinda fosfo-JAK2 ve fosfo-STAT-3’{in
secici iki yonlii inhibitoriidiir. Bu inhibitor, hem in vitro hem de in vivo olarak yapilan
caligmalarda anti-proliferatif ve anti-tiimor aktivite gértermektedir (Ishdorj vd., 2011).
Memeli hiicrelerinde bir kag farklt STAT eksprese olmasina ragmen Kukurbitasin I
ozellikle STAT-3’1 etkiler. JAK/STAT-3 yolagmin hiicre proliferasyonunu ve
farklilasmasini etkiledigi gosterilmistir. Bu etki, Kukurbitacin I’'nin bir anti-kanser ilag

olarak kullanilabilecegini ortaya koymaktadir (Blaskovich vd., 2003).

2.3. Kukurbitasinlerin Ekstraksiyonu, izolasyonu, Saflastirilmas: ve Tayini

Ekstraksiyon, kati veya s1vi karisimlardan bir maddeyi ayirmak ve istenmeyen
safsizliklardan kurtarmak igin yapilan bir islemdir. Sivi-sivi ekstraksiyonu, bir
maddenin, ¢Ozeltisinden veya siispansiyonundan organik bir ¢Oziicii ile
uzaklastirilmasidir. Karismayan iki sivida ¢oziinen bir maddenin bu iki fazdaki
konsantrasyonlar1 oraninin belli bir sicaklikta sabit olmasi seklinde tanimlanan
dagilma kanunu temeline dayanmaktadir. Ekstraksiyon isleminde oncelikle ekstrakte
edilecek etken maddenin kimyasal yapisina ve fiziksel 6zelliklerine uygun sartlarin
saglanmasi ve uygun ¢oziiciiniin se¢ilmesi nemlidir. Ekstraksiyon isleminin en uygun

sartlarda ve istenilen en yiiksek verimle gerceklestirilebilmesi parametrelerin dogru
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sekilde secilmesine baglidir. Bu parametrelerin en 6nemli olanlar1 kisaca; sicaklik,
basing, ¢Oziici tiird, siire ve karistirma hizi olarak sayilabilir (Handa vd.,2008).

Ekstraksiyon isleminin gergeklestirilmesinden sonra, ekstraktin
fraksiyonlanmasi, kromatografik metotlarla ayrilmasi ve saflastirilmasi gibi islemler
gerekir (Erdik vd., 2007). Kromatografik ayirma sistemlerinde; ayrilmasi istenen
maddeler ile reaksiyon vermeyen sabit faz ve hareketli faz se¢ilir. Ayrilacak maddenin
ozelligine gore, oncelikle kullanilacak kromatografik yontem (gaz, sivi kromatografi
gibi) belirlenir. Bu yonteme uygun sabit faz (normal faz, ters faz, silika jel, aliimina
vb.) ve hareketli faz segilerek ayrim baslanabilir. Iyi bir ayrim i¢in, bu ii¢ parametrenin
-kromatografi tiirii, sabit faz ve hareketli faz- iyi se¢ilmis olmasi gerekmektedir (Geng,
2009).

Kukurbitasinlerin ekstraksiyonu genellikle bitki materyalinden metanol veya
etanol ile yapilmaktadir. Kukurbitasinlerin ¢oziiniirligii substitiisyon sekline bagl
olarak degiskendir. Serbest aglikonlar, diklorometanda kolaylikla ¢6ziindiiklerinden
ekstraksiyonlarinda c¢ogunlukla bu c¢oziicii tercih edilmekte ayrica bu ¢oziiciiniin
aseton, metanol veya etanolla karisimlar1 da kullanilmaktadir. Daha yiiksek polariteye
sahip glikozitlerin ekstraksiyonu ise kloroform ve diklorometanda ¢oziinmelerine
ragmen metanol veya etil asetatla yapilmaktadir. Coziintrliiklerinin diisiik oldugu su
ve yliksek oldugu kloroform arasindaki kiitle aktarimindan dolayr alkolik
ekstraktlardan kukurbitasinlerin  kismen saflastirmada bu iki ¢o6ziicii siklikla
kullanilmaktadir. Chen ve arkadagslari, Hemsleya endecaphylla bitkisinin metanolik
ekstraktinin su ve kloroform fraksiyonlarini hazirlamis ve kloroform fraksiyonunu,
¢Oziiciiyli uzaklagtirdiktan sonra silika jel kolon kromatografisinde klorofom-metanol
(0:1, 30:1, 20:1) karisimlari ile eliie etmislerdir. Sonrasinda kukurbitasinler, genellikle
silika, altimina ve florosilin kullanildig1 agik-kolon kromatografisi veya ince tabaka
kromatografisi (TLC) ile saflastirilmistir (Chen vd.,2001; Rios vd., 2005; Dinan,2008;
El Sayed, 2012).

Kukurbitasinlerin izolasyonu ile ilgili US patentinde (Subbiah, 1999) asagida
verilen islemler sirasiyla uygulanarak ekstraksiyon isleminin gergeklestirilmesi
onerilmistir. Kukurbitasin igeren bitki meyve suyuna sivi-sivi ekstraksiyonu ve
izolasyon isleminden Once bir dizi 6n islem uygulanir. Bu islem, vidali pres, doner
pres tambur ve/veya cesitli sikma aparatlar1 ile kompreslenerek kendi sivist ¢ikarilir.

Bu islemden oOnce bitki materyalleri kesilerek boyutlar1  kiiciiltiiliir.

13


http://tureng.com/search/substit%C3%BCsyon

Preslenen/kompreslenen materyal kukurbitasin ve diger bilesikleri icermektedir. Siv1
kisim yaninda gelen kiigiik kat1 partikiiller siiziilerek ¢ozeltiden (s1vi; kukurbitasin
igeren) uzaklastirilir. Bu kukurbitasin igeren sivi berraktir, temiz bir goériiniimii vardir.
Dolayisiyla bu asamada herhangi bir filtrasyona gerek duyulmaz. Fakat baz1 istisnai
durumlarda bu sathada filtrasyon islemi gerekebilir.

Kukurbitasin igeren sivi Oncelikle polarite indeks degeri 2.0’dan biiylik
olmayan organik ¢oziiciiler (hegzan, petrol eteri, CCls vb. veya bunlarin karigimlari)
ile ekstrakte edilir. Burada tercih edilen polarite indeks degeri 1.6 ve ¢oziicii hekzandir.
Bu islem bir kere veya ortamda bulunan waks, pigment, yiiksek kaynama noktali
terpenler, apolar yag asitleri ve saflagtirma esnasinda girisim yapabilecek sivi tiirler
uzaklastirilincaya kadar yapilir. Organik faz uzaklastirilir, geriye kalan siv1 faz az ¢ok
polar ¢oziiciilerle ekstrakte edilir. ‘Az ¢ok polar ¢oziicii’ tabiri; polarite indeksi 2.0-
5.0 (tercihen 4.5) olan organik ¢oziiciileri (kloroform, metilen kloriir, etil asetat veya
karigimlart) ifade eder. Bu ¢oziiciiler biraz polar fakat su ile karigsmayan tiirlerdir ve
kukurbitasinler i¢in yliksek affiniteye sahiptirler. Bu basamak da bir kez veya gerektigi
kadar yapilir. Ekstraksiyondan sonra organik faz alinir. Devaminda, siizme, solventle
ardigik eliisyon veya ters akim ekstraksiyon islemleri yapilabilir. Bundan sonra
kukurbitasinler, evaporasyon, fraksiyonel distilasyon, kolon kromatografisi ve yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) metotlarinin birisi veya birlikte kullanimiyla
saflagtirlir. Silika jel kolon kromatografisi burada tercih edilir (Subbiah, 1999).

Ince tabaka kromatografisi (TLC), bitki ekstraktlarinda kukurbitasin varligini
tayin etmede olduke¢a iyi bir yontemdir (Halaweish, 1993; Dinan, 2001). Analitik
HPLC, benzer yapidaki kukurbitasinler arasinda olduk¢a iyi bir ayrim saglar
(Halaweish, 1993). Kukurbitasinler polar veya orta polarlikta bilesikler olduklarindan
HPLC ile tayin ¢alismalarinda; C1g kolonlu sabit faz, mobil faz olarak asetonitril-su
karigiminin kullanildig: ters faz sistemler ve 230 nm dalga boyunda UV dedeksiyon
en uygundur. Kukurbitasinler arasinda UV spektrumlarinda belirgin farkliliklar
olmasindan dolayr maksimum absorpsiyon verdikleri dalga boyu degisiklik gosterir.
Kukurbitasinlerin saflastirilmasi ¢ogunlukla agik-kolon kromatografisinin kullanildig1
farkli kromatografik protokollerle yapilir (Rios vd., 2005).

Kukurbitasin igeren bitkilerin meyve sularindan direk olarak kukurbitasinlerin
izole edildigi ¢aligmalar az sayidadir. Genellikle meyve suyunun buharlastiriimasi

suretiyle elde edilen kalinti (kuru madde) elaterium olarak adlandirilir. Filtrelenen
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meyve suyu diislik sicaklikta kurutulur. Elaterium’un adsorban olarak kiesegel G’nin
¢oOziicii sistemi olarak da kloroform:etanol (9:1) oranminda kullanigi TLC’de
yiiriitiilmesi sonucunda sekiz leke tespit edilmis ve bunlardan ikisinin Kukurbitasin D
ve I oldugu saptanmistir (Memisoglu, 2005). Agil ve arkadaslari, elateriumdan kolon
kromatografisi kullanarak Kukurbitasin B’yi izole etmislerdir (Agil vd., 1999).
Yesilada ve arkadaslar liyofilize E.elaterium meyve suyundan HPLC ile Kukurbitasin
B tayini yapmustir (Yesilada vd., 1995). EIl-Haci ve arkadaslar1 E.elaterium’un
metanol-su (70:30) karisimi ekstraktini ¢oziiciiyli uzaklastirdiktan sonra etil asetatla
ekstrakte edip organik fazi uzaklastirdiktan sonra sulu fazi, biitil alkol ile ekstrakte
etmislerdir (El-Hac1 vd., 2011).

Cucurbita pepo (kabak)’dan elde edilen kukurbitasin i¢eren s1v1 dncelikle non-
polar ¢oziicii ile ekstrakte edilmistir. Kukurbitasinleri izole etmek i¢in silika jel kolon
kromatografisi ve flag kromatografisi kullanilmistir. Eliisyon, kloroform ve aseton
¢oziiciileri veya hacimce 95:5 oraninda toluen-aseton, etil asetat-aseton veya
Kloroform-aseton ¢oziicii sistemleri kullanilarak yapilmistir. Boylelikle, Kukurbitasin
B elde edilmistir. Ayrica, hacimce 95:5:5 oraninda kloroform-aseton-metanol veya etil
asetat- aseton-metanol ¢oziicii sistemleri ile eliie edilerek Kukurbitasin D de elde
edilmistir. Son olarak da hacimce 80:5:15 oraninda kloroform-aseton-metanol veya
etil asetat-aseton-metanol ¢oziicii sistemleri ile eliie edilerek Kukurbitasin E elde
edilmistir (Sabbiah, 1999; Citoglu vd., 2012) .

Kummalue ve arkadaslari, Trichosanthes cucumerina L. bitkisinin suyunu
eterle karistirarak kristal halinde ¢okelti elde etmisler ve bu ¢okeltiyi ters faz kolonda
su-asetonitril (55:45) ¢oziicii sistemi ile saflastirdiktan sonra yaptiklar1 analizlerle bu
kristalin karigimin temel bileseninin Kukurbitasin B oldugunu belirlemiglerdir. Bu
karisimin, akciger kanser hiicreleri (LK87 ve QG95), kolon kanser hiicreleri (HCT-15
ve HT-29), bobrek kanser hiicreleri (A498 ve NOR-P) pankreas kanser hiicreleri
tizerine antiproliferatif etkilerini aragtirmislardir. Bu karisimin doza bagimli olarak bu
hiicrelerin ¢ogalmasina inhibe etkigini belirtmislerdir (Kummalue vd., 2009).

Kanchanapoom ve arkadaslar1 c¢alismalarinda, kurutulmus meyvelere sicak
metanolla ekstraksiyon islemi uygulandiktan sonra eterle yaglar1 uzaklagtirmak i¢in
sivi-s1v1 ektraksiyonu yapmislar ve sekiz farkli kukurbitasin tiirlinii izole etmislerdir.
Elde ettikleri yagsiz kalintiyr yiiksek poroziteye sahip divinil benzen ve stirenin

kopolimerinin bulundugu kolona yiiklemisler ve sirastyla su, metanol ve asetonla eliie
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etmiglerdir. En son olarak da fraksiyonlar1 RP-18 ve silika jel dolu kolon
kromatografisine tabi tutmuslardir (Kanchanapoom vd., 2002).

Rugero ve Mata, hava ile kurutarak toz haline getirdikleri Hintonia
latiflora’nin kok kabuklarini hekzan ve sonrasinda kloroformla ekstrakte ettikten sonra
kloroformu uzaklagtirip kalintiyr silika jelle dolu kolona beslemislerdir. Hekzan
(%100 v/v), hekzan-artan miktarlarda etil aseat ve saf etil asetatla (%100 v/v) eliie
ederek fraksiyonlar1 toplayarak iki farkli kukurbitasin tiiriinli izole etmislerdir (Rugero
vd., 1987).

Cayaponia angustiloba ve Cayaponia racemosa’nin meyveleri, Gurania
subumbellata’nin kokleri kurutulmus ve %95°lik etanolla ekstrakte edilmis, ¢oziicii
tamamen uzaklastirildiktan sonra kalintt metanol-su (9:1) karisimi igerisinde ¢oziilmiis
ve hekzanla ckstrakte edilmistir. Etil aseat fraksiyonunun silika dolu kolonda
hekzan/etil asetat ve sonrasinda artan polaritede etil asetat/metanol karisimlart ile
gradient eliisyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen fraksiyonlarda Kukurbitasin B, D,
F ve iki kukurbitasin tiirevi tayin edilmistir (Jacobs vd., 1990).

Halaweish ve Tallamy, dondurulmus bitki 6rneklerini kloroformla homojenize
ettikten sonra ekstraktaki kloroformu tamamen uzaklastirip metanol ve sonrasinda
metanol-su (8:2) karisimi ile kati-sivi faz ektraksiyonu yapmislardir. Kloroformda
¢ozdiikleri 6rnekleri TLC ile metanolda ¢6zdiiklerini ise HPLC ile analiz etmislerdir.
Normal faz yiiksek performansli ince tabaka kromatografisi (HPTLC) ile sabit silika
jel plaka ve mobil faz olarak toluen-etil asetat (25:75) ¢oziicii sistemi, ters faz HPTLC
ile ise Cig plakalar ve metanol-su (7:3) ¢oziicii sistemi kukurbitasinlerin analizinde
uygulanmistir. HPLC analizinde ise, mobil faz olarak iki ¢oziicii sistemini (I-
asetonitril-su 2:8; 1l- asetonitril-su 45:55) 2 ml/dk akis hizinda kullanarak 229 nm
dalga boyunda yapmislardir. Bu sekilde ayn1 anda Kukurbitasin B, D, E, I, 3-epi-izo-
kukurbitasin D ve iki glikoziti tayin etmislerdir (Halaweish vd., 1993).

Fuller ve arkadaslari, yaptiklar1 calismada, hava ile kurutulup toz haline
getirilen Iberis amara, Gonystylus keithii ve Begonia plebeja bitkileri diklorometan-
metanol (1:1) ve metanolla ektrakte edilmistir. Sefadeks LH-20 kullanilarak
kloroformda ¢6ziinen kisima jel gecirgen kromatografisi yapilmistir. Bu bitkilerden
elde edilen fraksiyonlarda Kukurbitasin B, D, E ve I varlig: tespit edilmistir (Fuller
vd., 1994).
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Iki farkli Cucumis prophetarum tiiriiniin kukurbitasinlerinin ayristirilmasi
calismasinda, ornekler oOncelikle %95°lik etanol ile Soxhlet cihazinda ekstrakte
edilmistir. Etanol ekstraktinin daha sonra eterle karistirllmasiyla elde edilen beyaz
cokelek eter-metanol (99:1) karsiminda kristallendirilmistir. Eter ekstrakti silika jel
(100-200 mesh) kolonuna yiiklenmis ve petrol eteri, kloroform ve metanolun gesitli
karigimlari ile fraksiyonlandirilmistir. Bu fraksiyonlarda kukurbitasin tayini toluen-etil
asetatin (3:1) mobil faz olarak kullanildig1 TLC ile yapilmistir. Daha sonra HPLC ile
saflagtirtlmistir (Afifi vd., 1999).

Sturm ve arkadaglari, HPLC-kiitle spektroskopisi (HPLC-MS)’ni, tibbi
bitkilerde kukurbitasin analizi i¢in kullanmistir. Soxhletde elde edilen metanolik ham
ekstrakt Sefadeks LH-20 dolu kolonda metanolla eliie edilerek kukurbitasin i¢eren
fraksiyonlarin HPLC-MS ile analizi yapilmistir. Mobil faz % 0,01 trifluoroasetik asit
(mobil faz A) ve asetonitril (mobil faz B) dir (Sturm vd., 2000).

Caponia tayuya’nin iki temel bilesenini ayirmak i¢in Recio ve arkadaslari
mobil faz olarak diklorometan ve sabit faz olarak Sefadeks LH-20 ile jel filtrasyon
kromatografisi yapmislardir (Recio vd., 2004).

Cucurbita adrena’dan kukurbitasinlerin ayristirilmasini Jayaprakasam ve
arkadaglari, silika jel ve kloroform-aseton karigimini kullanarak orta basingli sivi
kromatografisi ile ger¢eklestirmislerdir (Jayaprakasam vd., 2003).

Cucurbita texana’nin meyvelerinin metanol ile homojenize edilen kalintis1 flag
kromatografisinde gradient olarak eliie edilmistir. Fraksiyonlar normal faz-TLC ile
analiz edilmistir. Ayrica, baz1 kukurbitasin glikozitleri de preperatif HPLC ile izole
edilmistir (Bartalis vd., 2005).

Trichosanthes kirilowii kokiiniin sulu ham ekstraktindan Sefadeks G-25 kolun
kromatografisi, Sep-Pak Plus C18 kartus ve HPLC ardisik kullanilmasiyla aktif bilesen
izole edilmistir. Hizli atom bombardiman: kiitle spektrometrisi (FAB-MS) ile aktif
bilesenlerin Kukurbitasin D ve dihidrokukurbitasin D oldugu tespit edilmistir
(Takahashi vd., 2009).

Sindhu ve arkadaslar1, Picrorhiza Kurroa bitkisinin kurutulmus toz 6rneklerin
metanol ekstraktindaki kukurbitasinleri, kloroform-metanol (82:18) karigimi ile
HPTLC’de, ayrica gradient eliisyonla %1°lik asetik asit ve asetonitrilin mobil faz
olarak kullanildigi HPLC ile tayin etmiglerdir. Metanol uzaklastirildiktan sonraki
kalintiyr kloroformda ¢ozerek silika jel (60-120 mesh) dolu kolona yiikleyerek
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kloroform-etil asetatla (70:30) eliie ederek kukurbitasini izole etmislerdir (Sindhu vd.,
2011).

Literatiirde yer alan kukurbitasinlerin HPLC ile tayinine yonelik yapilan
caligmalardaki kromatografik kosullar (kolon tiirii, hareketli faz, akis hizi, dalga boyu

ve uygulanan eliisyon tiirii) Tablo 2.3’de 6zet olarak sunulmustur.

2.4. Kanser

Kanser, basit bir ifadeyle kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi olarak tanimlanabilir.
Kanser, hiicrenin normal davranislarini diizenleyen mekanizmalarin bozulmasi sonucu
ortaya ¢ikan genetik bir hastaliktir. Normal bir hiicrenin kaser hiicresine dontisebilmesi
icin ¢ok sayida genetik degisikligin olmasi1 gereklidir. Bu degisimler sonucunda,
kanser hiicreleri kontrolsiiz olarak ¢ogalma ve boliinmeyi siirdiirerek ¢evre doku ve
organlar istila ederek (metastaz) tiim viicuda yayilirlar (Topal Sarikaya, 2014).

Kontrolsiiz ¢ogalma, esas 0zellik olmakla birlikte kanser hiicresinin normal
hiicrelerden farkli diger 6nemli biyolojik karakteristikleri de vardir. Bunlar arasinda
kontakt inhibisyondan kacabilme, boliinebilmek i¢in dis uyaranlara gereksinim
gostermeme, cogalmayir baskilayici sinyallere duyarsizlik, apoptozisten kagabilme,
anjiyogenezi uyarabilme ve metastaz yapabilme sayilabilir (Sirma, 2013). Hiicre
cogalmasi, farklilasmasi1 ve apoptoz gibi temel hiicresel siirecleri diizenleyen
baskilayict genler ve onkogenleri kodlayan bolgelerdeki mutasyonlar kanser
gelisiminde kagimilmazdir. Kanser hiicreleri, hiicre dis1 biiylime faktorlerine daha az
gereksinim duyduklarindan bu hiicrelerin ¢ogunda apoptoz goriilmez, bu nedenle
saglikl hiicrelerden daha uzun yasarlar (Duursma vd., 2003; Scholzova vd., 2007).

Kanser gelisimi, biiyiik bir cogunlukla ¢evresel faktorlere, daha az olmak tizere
de kalitsal egilime baglidir. Bunlardan hangisi olursa olsun, bir kanserin ortaya
c¢ikmasinda temel olay, hiicrenin genetik unsurlarinda olusur. Bu nedenle kanser,
genetik bir olaydir. Kanserin olusmasinda birden fazla etken rol oynar. Kansere yol
acan maddelere karsinojen denir. Tiimdrlerin gelisimi ¢ok asamali bir siireg
oldugundan bir¢ok degisik faktdr kanserin ortaya ¢ikmasini tetikleyebilir. Kansere
neden olan baslica etkenler; viriisler, toksik kimyasal maddeler, radyasyon, hormonlar,
genetik ve ailesel 6zellikler, diyet faktori, fiziksel yaralanma ve genel enfeksiyonlardir

(Aksu, 2012; Topal Sarikaya, 2014).
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Tablo 2. 3. Kukurbitasinlerin HPLC ile analizine yonelik yapilan ¢alismalar

Kolon . Akis Hiz Eliisyon Tiirii ve Tayin Edilen Kukurbitasin Dalga Boyu
. Hareketli Faz o Kaynak
(Sabit Faz) (ml/dk) Program Tiirii (nm)
Hewlett Packard A: Asetonitril-su (2:8) Gradient, baslangigta % 100 | Kukurbitasin B, D, E, |, 3-epi-iso- .
20cm x 4.6 mmi.d., 10 pm B: Asetonitril-su (45:55) 2 A, 35. dk sonunda % 0 A kukurbitasin D ve iki glikozit 229 Halaweish vd., 1993
TSK Gel ODs 120A L ’ . . o .
150 x 4.6 mm Asetonitril-su (2:3) 1 Izokratik Kukurbitasin B 230 Sezik, 1997
Bio-Sil C18 HL 90-5S; A: Asetonitril, Gradient; baslangigta % 20 A, L
250 x 4.6 mm i.d., 5 um B: Su 2 35, dk sonunda % 45 A Kukurbitasin £ 229 Alttard, 2002
(A) Preperatif; . I (A) Gradient; 50 dk da % 20-
Econosil C18 250 X 22 mm, 10 (A) A Asetonltnl, B Su 55 asetonitril veya 50 dk da %
um \(IS?AAA';/;%?}%} s (A) 13 60-75 metanol Kukurbitasinler Bartalis vd., 2005
(B) Analitik; veva A Metanol 'B' -Su B)1 (B) 57 dk da % 30-70 v
Alltima C18 250 x 4.6 mm i.d., yas. T asetonitril veya 50 dk da % 60-
5 um 75 metanol
23, 24 -dihidrokukurbitasin F;
Kromasil C8
(150 mm x 4.6 mm ID, 5 | Asetonitril - % 2 Asetik asit 1 Lineer 23, 24- dihidrokukurbitasin D; Feng vd., 2007
microm) Kukurbitasin B;
Kukurbitasin E
Gradient; 0-35. dk lineer olarak | Kukurbitasin E;
Eurospher Cig A: Asetonitril, % A 20 dan % 60 B vye, Kukurbitasin I;
(250 mm x 4 mm i.d; 5 um) B: Su ! 35-40 dk lineer olarak % 60 B | Kukurbitasin E glikozit; 230 Kaya vd., 2008
den % 20 B ye Kukurbitasin | glikozit
(A) Analitik; Supelco®, 150 X
4.6 mm, 5 um -
SR A) Asetonitril-Su (40:60) (A)1.2 - P
(B) Preperatif; ( ey ; : . Dihidrokukurbitasin B;
Shimadzu®, (B) Asetonitril-Su (42:58) B) 6 (A) Izokratik Kukurbitasin B 230 Krepsky vd., 2009
ODS, PREP-ODS, 20 X 250
mm
. Kukurbitasin E;
LiChrospher 100 RP-18¢ (4 | o/ (o5 Trifiyoroasetik asit- . . Kukurbitasin I;
mm 1.d.x250 mm, 5 pm) . 1 Izokratik . U 236 Wang vd., 2011
- o metanol (42:58) Kukurbitasin E glikozit;
Kolon sicakligr 40 °C . -
Kukurbitasin | glikozit
Gradient;
L. A: Su, Baglangigta % 100 A, sonra % | Kukurbitasin E;
Analitik C18 B: Asetonitril ! 80 A, 10 dk. sonra % 60 A, 5 | Kukurbitasin | 229,254 Saker vd., 2012

dk sonra % 40 A




Tiimorlerin tliredikleri hiicreye gore; karsinoma, sarkoma, lenfoma ve 16semi
gibi birkac temel c¢esidi vardir. Karsinoma, epitel hiicrelerden tiirevlenen malign
timdrlerdir ve insan kanserlerinin yaklasik %90’1n1 olusturur. En yaygin goriilen
karsinoma tiirleri, meme, kolon, prostat ve akciger kanseridir (Jemal vd., 2008; Topal

Sarikaya, 2014).

2.4.1. Kolon kanseri

Kolon kanseri, bagirsak i¢ yiizeyini kaplayan epitel tabakayr olusturan
hiicrelerin anormal biiyiimesi ile gelisen bir kanser tiiriidiir (Yilmazlar vd., 2004).
Uluslararas1 Kanser Ajans1 2012 yil1 i¢in yeni kanser tahminlerine gore; Diinya’da en
cok tanm1 konulan kanserlerden akciger (%13,0), meme (%11,9) ve kolon (%9,7) ile
kolon kanseri t¢iincii sirada yer almaktadir (Anonim, 2014a). Kolorektal kanser
diinyada kadinlarda en sik goriilen ikinci, en fazla 6liime neden olan ii¢lincii kanser
tiriidiir. Erkeklerde ise en sik goriilen {i¢iincii, en fazla 6liime neden olan doérdiincii
kanserdir. Ulkemizde ise kolorektal kanser kadinlarda en sik goriilen ikinci kanser, en
fazla 6liime neden olan tigiincii kanser tliriidiir. Erkeklerde ise en sik goriilen besinci,
en fazla 6liime neden olan dordiincii kanser tiirtidiir (Anonim, 2014b; Kokkun, 2014).
Diinyada, kolorektal karsinomlar i¢in her yil tahmin edilen yeni vaka sayisi
150.000’dir. Hayat boyunca kolorektal karsinom gelisme riski yaklasik % 6’dir. Bu
oran erkeklerde kadinlardan daha yiiksektir. Ortalama goriilme yasi ise 62 olup kanser
gelisme riski 40 yasindan sonra erkek ve kadinlar i¢in artmaktadir (Christine vd.,
2005). Kolorektal kanserlerden oOliim biitiin kanserlerdeki OSliimlerin %10’unu
olusturmaktadir (Grenle vd., 2001).

Kalin bagirsagin en uzun béliimii Sekil 2.6’da goriildiigii gibi kolondur. Kolon
yaklasik 5 cm kalinliginda kash tiip yapisindadir (Durhan, 2006). Kolonun ilk pargasi
¢ekumdur, boy ve genisligi 6-8 cm olan keselesmis bir organdir. Cikan kolon 15-20
cm’dir. Enine kolon (transverse) kalin bagirsagin en uzun pargasidir (30-60 cm) bunu
takip eden kisim inen kolondur ve 25 cm uzunlugundadir. Sigmoid kolon, kalin
bagirsagin en dar kismidir ve rektuma agilir (Akpmar, 2006). Sigmoid kolondan
sonraki 8-15 cm lik ekstraperitoneal kolon kismi ise rektum olarak isimlendirilir
(Erden, 1991; Bugra, 2004).
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ENINE (Transverse)
KOLON
(- 30-60 cmm)

INEN (Descending)
KOLON
(—- 25 cm)

CIKAN
(Ascending)

KOLON
(—~ 15-20 cin)

CEKUM
{Cecum){—~ 6 cin)

APPENDIX

Ampulla Recti

REKTUM Amnal Kanal
{(—~ 15-20 cm) (Canalis analis)

SIGMOID KOLON
(— 40 cin)

ANUS

Sekil 2.6. Kalin bagirsagin boliimleri

Kolon kanserlerin ¢gogu, polip denilen ve mukoz membranda anormal biiylime
sonucu olusan doku ¢ikintisi ile olugur. Normalde her giin milyonlarca kalin bagirsak
hiicresi gorevini tamamlayip 6liir ve digk: ile disar1 atilir. Bu hiicrelerin yerine yeni
hiicreler yerlesir. Genetik veya gevresel faktorlerden dolay1 bu hiicrelerin yapilarinda
degisiklik olmasi sonucu hiicrelerin normal yasam sirkiilasyonunda bozulma olur.
Boylece yeni olusan, biiyliyiip gelisen ve ¢ogalan hiicreler zaman1 gelince 6lmeleri
gerekirken 0lmezler ve anormal sekilli hiicreler seklinde ¢ogalmaya devam ederler.
Bulunduklar1 kalin bagirsak boliimiinde kiigiik bir polip (hiperplastik ve adenomatdz
polipler) olarak belirip biiyiirler. Daha sonra genetik degisiklikten dolay: olusan kanser
yapici genler sayesinde adenomat6z polipler bulunduklar1 organi istila ederek kanser
olustururlar ve diger baska organlar1 da cesitli yollarla istila ederler (Yilmazlar vd.,
2004; Kokkun, 2014; Topal, 2014). Sekil 2.7°de iyi ve kotii huylu poliplerden kanserin

gelisimi gosterilmektedir.
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Sekil 2.7. Kalin bagirsakta polipten kanser gelisimi

Kolorektal kanserin semptomlari, tiimoriin bagirsak icindeki lokasyonuna ve
metastaz yaptig1 organa bagldir. Klasik belirtileri arasinda (50 yasin iizerinde)
agirlagan kabizlik, gaitada kan, gaita ¢apinda azalma, istahsizlik, kilo kaybi, bulant1 ve
kusma yer alir (Anonim, 2014c).

Diger risk faktorleri i¢inde ilerleyen yas, erkek cinsiyet, yliksek oranda yag,
alkol, kirmiz1 et tiiketimi, obezite, sigara ve hareketsizlik yer alir. Ayrica bu kanserin
etyolojisinde genetik faktorler ve cesitli inflamatuar bagirsak hastaliklar1 (tilseratif

kolit ve Crohn’s hastaligi) gibi hastaliklar da rol oynamaktadir (Anonim, 2014c).

2.4.1.1. LS174T kolon kanseri hiicre hatti

LS174T hiicre hatt1 58 y1l 6nce bulunmus disi insan kolon kanser hiicreleridir.
Epitel morfolojiye sahiptirler ve yapisik olarak ¢ogalirlar. Bu hiicre hatti, kolonun bir
Duke’s tip adenokarsinom olustulmustur. Dokudan kiyildiktan sonra herhangi bir
sekilde transfer edilmeden 10 ay boyunca kiiltiire edilmistir. Timdrijenik olan LS174T
hiicreleri, myc +, myb +, ras +, fos +, p53 +, sis -, abl -, ros - ve src - gibi ¢esitli
onkogenlerini igerirler. Bunlar p53 i¢in negatif ama mRNA ifadesi i¢in pozitiftir. Bu
hat, c-myc, N-myc, H-ras, N-ras, myb ve fos gibi ¢esitli onkogenleri ifade eder. K-ras
ve sis onkogen ekspresyonu tespit edilememistir. LS174T hiicrelerinin iki katina
c¢itkma zamanlar1 yaklasik 22 saat olup Sekil 2.8’de ¢ogalma yogunluguna gore

morfolojik gorintiileri goriilmektedir (Anonim, 2014d-f).
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Sekil 2.8. LS174T kolon kanseri hiicrelerin morfolojik goriintiisii (Anonim, 2014f)

2.4.1.2. SW620 Kolon kanseri hiicre hatt

SW620 hiicre hatt1 51 y1l 6nce bulunmus metastatik erkek insan kolon kanser
hiicreleridir. Epitel morfolojiye sahiptirler ve yapisik olarak ¢ogalirlar. Tiimorijenik
olan SW620 hiicreleri, myc +, myb +, ras +, fos +, p53 +, sis -, abl -, ros - ve src - gibi
cesitli onkogenleri igerirler. Bu hiicreler, immiinoperoksidaz boyama ile keratin igin
pozitiftirler. Bu hiicre hatti, SW480’in elde edildigi ayn1 tiimoriin metastazindan
tiiretilmistir. Bu hat, c-myc, K-ras, H-ras, N-ras, myb, sis ve fos gibi ¢esitli onkogenleri
ifade eder. SW620 hiicrelerinin iki katina ¢ikma zamanlar1 yaklasik 26 saat olup Sekil
2.9’da ¢ogalma yogunluguna gore morfolojik goriintiileri goriilmektedir (Anonim,
2014g-h).
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Sekil 2.9. SW620 kolon kanseri hiicrelerin morfolojik gériintiisii (Anonim, 2014h)

2.5. Telomeraz ve Kolon Kanseri

Telomeraz enzimi; kromozomal uglardaki “TTAGGG”, tekrarlarinin
sentezinden sorumlu olan riboniikleoprotein yapisinda bir ters transkriptazdir. RNA
iceren bir enzim olan telomeraz, kromozom ucundaki tek zincirli DNA’y1 uzatir. Ik
defa Tetrahymena’da Greider ve Blackburn tarafindan kesfedildigi rapor edilmistir.
Daha sonra Morin tarafindan insan HeLa hiicrelerinde gosterilmistir (Burger vd.,
1997; Shay vd., 2001; Dikmen vd., 2003; Roig vd., 2009). Telomeraz enzimi
sayesinde, her hiicre bolinmesinde meydana gelen kisa ardisitk DNA tekrar dizileri
olan telomerlerin kayb1 telafi edilerek hiicrenin yasam siiresi uzatildigi Sekil 2.10’da
gosterilmistir (Hahn, 2005; Bayramoglu, 2006). Telomeraz aktivitesi, normal insan
somatik hiicrelerinde bastirilmigken germ hiicreleri, hematopoietik, epidermal,
intestinal hiicreler ile bazi kok hiicrelerde bu aktivitenin oldugu saptanmustir.
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemlerinin gelistirilmesiyle telomeraz
aktivitesinin kanserlerin  %80-90’ninda pozitif oldugu tespit edilmistir. Kolon
kanserinde de %90 gibi yiiksek bir oranda telomeraz aktivitesi bulunmustur (Kim vd.,
1994; Engelhardt vd., 1997; Cong vd., 2002; Masutumi vd., 2003).
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Sekil 2.10. Telomer wuzunlugu ve c¢ogalma kapasitesi lizerine telomeraz
inhibisyonunun etkisi

Telomeraz aktivitesi gosteren hiicrelerin telomer uzunluklarini korunur ve
boylece smirsiz biiylime 6zelligi kazanip 6liimsiiz hale gecerler. Yani; telomerazin
reaktivasyonu, hiicrelerin sinirsiz ¢ogalmasini saglayan en énemli mekanizmalardan
biridir (Blackburn, 2005). Telomeraz enziminin; RNA komponenti (hTR), ters
transkriptaz aktivitesine sahip katalitik alt birim (hTERT) ve protein komponenti
(TP1) olmak tizere iic komponenti vardir. Telomerazin diger ters transkriptazlardan
farki kendi RNA alt birimini (hTR) telomerik DNA sentezinde kalip olarak kullanmas1
Sekil 2.11°de gosterilmistir (Feng vd., 1995; Dikmen vd., 2003; Dikmen vd., 2006;
Giizelgiil vd., 2010). Telomeraz temel proteini olan hTERT bir ters transkriptaz olup
RNA’dan DNA sentezlenmesinde katalitik gorev yapar.

Telomeraz RNA'smn Telomeraz protein (TP1)

Kalip olarak kullanilan
telomeraz RNAsi (hTR)

Telomerazin aktif
bolgesi (hWTERT)

" Yeni sentezlenen
telomer DNA's1

Sekil 2.11. Telomeraz enziminin yapist
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Kanser hiicrelerinde telomeraz aktivitesinin bulunmasi ve telomeraz
aktivitesinin kanserin ilerlemesine uygun bir sekilde artis gostermesi; bu enzimin
kanser tanis1 icin diagnostik bir belirte¢ olabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle
hTERT’in normal hiicrelerde baskilanmis iken 6liimsiizliik kazanma sirasinda yeniden
aktive olmasi; telomeraz aktivitesiyle hTERT mRNA ekspresyonu arasinda belirgin
bir iligki oldugu ve hTERT ekspresyonun telomeraz aktivitesinin kontroliinde hiz
smirlayict oldugu literatiirde belirtilmektedir (Shay vd., 2001; Bayramoglu, 2006;
Yildiz vd., 2009). Daha onceki ¢alismalarda arastirmacilar, tiim kolorektal timor
orneklerinde hTERT mRNA’nin ekspresse oldugunu gostermislerdir (Saleh vd.,
2008).

Telomeraz inhibisyonu, kanser tedavisinde yeni bir umut kaynagi olabilecegini
diisiindiirmektedir. Gergekten telomeraz inhibisyonun insan kanser hiicrelerinin
cogalmasini smirladigini gostermesi kanser tedavisi i¢in telomeraz inhibisyonun
potansiyel kullanimimi desteklemektedir. hTERT ile ters transkriptazlar arasinda
yapisal ve mekanistik benzerlikler olmasi neticesinde, bilinen ters transkriptaz
inhibitorlerinin insan telomerazini giiclii bir sekilde inhibe edebilecegi hipotezi
kurulmustur (Hahn vd., 1999; Pascolo vd., 2002; Sidorov vd., 2003; Huang vd., 2005).

Boldrini ve arkadaslari, yaptiklar1 ¢alismada, kolon kanseri gibi ¢esitli epitel
kanserlerde hTERT mRNA ekspresyonu ile telomeraz aktivitesi arasinda giiclii bir
korelasyon oldugunu gostermislerdir (Boldrini vd., 2002).

Resveratroliin kolon kanser hiicrelerindeki telomeraz aktivitesi tizerine etkisini
in vitro olarak arastiran Fuggetta ve arkadaslari, bu bilesigin yiiksek
konsantrasyonlarda telomeraz aktivitesin down-regiile ettigini bulmuslardir (Fuggetta
vd., 2006).

Kukurbitasin B’nin gogilis kanser hiicrelerinde antiproliferatif etkisinin
arastirildigr ¢alismada, bu hiicrelerde hem hTERT hem de c-Myc ekspresyonunu
down-regiile ederek telomerazi inhibe ederek anti kanser etki gosterdigini

bulmuslardir (Duanginano vd., 2010).

2.6. Hiicre Cogalmasinin Modellenmesi ve Parametre Belirleme

Biyolojik ve kimyasal proseslerin performanst amprik yontemlerle
incelenmektedir. Fakat amprik yaklagim prosesin tiimiinii agiklamada yetersiz kalir.

Bu yetersizligi gidermek i¢in modelleme yapilir. Modellemenin amaci, prosesin
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timiinii kapsayarak gercek performansimi teorik bilgiler 1s18inda Ongdrmeye
calismaktir. Model kurulurken prosesi etkileyen parametrelerin neler olacagi ve bu
parametrelerin sayisal degerlerinin nasil bulunacagini belirlemek gerekir. Boylelikle
modelleme bize prosesin daha iyi anlasilmasi konusunda yardimci olur. Model
kurulduktan sonra elde edilen esitlik deneysel veriler kullanilarak test edilir. Deneysel
veriler ile modelden elde edilen degerler arasinda uyum saglanincaya kadar model
tyilestirilir. Boylece model, deneysel verilerle karsilastirilarak prosesin tasarim,
optimizasyon ve kontrolii i¢in kullanilir (Tiirker, 2005).

Hiicre cogalma kinetigi, kimyasal ve fiziksel kosullarin hiicre biiylime
(¢cogalma) hizina etkisini inceler. Bu etkileri tanimlamada ise matematiksel modeller
kullanilir. Matematiksel modeller sistemleri kullanilarak kanser hiicrelerinin gelisim
seyri hesaplanabilir. Eldeki verilerle en dogru tahminler yapilabilir. Bir biyolojik
sistemde, biiyiime hiz1; sabit, siirekli artan yada azalan veya degisken hizlarda ifade
edilebilir. Modellerin ¢ogu dogrusal olmayan bir diferansiyel-cebirsel denklem
takimindan olusur. Bu denklem takimlarmin igerdigi parametreler ortamin sartlarina
gore sabit olabilir. Ancak gergek proses sistemlerinde parametreler degisken olarak
kabul edilir ve cesitli optimizasyon yontemleriyle belirlenmeye c¢aligilir (Yiiceer,
2005; Ratledge vd., 2006).

Hiicreler lag fazindan sonra biiylime fazina (log fazi, logaritmik iireme safhasi)
girerler. Hiicreler iyice ortama adapte olduktan sonra logaritmik ¢ogalma safhasinda
hizla ¢ogalirlar. Hiicre sayis1 ve kiitlesi zamanla iistel olarak artar. Besiyerindeki
bilesiklerin derisimleri yiiksek oldugundan lireme hizi derisimden bagimsizdir ve
hiicre derisimine gore birinci mertebedendir. Cogalma hizi, 6zgiil ¢ogalma hizi

(specific growth rate) ile karakterize edilir.

dx
< = IX (2.1)

t=0da X=Xo

Burada X hiicre derisimi (kg/m®), t zaman, p 6zgiil iireme hiz1 (h?) dir.

Denklem (2.1)’nin integrali alinirsa,
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X
lnX— = ut veya X = X, * exp(ut) (2.2)
0

elde edilir. InX e karst t'nin grafige gecirilmesiyle p bulunur. Hiicre
konsantrasyonunun iki katina ¢ikmasi igin gereken siire, boliinme siiresi (doubling

time) tq kolaylikla hesaplanabilir.
t,=—o (2.3)

Yavaslama fazi, logaritmik ¢cogalma fazini izleyen sathadir. Bu fazdan sonra
gelen duragan faz, hiicre konsantrasyonunda bir degisiklik olmamasi ve genellikle
besiyerindeki besinlerin azalmasini, metabolik artik {iriinlerin birikerek biiylimeyi
inhibe etmesini ve hiicrelerin biiylime yiizeyini tamamen kaplamasini (%100
konfluentlik) ifade etmektedir. Bu fazda hiicre 6liim orani, biiylime oranina esittir. Net
tiretim hiz1 sifirdir. Son faz olan azalma fazi ise, hiicre 6liimiiniin bir sonucu olarak
meydana gelmektedir. Bu faz hiicre canliliginin en diisiik diizeyde oldugu kiiltiir
fazidir. Olgiilen canli hiicre konsantrasyonu azalmaktadir. Olme hizi matematiksel
olarak birinci derecedendir (Bailey vd., 1986; Doyle vd., 1998; Schuler vd., 2002;
Topal, 2004; Oztiirk, 2006).

O(Ij_)t< — kX veya X=X (2.4)

Burada Xs; duragan fazin sonundaki hiicre derisimi, Kg; birinci dereceden 6lme sabiti.

In X’e kars1 t” nin grafige gecirilmesiyle egimden Kq bulunur.

Birim zaman i¢indeki hiicre cogalmasi biiyiime egrileri ile ifade edilir. Biiyliime
egrileri ¢esitli modeller kullanilarak yapilir. Biiyiime egrilerinin sekli hiicrenin tiiriine
ve incelenen 6zellige gore degisiklik gosterir. Sigmoidal seklinde olan biiyiime egrileri
(lojistik, Verhulst, Gompertz gibi) biyolojik anlamlar1 olan (um gibi) parametreler
yerine matematiksel parametreler icerirler. Eger bu parametrelerin biyolojik

karsiliklar1 yoksa baslangi¢ degerlerini tahmin etmek giictiir. Bulunan matematiksel
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parametreler kullanilarak biyolojik parametreler hesaplanabilir (Zwietering vd., 1990,
Magni vd., 2006). Norton (1998), insan gogiis kanser hiicrelerinin biiylimesinin

Gompertziyan bir modele uydugu gosterilmistir (Norton vd., 1998).

N(t) = N(0) xexp(k * [1 — exp(—=b *t)]) (2.5)

k = log. [N(Oo)/ N(O)]

Burada, N(t); t zamanindaki hiicre sayisi, N(0); baslangictaki hiicre sayisi, N();
maksimum hiicre sayisi, k,b; sabitler ve t zamandir.

Biiylime hizi hiicrelerin yasam siiresi boyunca sabit degildir. Dolayisiyla,
dogrusal modeller, hiicrelerin ¢cogalmasini modellemek i¢in yetersiz kalabilmektedir.
Farkli biiyime hizlarinin gergeklestigi durumlarda dogrusal-olmayan modellerin
kullanilmas: daha uygundur (Bilgin vd., 2003). Non-lineer denklemler Marquardt
algoritmali dogrusal olmayan regresyonla biiyiime verilerine uydurulabilir. Cogu
zaman egri uydurma, egri boyunca herhangi bir noktay: bulmada kullanilabilecek bir
denklem elde etmek icin yapilir. Bazi durumlarda ise elde edilen verilere daha uygun
modeli bulmak i¢in egri uydurma yapilir ve model denklemi elde edilir.

Yapilan bir calismada, belli bir dozda uygulanan tedavi ile belli oranda kanserli
hiicre 6ldiigiinii ortaya ¢ikarmislardir. Fare kanser hiicreleri katlanarak ¢ogalirken
insan kanser hiicreleri daha ¢ok Gompertz modeli denen biiyiime kinetigine uygun
biiyiirler. Sigmoidal olan Gompertz modelinde 6zgiil biiyiime hiz1 (p) sifirdan baglar
maksimum bir degere (um) ulasir. Bliylime hizinin yavaslayarak tamamen durdugu
noktada bir asimptot elde edilir (Norton, 1988; Anonim, 2015a).

Sistemi tanimlayan kinetik ifadeler i¢in parametre belirleme yapilmasi
kimyasal ve biyolojik sistemlerin kontrolii, optimizasyonu ve tasarimi igin gereklidir.
Parametre belirlemede ama¢ modelden elde edilen degerler ile deneysel veriler
arasindaki farkin minimize edilmesidir. Ilk olarak parametreler i¢in uygun baslangig
degerleri verilir. Bu baslangi¢c degerlerinden yararlanilarak model verilen zaman
araliginda integre edilir ve Olgiilen niceliklerin degeri bu araliklar i¢in hesaplanir
(Yiiceer, 2005).

Parametre sayisinin belirlenmesinde uygulanan genel strateji, model sonuglari

ile deneysel sonuclar arasindaki farka gore elde edilen esitligin (amag¢ fonksiyonunun)
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minimuma indirilmesidir. Amag fonksiyonu (J) olarak Esitlik 2.6’da verilen tiim hal

degiskenleri i¢in tahmin ve deneysel veriler arasindaki hata farkinin kareleri toplami

secilmistir.
‘]:ZZ(XU‘ _Xd,ij)2 (2.6)
il jo1

Burada x: hesaplanan veriler, xq; deneysel veriler, n; toplam hal degiskeni
sayist ve m; toplam deney saisidir.
Secilen optimizasyon algoritmasina gore amag fonksiyonu minimize edilerek

yeni parametreler hesaplanir.

2.6.1. Parametre tahmininde kullanilan optimizasyon yontemleri

Olusturulan modelde sinirlamalarin mevcut oldugu durumlarda sinirlamali
optimizasyon yontemi olan ‘Sequential Quadratic Programming’ (SQP)
kullanilmalidir. Sinirlamasiz problemler igin Gauss-Newton veya Levenberg-
Marquardt yontemleri kullanilabilir. Amag fonksiyonu, hata farklarinin karelerinin
toplami, mutlak hata veya standardize edilmis verilerden hesaplanan hata farklarinin
karelerinin toplami olarak secilebilir (Yiiceer, 2005).

Parametre belirlemek icin genel algoritma Sekil 2.12°de verilmistir.
Parametrelerin baslangi¢ degerleri kullanilarak her bir 6lgiim araliginda modelin hal
degiskenlerinin degerleri hesaplanir. Modelden elde edilen degerlerin deneysel
degerlerle karsilastirilmasinda secilen amag¢ fonksiyonu kullanilir. Optimizasyon
algoritmasina gore amag fonksiyonu minimize edilerek yeni parametreler hesaplanir.
Amag fonksiyonunun degisimine gore islemler tekrar edilir. Istenen toleranslara
ulasildiginda optimizasyon iglemi sonlanir.

SQP yontemi; her bir iterasyondaki yaklasima gore, Quasi-Newton giincelleme
prosediirii kullanilarak Lagrangian fonksiyonunun Hessian’ 1 hesaplanir, bu deger QP
alt problemin ¢6ziimiinde kullanilir. Bulunan ¢6ziim, ‘Line search’ (dogrusal arama)
prosediiriine gére tarama yoniiniin belirlenmesinde kullanilir. ‘Line search’; bir ¢ok
sinirlamal1 ve siirlamasiz optimizasyon ydntemlerinde alt problemlerin ¢dziimii i¢in
tarama yoniinii belirlemede kullanilir. Minimum deger boyunca tarama yonii,
interpolasyon ya da ekstrapolasyon igeren polinom yontemleri (quadratik, kubik gibi)

prosediirii kullanilarak belirlenir (Yiiceer, 2005).
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Parametrelerin baslaneic degerleri

l

Belirli bir zaman araliginda modelin ¢alistirilmasi ve

Y

Model

Y

A

verilerin hesaplanmasi(xi)

Y

Amag fonksiyonunun hesaplanmasi (J)

Olgiim

A

degerleri X

Y

Optimizasyon > SQP
Yeni parametrelerin tahmini <
1
Hayir
Kiyaslama Evet
Tahmin
Degerleri

Sekil 2.12. Parametre belirleme i¢in algoritma (Yiiceer, 2005)

MATLAB® programinin optimizasyon paketinde, kisitli (stirlandirilmis) ok
degiskenli fonksiyonun optimumunu, dogrusal olmayan program mantigiyla bulan
hazir bir fmincon fonksiyonu mevcuttur. fmincon algoritmasinda dogrusal olmayan
programlama yoOntemlerinden en gelismisi olarak bilinen SQP yontemi
kullanilmaktadir (The Mathworks, 2009).

MATLAB® programindaki fmincon; lineer olmayan ¢ok degiskenli bir
fonksiyonda, bilinmeyen paremetrelere belirli sinir sartlar tanimlayarak, fonksiyonun
minimum ya da maksimum degerinin ¢6ziimii i¢in kullanilir. Bu yontem ile parametre
degerlerinin smir sartlarina goére fonksiyonu maksimum/minimum Yyapan parametre
degerleri bulunabilir. Asagida belirtildigi sekilde kullanilan fmincon komutunun

parametrelerinin anlamlart Tablo 2.4 ‘de verilmistir (Anonim, 2015b).
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x = fmincon(fun,x0,A,b)

x = fmincon(fun,x0,A,b,Aeq,beq)

x = fmincon(fun,x0,A,b,Aeq,beq,Ib,ub)

x = fmincon(fun,x0,A,b,Aeq,beq,Ib,ub,nonlcon)

x = fmincon(fun,x0,A,b,Aeq,beq,Ib,ub,nonlcon,options)
x = fmincon(problem)

[x,fval] = fmincon(__ )

[x,fval,exitflag,output] = fmincon(__ )

[x,fval,exitflag,output,lambda,grad,hessian] = fmincon(__ )

fmincon fonksiyonu Tablo 2.4’de verilen komutlarla kullanilabilir.

Tablo 2.4. fmincon komutunun parametrelerinin anlami

Parametre Anlam
Girdi Parametreleri
Fun Hedef fonksiyonu i¢ceren m-dosyasinin ismi
X0 Tasarim degiskenlerinin baglangi¢ degerleri
Ab Lineer esitsizlik kisitlayict fonksiyonun katsayilar: (A*x<=b)
Lineer  esitlik  kisitlayict  fonksiyonun  katsayilar
Aeq, beq
(Aeg*x=beq)
Ib Degiskenlerin alt sinir1
Ub Degiskenlerin iist sinir1
Nonlcon Kisitlayic1 fonksiyonlar igeren fonksiyon
Options Optimizasyon algoritmasini kontrol eden segenekler
Cikt1 Parametreleri
X Optimum tasarim degiskenlerinin atandig1 vektor
Fval Optimum noktada hedef fonksiyonun degeri
Output Optimizasyon ¢oziimii hakkinda daha detayl1 bilgi verir
Lambda Lagrange carpanlarinin degerleri
Grad Optimum noktada hedef fonksiyonun gradyanti
Hessian Optimum noktada hessian matrisinin degerini verir
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2.6.2. Model Performansi

Bir modelleme isleminin performansi, olusturulan modelin temsil ettigi ger¢ek
sistemle elde edilen deger ile modelden elde edilen deger arasindaki farkin (hata) esas
alindig1r farkli istatistiksel Olgiitler kullanilarak belirlenmektedir. Yaygin olarak
kullanilan &lgiitler; Ortalama Kare Hata Karekokleri (Root Mean Square Error-
RMSE), Ortalama Mutlak Hata (Mean Absolute Error - MAE), Ortalama Mutlak
Yiizde Hata (Mean Absolute Percentage Error - MAPE) ve Korelasyon Katsiyisi
(R)’dur.

Ortalama Mutlak Hata (MAE)

MAE, ol¢tim degerleri ile model tahminleri arasindaki mutlak hatay1 6lger.
Modelin tahmin degeri, MAE degeri ne kadar sifira yaklasirsa o kadar iyi olur.

Formiilu;
1 n
MAE:NZ|fi -yl (2.7)
i=1

(fi;tahmini deger, yi; gercek deger, N; ornek sayisi)
Ortalama Mutlak Yiizde Hata (MAPE)

MAPE, tahmin hatalarini yiizde olarak ifade eder ve bu nedenle de tek basina
bir anlam1 vardir. MAPE degerleri; %10’un altinda olan modeller “cok 1yi”, %10-%20
arasinda olan modeller “iyi”, %20 - %50 arasinda olan modeller “kabul edilebilir” ve
%350’nin lizerinde olan modeller ise “yanlis ve hatali” olarak smiflandirilmistir.

Formiilu;

o - 1005

i=1

f,—_y,‘ (2.8)
Yi

(fi; tahmini deger, yi; gercek deger, N; drnek sayisi)
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Ortalama Kare Hata Karekokleri (RMSE)
RMSE, 6l¢iim degerleri ile model tahminleri arasindaki hata oranini belirlemek

amaciyla kullanilmaktadir. RMSE degerinin sifira yaklasmasi modelin tahmin

kabiliyetinin artmas1 anlamina gelmektedir.

(2.9)

(fi; tahmini deger, yi; gercek deger, N; drnek sayisi)
Korelasyon Katsayisi (R)

Degiskenler arasindaki iliskinin diizeyi olan R’nin, 0,90-1,00 olmasi
durumunda cok yiiksek, 0,70-0,89 olmasi durumunda ytiksek, 0,50-0,69 olmasi
durumunda orta, 0,26-0,49 olmasi durumunda zayif, 0-0,25 arasinda olmasi
durumunda iligki diizeyi ¢ok zayif seklinde yorumlanabilmektedir (Lewis, 1982;
Toprak, 2011; Erdal, 2015).

_ LE-X)-Y)
02692 (2.10)
(x, y; degiskenler)
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Bitki materyali

E.elaterium (act kavun) bitkisinin Sekil 3.1°de goriilen olgun meyveleri

Adana’da Seyhan Nehri kenarinda 2012 yil1 Eyliil ay1 igerisinde yag olarak toplandi.

Deneysel ¢alismalarda kullanilana kadar glines gérmeyen ve klimayla sogutulan odada
bekletildi.

5 PT AT Vi i / 4 o

Sekil 3.1. E.elaterium bitkisi ve meyveleri

3.1.2. LS174T ve SW620 hiicre hatlar1

Calismada, Alman Kanser Arastirma Merkezinden (DKFZ; German Cancer
Research Center) flicretsiz olarak temin edilen LS174T ve SW620 insan kolon

adenokarsinom hiicreleri kullanildi.
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A) B)

Sekil 3.2. LS174T (A) ve (B) SW620 hiicreleri

3.1.3. Kullanilan cihaz ve yardime aletler

HPLC (Schimadzu, Japonya)

Nucleosil 100-5 C18; 250 x 4.6 mm i.d.; 5 um analitik kolon (Macherey-
Nagel, Almanya)

Buzdolabi (Argelik, Tiirkiye)

Derin Dondurucu -80 °C (Niive, Tiirkiye)

Elektroforez tanki

Hassas terazi (Denver, APX-200, ABD)

Inkiibatér (Thermo Scientific, Heracell 150i, ABD)

Isik mikroskobu (Olympus DP72, Japonya)

Isiticili manyetik karigtirici (Mtops, Kore)

Jel goriintiileme sistemi (UVP, ChemiDoc-It?, ABD)

Laminer (Thermo Fischer Scientific, Herasafe KS, ABD)

LightCycler 96 Real-Time PCR cihazi (Roche, Almanya)

Mikropipetler, 0.1-2.5 pL, 0.5-10 pL, 2-20 puL, 10-100 pnL, 20-200 pL, 100—
1,000 uL (Eppendorf)

Mikroplaka okuyucu (Biotek, ABD)

MyCycler otomatik 1s1 dongii cihazi (Bio-Rad, ABD)

Rotary Evaporatdr (Buchi, R210, Isvigre)
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Saf su cihazi

Santrifiij (Hettich Zentrifugen, Almanya)
Sogutmali santrifiij (Hettich Zentrifugen, Almanya)
Spektrofotometre (NanoDrop)

Spin vorteks (Heidolph, Almanya)

Su Banyosu (Bechmark MyBath, ABD)

UV Kabin (Camag, Muttenz, isvicre)

Vakumlu firin (Model EV 018, Niive, Tiirkiye)
Vakumlu pompa (Edwards, UK)

3.1.4. Kullanilan sarf malzemeler

Cam kromatografi kolonu (400x20 ve 600x30 mm)

Hiicre dondurma ampiilii (Greiner, Almanya)

Hiicre kiiltiir flasklar1, 25 cm? ve 75 cm? (Sarstedt, ABD)

Neubauer Hiicre Sayim Lami (Superior, Almanya)

Pipet uclar1 (Eppendorf)

Silica gel 60 F2s4 20x20 cm aliiminyum TLC plakalar1 (Merck, Almanya)
Steril falcon tiipler (15 ml ve 50 ml) (Isolab, Almanya)

Siizgeg kagidi (MN 640 W (Fast Filtration))

3.1.5. Kullamilan kimyasallar

Agaroz (Sigma-Aldrich, Poole, UK)
Aseton (Carlo Erba, Italya)
Asetonitril (HPLC Saflikta, Carlo Erba, Italya)
Dimetil siilfoksit (DMSO)
Etanol (HPLC Saflikta, Merck, Almanya)
Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)
Hekzan (Merck, Almanya)
Hidroklorik asit (Merck, Almanya)
Inaktive edilmis fetal sig1r serumu (FBS Gold) (PAA, Almanya)
Iso-propanol (Merck, Almanya)
Kloroform (Carlo Erba, Italya)
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L-Glutamin (Lonza, Isvicre)

Metanol (HPLC Saflikta, Carlo Erba, italya)

PBS (Phosphate Buffered Saline)

Penisilin/Streptomisin (PAN Biotech, Almanya)

RPMI 1640 besiyer (Lonza, Isvigre)

Silika jel (230-400 mesh) (Merck, Almanya)

Silika jel (70 - 230 mesh) (Merck, Almanya)

Standart Kukurbitasin D (CAS No: 3877-86-9, Purity (HPLC)>%095,
Extrasynthese, Fransa)

Standart Kukurbitasin 1 (CAS No: 2222-07-3, Purity (HPLC)>%95,
Extrasynthese, Fransa)

Tripsin-EDTA (Merck, Almanya)

LST174T ve SW620 Hiicre Hatlar

3.1.6. Kullanilan Kitler

Fast Start Essential DNA Probes Master kiti (Lot N0:10641900, Ref No: 06
402 682 001) (Roche, Almanya)

High Pure RNA izolasyon kiti (Lot N0:10327500 Ref No: 11 828 665 001)
(Roche, Almanya)

Hiicre canlilig: kiti; MTT (3-(4,5-Dimethyl -2 thiazolyl)- 2,5 -diphenyl- 2H-
tetrazolium) (Serva, Almanya)

Real Time Ready Assay (Roche, Almanya)

Transcriptor First strand cDNA Sentez kiti (Lot N0:1076901, Ref No: 04 379
012 001) (Roche, Almanya)
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3.2. Metod

Deneysel c¢alismalar, 4 asamada gerceklestirildi. ilk asamada, olgun
E.elaterium meyvelerinin sikilmasi, preslenmesi gibi 6n islemler uygulanarak meyve
suyu elde edildi. Daha sonra meyve suyunun sirasiyla hekzan ve kloroform ile
ekstraksiyonu gerceklestirildi. Ikinci asamada, kloroform ekstraktlar1 rotary
evaporatdrde ¢oziiciiniin uzaklastirilmasiyla konsantre hale getirildi. Ham ekstrakt
daha sonra kolon ve flas kromatografisi ile fraksiyonlara ayrildi. Ugiincii asamada,
oncelikle bu farksiyonlarda HPLC ile Kukurbitasin D ve I tayini yapildi. Kukurbitasin
D ve I'nin varlig: tespit edilen fraksiyonlardan bu maddelerin fraksiyon toplayicisi
bulunan HPLC ile ayristirilmasi ve saflastirilmasi islemleri yapildi. Sonrasinda HPLC
fraksiyonlari liyofilize edildi ve liyofilize edilen 6rnekleri yine HPLC cihazi ile saflik
kontrolii yapildi. Dordiincii asamada, saf bir sekilde elde edilen Kukurbitasin D ve
I’'nin hem LS174T ve SW620 kolon kanser hiicrelerine MTT testi ile antiproliferatif
etkisi hem de bu hiicrelerdeki telomeraz aktivitesine etkisi incelendi. Bu ¢alismada

uygulanan deney prosediirii sematik olarak Sekil 3.3’de gosterilmistir.

3.2.1. On islemler ve ekstraktlarin hazirlanmasi

3.2.1.1. On islemler

Klimal1 odaya birakilan olgun meyvelerin konulduklar1 kap igerisinde
kendiliginden suyunu biraktig1 goriildii. Bir hafta sonunda yaklasik 2 L meyve suyu
alindi. Meyve suyu kaptan alindiktan sonra meyveler ayni kap igerisinde tekrar
beklemeye birakildi. Ikinci haftanin sonunda 2 L meyve suyu daha kaptan alindi.
Meyvelerden kalan suyu almak i¢in bir pres tasarimi yapilarak yerel imkanlarla imalati
Sekil 3.4’te gortildiigii gibi yapildi. Bu pres ile meyvelerin kalan suyu ¢ikarildi. Pres
suyu ile beraber toplam 6 L meyve suyu elde edildi. Elde edilen meyve sulari
birlestirilerek daha sonra siizme ve ekstraksiyon islemine tabi tutulmak iizere +2 ile
+8 °C sicaklikta tutulan buzdolabina yerlestirildi.

Meyve sular1 once tek kat tiilbent ile daha sonra iki kat tiilbent ile slizme
islemine tabi tutuldu. Bunun akabinde Sekil 3.5’de gosterilen vakum diizenegi yardimi
ile 6nce kaba siizgec kagidi daha sonra daha sonra ¢ift kat MN 640 W (Fast Filtration)

stizge¢ kagidi kullanilarak stizme islemi yapildu.
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E.glaterium Olgun Meyveleri

1. Azama

-

2. Azama J

3. Azama 4

'

On Iglemler

(Presleme, siizme vb.)

'

Hegzanla Ekstrakesiyon

v

Kloroformla
Ekstraksivon

Rotary Evaporatir

Coziieid

v

Ham Elkstrakt

!

Fraksiyonlama
(Folon ve Flag
Eromatogriafi)

h

HPLC ile Izolasyon
i Analitil Kolonda)

HFLC
Anahizi

'

Liyofilizasyon

—

StandartlarlaSaflik
Kontroli

!

4. Agama
Antiproliferatif

Etki (MTT Test)

Sekil 3.3. Calismanin deneysel prosediirii
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Sekil 3.4. E.elaterium meyvelerinin suyunu stkmada kullanilan pres

Sekil 3.5. E.elaterium meyve suyunun vakum diizenegi ile siiziilmesi
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E.elaterium meyve suyundaki kukurbitasin tiirlerinin ekstraksiyon igleminde
uygun ¢oziicii ve/veya ¢oziicii sisteminin se¢ilmesi zaman alacagindan ve bu zaman
zarfinda sadece kii¢lik bir hacimde numunelerle denemeler yapilacagindan, meyve
suyunun bozulma ihtimaline karst mevcut imkanlar dahilinde meyve suyunun
kurutularak saklanmasina karar verildi. Siiziilen meyve suyu; her birinde 9 mL olacak
sekilde petri kaplarina yerlestirildi. Meyve suyu doldurulan petri kaplari Sekil
3.6(a)’da gosterilen vakumlu firina yerlestirilerek 23 °C sicaklik ve yaklasik 0,1 bar
basing altinda kurutuldu. Kurutma sonunda petri kaplarinin dibinde olusan kahverengi
kalintilar birlestirilerek ekstraksiyon isleminde kullanilmak tizere -18 ile -22 °C
sicakliktaki derin dondurucuya birakildi. Sekil 3.6(b)’de 1 nolu sisede E.elaterium
meyve suyu, 2 nolu sisede vakum firinda uzaklastirilan sivi gosterilmektedir. Petri

kabinda ise E.elaterium meyve suyu kalintis1 (kuru madde) goriilmektedir.

(a)

Sekil 3.6. (a) E.elaterium meyve suyunun kurutuldugu vakumlu firmn (b) kurutulan
meyve suyu ve kalintisi
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Meyve suyu kalintisindan 5 g alinarak 100 mL saf suda ¢6ziildii. Elde edilen
sulu ¢ozeltiden kukurbitasinlerin verimli bir sekilde izolasyon ve saflastirilmasi igin

ekstraksiyon sartlarini belirlemek amaciyla cesitli deney ve yontemler uygulandi.

3.2.1.2. Hekzan ile ekstraksiyon ve ekstraksiyon sartlarimin belirlenmesi

E.elaterium meyve suyunun vakumlu firinda kurutulmasi ile olusan kalintinin
(kuru madde) saf suda ¢6ziilmesi sonucu elde edilen ¢ozelti kukurbitasinlerin yani sira
suda ¢oziinebilen yag asitleri, vaks, pigment ve yiiksek kaynama noktali terpenler gibi
izolasyon ve saflagtirma islemleri esnasinda girisim yapabilecek tiirleri igermektedir.
Bu maddeleri uzaklastirmak icin hekzan ile ekstraksiyon gerekir (Subbiah, 1999).

Hekzanla ekstraksiyon calismalarinda ekstrasiyon siiresi ve ardisik
ekstraksiyon sayist; Sekil 3.7.(a)’da cam balon igerisinde meyve suyu ile birlikte ve
Sekil 3.7.(b)’de ise ayirma hunisi ile ayrilmis olarak goriilen kirli beyaz kalinti
varligina gore yapildi. Kirli beyaz kalint;; hekzan fazi olup hekzanda ¢oziinen
maddeler bu faza gectiklerinde kirli beyaz bir goriintii olugsmaktadir. Bu faza gececek
madde bulunmadiginda ise hekzan kendi renginde olmaktadir. Hekzanla
ekstraksiyonun isleminin sonlandirilmasina, meyve suyu hekzan ara yiizeyinde ¢ok

cok az miktarda bu kirli beyaz kalintinin olugsmas1 durumuna bakilarak karar verildi.

Sekil 3.7. E.elaterium meyve suyunun hekzanla ektraksiyonu
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Ekstraksiyon sartlarint belirlemek icin farkli sicaklik (oda sicakliginda ve 40
°C’de) ve meyve suyu/hekzan oranlarinda ekstraksiyonlar yapildi. Sicaklik
denemelerinde, ekstraksiyon siiresince balonda hekzanin 1sinmasiyla olusan buharlari,
Sekil 3.8’de goriildiigii gibi cam balona baglanan dikey geri sogutucuda

yogunlastirilarak ekstraksiyon ortamina tekrar gonderildi.

Sekil 3.8. E.elaterium meyve suyunun 40 °C sicaklikta dikey geri sogutucu
kullanilarak hekzanla ektraksiyonu

Sekil 3.9°da 6zet olarak verilen bu deneysel caligmalara gore; oda sicakliginda
meyve suyu/hekzan 1:1 oraninda ekstraksiyonu, meyve suyu/hekzan 2:1 oraninda
ekstraksiyonuna nazaran daha az sayida ekstraksiyon yapildi. Yani ekstraksiyon
sayisinda azalma oldu. Daha sonra ¢6ziicii miktarinin arttirilmasiyla ekstraksiyon
sayisiin daha da azaltilabilecegi diisliniilerek meyve suyu/hekzan 1:2 oraninda hem
oda sicakliginda hem de 40 °C sicaklikta ekstraksiyon islemi yapildi. Her iki
ekstraksiyon ¢alismasinda da ekstraksiyon siiresince bir zamandan sonra hekzan fazi
icerisinde beyaz kalinti miktarinin artmadigr goriildiiglinden ekstraksiyon islemi
sonlandirildi. 1:2 oraninda yapilan islemlerde ekstraksiyonun zayif yani fazlar
arasinda kiitle transferinin ¢ok az oldugu gozlendi. Ekstraksiyonun hangi sicaklikta ve
kac defa yapilacagi, ardisik ekstraksiyonlar sonunda hekzan fazindaki kirli beyaz

kalint1 yogunlugu g6z 6niine alinarak bu faza gecen madde miktarinin ¢cok az oldugu
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yani fazlar arasi kiitle aktarimimin diisiik oldugu durum/an degerlendirilerek karar
verildi. Buna gore; ekstraksiyon kosullari, 1:1 oraninda meyve suyu/hekzan ile 40

°C’da ise tli¢ defa ekstraksiyon yapilmasi seklinde belirlendi.

' Y ' -
Oda sicakliginda 40 °C sicaklikta
ekstraksiyon ekstraksiyon
\_ o /' _ o /

[ | meyve | meyve
suyu/hekzan (2:1) suyu/hekzan (1:1)
| meyve || meyve
suyu/hekzan (1:1) suyu/hekzan (1:2)
| meyve
suyu/hekzan (1:2)

Sekil 3.9. Farkli sicakliklardaki ekstraksiyon islemlerinde meyve suyu/hekzan oranlari

Ekstraksiyon siiresi de deneysel calismalar esnasinda her saatte hekzan
fazindaki (organik faz) kirli beyaz kalinti yogunlugu gozlemlenerek belirlendi.
Yapilan saatlik gozlemler sonucunda hem oda sicakliginda hem de 40 °C’daki
denemelerde yaklasik altinci saatin sonunda transfer olan/organik faza gecen madde
miktarinin sabit kaldig1 gézlendi. Buna dayanarak her bir ekstraksiyon siiresi alt1 saat
olarak belirlendi.

Optimum kosullarin belirlenmesinden sonra elde edilen tiim meyve suyu
ornekleri bu kosullarda hekzan ile ekstrakte edildi. Her bir ekstraksiyon sonrasi
karisim, ayirma hunisine konularak organik ve sulu faz ayri ayr1 alindi. Organik faz
uzaklastirildi, sulu faz bir sonraki ekstraksiyon isleminde kullanilana kadar +2 ile

+8 °C sicaklikta tutulan buzdolabinda sakland.

3.2.1.3. Kloroform ile ekstraksiyon ve ekstraksiyon sartlarinin belirlenmesi

E.elaterium meyve suyu Ornekleri hekzan ile ekstraksiyon islemine tabi
tutulduktan sonraki sulu faz kukurbitasinler i¢in yiiksek affiniteye sahip kloroform ile

ekstrakte edildi. Optimum ekstraksiyon sartlarini belirlemek i¢in bu asamada da farkli

45



sicaklik (oda sicakliginda ve 40 °C’de) ve meyve suyu/kloroform oranlarinda
ekstraksiyonlar yapildi. Sicaklik denemelerinde isinan kloroform dikey sogutucu
kullanilmasimma ragmen ekstrasiyon ortamindan uzaklastigi i¢in bu islemden
vazgecildi. Kloroformla ekstraksiyon i¢in uygun kosullarin belirlenmesine oda
sicakliginda farkli meyve suyu/kloroform oranlari denenerek devam edildi. Bu
denemelerde, ekstraksiyon siiresi, ekstraksiyonun ardigik ka¢ defa yapilacagiin ve
meyve suyu/kloroform oranin belirlenmesinde kloroform fazinda meydana gelen renk
farklilagsmasina bakilarak karar verildi.

Kloroformla optimum ekstraksiyon kosullar1 asagidaki gibi belirlendi.

Ekstrakiyon sicakligt: Oda sicakligi
Ekstraksiyon siiresi: 6 Saat
Ekstraksiyon tekrari 3 defa
Meyve Suyu/kloroform orani 1:1

Bu kosullarda ardisik ii¢ defa gergeklestirilen kloroformla ekstraksiyon islemi
sonunda 300 mL kloroform ekstrakti elde edildi.

Daha sonra elde edilen kloroform ekstrakti 40 °C 'da vakum altinda rotary
evapotarorde 10 mL hacme kadar konsantre hale getirildi. Calismamizin bu kismina

kadar yapilan islemler Sekil 3.10'da verilmistir.

3.2.2. Kukurbitasin D ve I’nin izolasyonu ve saflagtirilmasi

Kloroform ekstraktlarindaki kukurbitasinlerin izolasyonu ve saflastiriimasi
icin asagida belirtilen deneysel ¢alismalar yapildi. Bunun i¢in kolon kromatografisi
islemlerine ge¢meden Once ekstrakttaki Kukurbitasin D ve I'min en iy1 sekilde
ayrilmasi i¢in uygun ylriitiicii fazin belirlenmesi i¢in TLC kullanildi. Bu ayrimda,
Silica jel 60 F2s4 20x20 cm aliiminyum plaklart kullanildi. Dokuz farkli ¢6ziicii

sistemleri asagida belirtilen oranlarda hazirlandi.
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E elaterium Meyve Suyu

Siizme
E elhterium
Kalint
Meyve Suyu
Vakumlu Kurutma
Saf Suda Cdzme
E._elaterium
Meyve Suyu
Hegzanla Ekstraksiyon
E. elaterium
Hegzan Ekstrakti
Meyve Suyu
Kloroformla Ekstraksiyon
Kloroform E.elaterium
Ekstrakt: Meyve Suyu
Rotary
Evaporasyon
Konzantre Kloroform Ekstrakt

Sekil 3.10. E.elaterium meyve suyuna uygulanan 6n islemler ve ekstraksiyon iglemleri
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1. Kloroform : aseton: metanol 70:5:25 (viv)
2. Etil asetat : aseton: metanol 75:5:20 (viv)
3. Etil asetat : aseton: metanol 70:5:25 (viv)
4. Kloroform : aseton: metanol 85 :5:10 (viv)
5. Kloroform : aseton: metanol 75:5:20 (viv)
6. Kloroform : aseton: metanol 70:10:20 (viv)
7. Kloroform : aseton: metanol 75:10: 15 (vIv)
8. Kloroform : aseton: metanol 65:5:30 (V/v)
9. Kloroform : aseton: metanol 77:10:13 (viv)

Hazirlanan ¢oziicli sistemlerinden hangisinin daha iyi ayirma sagladigini
belirlemek icin, kukurbitasin standart c¢ozeltileri hazirlandi. Daha sonra TLC
plakalarina hem numune (kloroform ekstrakti) hem standart Kukurbitasin D ve I tatbik
edildi ve Sekil 3.11°de goriildiigii gibi icinde ¢oziicli sistemleri bulunan yiriitme
tanklarina konuldu ve agizlar aliiminyum folyo ile kapatildi. Her bir ¢dziicii sistemi
icin ayni1 islemler yapildi. Kromatografik ayrim, ¢6ziicii sistemi belirli bir sinira gelene
kadar gerceklestirildi. Coziicii belirli yiliriime mesafesine ulagtiktan sonra plakalar
beherlerden ¢ikarildi ve kurumaya birakildi. Daha sonra tiim plakalara UV- 1s1k altinda
254 nm de bakild1 ve plaka iizerindeki benekler belirlendi. Standart benegi ile aym
seviyede bulunan beneklerde herhangi bir kuyruklanma vb. olup olmadig: belirlendi.
Bu beneklerin durumuna gore uygun ¢oziicii sistemi se¢imi yapildi. Buna gore,
ayirmanin en iyi oldugu ¢oziicii sisteminin Kloroform:aseton:metanol (77:10:13 (v/v))
karisimi oldugu belirlendi.

Ayirma islemleri i¢in 600x30 mm boyutlarinda cam kolon segildi. Silika jel
(70-230 mesh) 55 g alinarak kloroformla 1slak yiikleme metodu ile kolona dolduruldu.
Rotary evaporatorde konsantre hale getirilen 10 mL kloroform ekstraktinin 5 mL'si
kolona tatbik edildi ve belirlenen ¢oziicii sistemi (Kloroform:aseton:metanol; 77:10:13
(v/v)) 1 mL/dk hizla kolona verilerek fraksiyonlar toplandi. Caligmalarda kullanilan
kolon kromatografisi diizenegi ve bu islemin sematik goriiniimii Sekil 3.12'de
goriilmektedir. Her bir fraksiyon 20 mL olmak {izere toplamda 17 fraksiyon toplandi.
Toplanan bu fraksiyonlarin ¢oziicii sistemi ile (kloroform:aseton:metanol; 77:10:13
(v/v)) TLC uygulamalar1 yapildi. 9, 10 ve 11. fraksiyonlarda Kukurbitasin D ve I

varlig1 belirlendi.
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Sekil 3.11. E.elaterium meyve suyunun kloroform ekstraktindaki Kukurbitasin D ve

I'nin TLC ile tayini

Cam Kolon

Cozicii

Adsorban

e
) raksiyon Toplama

Sekil 3.12. E.elaterium meyve suyunun kloroform ekstraktinin
kromotografisinde fraksiyonlanmasi
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Flas kromatografi kolonu silika jel (230 - 400 mesh) dolduruldu. Kolona 5 ml
numune enjekte edildi ve kloroform:aseton:metanol; 77:10:13 (v/v) ¢oziicii sistemi 5
mL/dk hizla sisteme verildi. Sekil 3.13’de goriilen cihaza ait UV spektrometre (254
nm dalga boyu) calistirilarak 42 fraksiyon toplandi (Sekil 3.13). Kolon ve flag
kromatografilerinde toplanan bu fraksiyonlar i¢in kloroform:aseton:metanol; 77:10:13
(V/v) ¢oziicii sistemi ile TLC uygulamalari yapildi. 21-31 araligindaki fraksiyonlarda
Kukurbitasin D ve I varlig: belirlendi.

Kolon ve flag kromatografilerinde TLC ile Kukurbitasin D ve I varlig1 tespit
edilen her bir fraksiyondaki ¢Oziicii uzaklastirildiktan sonra kalinti 2 mL etanol

icerisinde ¢oziilerek HPLC cihazina verilmek tizere +2/+8 °C’de saklandi.

Sekil 3.13. E.elaterium kloroform ekstraktinin  flag  kromotografisinde
fraksiyonlanmasi

3.2.3. Standart cozeltilerinin hazirlanmasi

Kukurbitasin D standart cozeltileri,

Deneysel ¢alismada tayini yapilacak olan Kukurbitasin D 'nin ana stok ¢ozeltisi
1267 mg/L olacak sekilde etil alkol icerisinde hazirlandi. Ana stok standart ¢ozelti etil
alkol ile seyreltilerek derigimleri 500 mg/L, 250 mg/L, 125 mg/L ve 25 mg/L olan
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standart c¢ozeltileri hazirlandi. Bdylece ana stokdan farkli konsantrasyonlarda
Kukurbitasin D kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandu.

Kukurbitasin I standart ¢ozeltileri,

Deneysel ¢alismada tayini yapilacak olan Kukurbitasin I 'nin ana stok ¢ozeltisi
280 mg/L olacak sekilde etil alkol igerisinde hazirlandi. Ana stok standart ¢ozelti etil
alkol ile seyreltilerek derigimleri 110 mg/L, 55 mg/L, 11 mg/L ve 5,5 mg/L olan
standart cozeltileri hazirlandi. Boylece ana stokdan farkli konsantrasyonlarda
Kukurbitasin I kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi.

Tiim kukurbitasin standart stok ¢ozeltileri cam saklama siselerinde hazirland1

ve -20 °C’da muhafaza edildi.

3.2.4. HPLC yontemi

Yiiksek performanslt sivi kromatografisi (HPLC), son teknolojik gelismelerle
birlikte kimyasal tayin ve saflastirma yontemi olarak en pratik ve uygulama alani en
genis yontemlerden birisidir. Sekil 3.14 ve 3.15°de hem fraksiyonlardaki
kukurbitasinleri tespit etmede hem de bu fraksiyonlardaki kukurbitasin tiirlerini saf bir
sekilde elde etmede kullandigimiz HPLC sistemi ve sistemin sematik goriinimii

verilmigtir.

Sekil 3.14. Calismada kullanilan HPLC sisteminin goriintiisii
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Sekil 3.15. Kullanilan HPLC sisteminin sematik goriiniimii

Bu ¢alismada; farkli mobil faz sistemleri ve degisik akis hizlar1 uygulanarak
kukurbitasinlerin nicel/nitel analizinde kullanilacak en uygun kromatografik
kosullarin saptanmasi igin yapilan seri deneysel ¢alismalar yapildi. Sonraki analiz
islemlerinde belirlenen kromotografik kosullarin uygulanmasina karar verilen HPLC
metodu ve kullanilan HPLC sistemine ait bilgiler Tablo 3.1’de gosterilmistir.

HPLC analizleri i¢in kullanilan ¢oziiciiler kullanim 6ncesi ultrasonik banyoda
degaze edilip Millipore siizme sistemi ile 0,45 pum filtreden siiziildiikten sonra sisteme
verildi. Ayni sekilde tiim 6rnekler ve standart maddeler de 0,45 um filtreden siiziilerek
sisteme verildi.

Kalibrasyon egrilerinin olusturulmasi i¢in hazirlanan standart ¢ozeltiler,
maksimum dalga boyu verdikleri sirastyla 230 nm ve 235 nm dalga boylarinda ve
Tablo 3.1'deki kromatografik kosullarda 10 pl enjeksiyon hacminde tiger defa HPLC
cihazina verildi. Sekil 3.16 ve 3.17°de analiz sonrasi elde edilen pik alanlarinin
ortalamasi alinarak herbir konsantrasyona (y-ekseni) karsilik gelen pik alanlari
ortalamasi (x-ekseni) kullanilarak kalibrasyon egrileri ¢izilip dogru denklemi ve R?
degerleri Tablo 3.2 ve 3.3’de verilmistir. y=mx+n seklindeki dogru dekleminden
hareketle izole edilen Kukurbitasin D ve Kukurbitasin I’'nin  miktarlan

(konsantrasyonlari) hesaplandi.
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HPLC

Enjeksiyon Hacmi

Dalga Boyu

Kolon Firin Sicaklig
Toplam Analiz Siiresi

Tablo 3.1. Kukurbitasinlerin tayin ve saflastirilmasinda kullanilan
parametreleri
Shimadzu HPLC Sistemi
Software LCsolution
Cihaz Bilesenleri (Ekipmanlari)
Degazer DGU-20As
Pompa LC-20AD
Otosampler SIL-20A HT
Kontrolor CBM-20A
Fraksiyon Toplayici FRC-10A
Kolon Firini CTO-20A
Dedektor SPD-M20A
Kolon C-18,4,6 x 250 mm, 5 pm
Akis Hizi 0,75 mL/dk
Mobil Faz A Asetonitril:Su (20:80; v/v)
Mobil Faz B Asetonitril:Su (45:55; v/iv)

20 pL (Tayin igin)

50 pL (Saflastirma igin)
229 nm (Fraksiyon Toplayici)
230 nm (Kukurbitasin D)
235 nm (Kukurbitasin 1)
40 °C
75 dakika

Gradiyent Eliisyon Programi

% Mobil Faz B

Zaman (Dakika)

10 0
100 60
100 70
10 75
Fraksiyon Toplayicinin Analiz Kosullar:
Genislik (Width) 2 saniye
Egim (Slope) 100 uV/saniye
Seviye (Level) 1000000 uv
Vial Hacmi 4,5mL
Yanit siiresi (Response) 1 saniye
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Sekil 3.16. 125 mg/L konsantrasyonundaki standart Kukurbitasin D kromatogrami1 ve
olusturulan kalibrasyon egrisi

Tablo 3.2. Kukurbitasin D 'ye ait konsantrasyon ve pik alani ortalama degerleri ile egri
denklemi, R, R? degerleri ve kalibrasyon aralig

Konsantrasyon, mg/L Pik alani ortalamasi, n=3

(y-ekseni) (x-ekseni)
500 47758515
250 23522313
125 15268737
25 2263896

Egri denklemi;

Konsantrasyon = 1,067  [Pik Alan1] * 107> — 11,91

R =0,9962
R?=0,9924
Kalibrasyon araligi; 25-500 mg/L
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Sekil 3.17. 110 mg/L konsantrasyonundaki standart Kukurbitasin I kromatogrami ve
olusturulan kalibrasyon egrisi

Tablo 3.3. Kukurbitasin I 'ya ait konsantrasyon ve pik alani ortalama degerleri ile egri
denklemi, R, R? degerleri ve kalibrasyon aralig

Konsantrasyon, mg/L Pik alani ortalamasi, n=3

(y-ekseni) (x-ekseni)
110 7871188
55 4216135
11 684636
5,5 399650
Egri denklemi;

Konsantrasyon = 1,378 * [Pik Alani] * 10> — 0,0105

R =0,9990
R?=0,9980
Kalibrasyon araligs; 5,5 - 110 mg/L
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TLC ile kukurbitasin varligi c¢aligmalar1 yapilan kolon ve flag
kromatografilerinden elde edilen tim fraksiyonlar, Tablo 3.1'de belirtilen
kromatografik kosullarda HPLC ile de analiz edildi. Bunun igin oOncelikle
fraksiyonlardaki ¢oziicii ¢eker ocak iginde 1sitici tizerinde uzaklastirilarak kuru haldeki
fraksiyonlar 5 mL etanolda ¢6ziildii. Daha sonra 20 pL enjeksiyon hacminde HPLC
cihazina verildi. HPLC ile analizi yapilan tiim fraksiyonlarin pikleri standart pikleri ile
karsilastirilarak alikonma zamanlarina gore fraksiyonlardaki Kukurbitasin D ve 1

pikleri belirlendi.

3.2.4.1. Analitik HPLC fraksiyonlama sistemi ve saflik tayini

E.elaterium meyve suyunun kloroform ekstraktinin  saflastirilarak,
Kukurbitasin D ve Kukurbitasin I 'nin izolasyonu analitik kolonun kullanildigit HPLC
sisteminde gergeklestirildi. Fraksiyon toplayicinin tepsi sistemi, 4,5 mL hacimli 48
adet vial yerlestirilebilen tepsidir. C1g analitik kolonda (4,6x250 mm; 5 um) 40 °C
kolon firin sicakliginda, 229 nm dalga boyunda ve 0,75 mL/dk akis hizinda
gradienteliisyon programi kullanilarak analizler gergeklestirildi. Ornek enjeksiyon
hacmi, sistemde takili olan loopun maximum hacmi olan 50 pL olarak belirlendi.
Ornegin bu kromatografik sartlarda bir 6n enjeksiyonu ile kromatogram elde edildi.
Fraksiyon toplayicida bilesenler, bu elde edilen kromatograma gore sistem valfinin
piklerin baglangi¢ bitis noktalarina gore agilip kapanmasi ile otomatik olarak farkl
viallere toplandi.

Diyod Array Dedektor 'de (DAD) analizin yapildigi dalga boyuyla beraber 1,0
nm aralikli belirli araliktaki tiim dalga boylarinda kromatogram kaydedilir. Analiz
bittikten sonra herhangi bir dalga boyundaki kromatograma bakilabilir. DAD
dedektorde pik safliklari iki yontemle incelenir. Birinci yontemde; bir kromatogarfik
pikin n sayidaki farkli dalga boyundaki goriintiisii iist liste ¢akistirilarak pikin saf bir
maddeye ait olup olmadig1 anlasilir. Saf olmayan bir kromatografik bantta pik
simetriklikleri ve sekilleri farkli dalga boylarinda degisir. Saf bilesenler ise pik
siddetlerinin degistigi, ancak pik simetrikliginin korundugu bir pik profili gdsterir.

Calismamizda, pik safliklar1 hem farkli dalga boylarindaki pik profillerinden
hem de her pik i¢in pik safliklarinin hesaplatilmasindan belirlendi. Analiz 229 nm 'de
yapildigindan 5 nm dalga boyu araliklari ile toplam 11 dalga boyunun (204, 209, 214,

219, 224, 229, 234, 239, 244, 249, 254) pik profili degerlendirildi. Pik safliklar1 ise
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Kukurbitasin D ve | pikleri igin piklerin her noktasinin sirasiyla pikin kiimiilatif
spektrumu ile karsilastirilmast yolu ile elde edilen toplam pik saflifi cinsinden

hesaplatildi.

3.2.4.2. Kukurbitasin D ve Kukurbitasin I fraksiyonlarinin liyofilizasyonu

Liyofilizasyon islemi liyofilizatorde gergeklestirildi. Bu islemin basinda saf
olarak Kukurbitasin D ve I 'y1 igeren HPLC fraksiyonlari -20 °C’de donduruldu. Daha
sonra - 40 °C sicakligina inen liyofilizatore yerlestirildi ve mobil faz siiblime edildi.
Aciga cikan buhar vakum pompasi ile bosaltildi. Bu sekilde, Kukurbitasin D ve 1
fraksiyonlarindan mobil faz liyofilize edilerek uzaklastirildi ve bu kukurbitasinler

kristal toz halde elde edildi.

3.2.5. Hiicre kiltiiri

LS174T ve SW620 hiicreleri standart sartlarda (%5 CO3, 37 °C) kiiltiir edildi.
Besiyer olarak tiim hiicreler i¢in RPMI 1640 kullanildi. Biitiin hiicreler -80 °C’de
muhafaza edildi. Bu hiicreler kullanilmadan 6nce 37°C’de ¢oziildii ve 1500 U/dk’da 5
dakika santrifiij edildi. Olusan hiicre peleti taze hiicre besiyerine alinarak inkiibatore

birakildi.

3.2.5.1. Besiyerin hazirlanmasi

500 mL RPMI 1640 besiyer igerisinde; 50 mL FBS, 5 mL penisilin
/streptomisin, 5 mL L-Glutamin eklenerek besiyer hazirlanildi. Deneysel ¢alismalar

stiresince hazirlanan besiyer +4 °C buzdolabinda muhafaza edildi.

3.2.5.2. Hiicre pasaji

Hiicreler; hazirlanan besiyer ortamini iceren 25 cm? ve 75 cm? 'lik flasklara
konularak (hiicre kiiltiirti siseleri) i¢ ortami %95 nem ve %5 COz igeren 37 °C olan
inkiibatorde kiiltiire edilerek ¢ogaltildi. Hiicreler flaskin biitiin yiizeyini kaplayinca
sikliklarina gore 3-5 giinde bir pasaj edildi. Burada, hiicrelerin kullandig1 besiyer tek
kullanimlik steril pipet yardimiyla cekilerek, hiicreler birka¢ defa PBS ile yikanda.
Hiicre yogunluguna gore Tripsin (%0,25) eklendi. Flasklar %5 CO2’li etiivde 37 °C’de
5-7 dakika bekletilerek flask tabanina tutunmus hiicrelerin birbirlerinden ayrilmalari

saglandi. Tripsin (%0,25) miktar1 kadar taze besiyer bu karisim tizerine dokiilerek
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tripsinin ndtralizasyonu saglandi. Bu sekilde besiyer icine alinan hiicreler tiimor hiicre
stispansiyonunu olusturur. Bu siispansiyondan 10 pL alinarak hiicre sayimi yapildi.
Geriye kalan hiicre siispansiyonu 10 dakika, 1500 U/dak santrifiij edildi, iistte kalan
stipernatan atildi. Tiipiin dibinde kalan hiicre peleti iizerine 1 mL besiyer konuldu. Bu
hiicreler, i¢lerine 4 mL besiyer konulan yeni flasklara (hiicrenin yogunluk durumuna
gore 2-4 flask) esit miktarda dagitildi. Pasajlanan hiicrelerin flask icindeki
yogunluklar1 her giin mikroskopta gozlendi. Flask tabanini kaplayan hiicreler tekrar

pasajlanarak Sl¢iimler i¢in gerekli sayida flaska yerlestirildi.

3.2.5.3. Kanser hiicrelerinin dondurulmasi

Yukarida hiicre pasajinda belirtilen islemler hiicre peleti elde edilene kadar
aym sekilde yiiriitiildii. I mL hiicre siispansiyonu iginde 1,5 x10° hiicre gelecek sekilde
hesaplama yapilarak, bu hiicre peleti, hazirlanan 6zel bir besiyer igine (%20 RPMI
1640 Besiyer, %70 FBS ve %10 Dimetilsiilfoksit) alindi. -80 °C derin dondurucuya

birakilarak muhafaza edildi.

3.2.5.4. Hiicrelerin ekimi
LS174T ve SW620 hiicreleri, 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina (plakalara)
her bir kuyucuga 4000 hiicre/100 pL olacak sekilde ekildi ve hiicrelerin yiizeye

tutunmasi i¢in bir gece beklendi.

3.2.6. MTT proliferasyon testi ve cogalma kinetiginin belirlenmesi

LS174T ve SW620 hiicrelerinde Kukurbitasin D ve Kukurbitasin 1
uygulamasinin hiicrelerin canlilif1 (proliferasyonu) iizerine olan etkisinin belirlenmesi
amaciyla MTT yontemi kullanildi. Prensip olarak bu yontem, canli hiicrelerin 3-(4,5
dimetiltiyazol-2-il) 5-Difeniltetrazolium-Bromid (MTT) ile boyanmasina dayanir. Bu
boya canli hiicreler tarafindan alinarak Sekil 3.18°deki reaksiyona goére formazan
kristallerine metabolize edilir ve mor renkli kristaller olusur, buna karsilik 6len
hiicrelerde bu kristaller gozlenmez. Bu olusan Kristaller asidik 2-izopropanol ile

¢oziiliir ve spektrofotometrik olarak olciiliir (Jansohn vd., 2012).
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Sekil 3.18. MTT'nin formazan kristallerine doniisiimii

MTT yonteminde spektrofotometrik olarak Olgiilen degerler, yasayan hiicre
sayist ile iliskilidir. Uygulama sonrasi canli hiicre sayisindaki artis ya da azalis MTT
molekiiliiniin renk degisimi ile izlenmektedir. Hiicre proliferasyonu arttik¢a formazon
tuzu olusumuna bagh olarak absorbans degerleri de artis gostermektedir. Bu test,
uygulamadan sonra yasayabilen hiicrelerin sayisinin fotometrik olarak belirlenmesine

yardimci olmaktadir.

3.2.6.1. Kukurbitasin D ve I 'nin hazirlanmasi ve uygulanmasi

Calismada E.elaterium olgun meyvelerinden izole edilen Kukurbitasin D ve |
kullanildi. Farkli konsantrasyonlarda Kukurbitasin D ve I (uygulama gruplari)
hazirlamak igin etil alkol ve RPMI 1640 besiyer kullanildi.

Plakalara ekilen hiicreler 24 saat siireyle inkiibe edildikten sonra uygulama
yapilmayan (kontrol grubu) disindaki hiicrelerin iizerine, etil alkolde c¢oziilerek
hazirlanan stok Kukurbitasin D ve I'nin besiyer icerisinde seyreltilerek hazirlanan 5,
25, 50, 100 ve 250 nM c¢ozeltileri ayr1 ayr1 sekiz farkli inkiibasyon siiresi (6, 12, 24,
36,48, 60, 72 ve 96 saat) i¢in uygulandi. Her bir konsantrasyon i¢in uygulama sekizerli
gruplara ayrilan kuyucuklardaki hiicreler lizerine yapildi. Yani sekiz kuyucuga 5 nM
kukurbitasin, diger bir sekiz kuyucuga 25 nM kukurbitasin eklenmesi seklinde
gerceklestirildi.

Etil alkoliin hiicreler lzerine etkisini belirlemek icin ¢esitli etil alkol
konsantrasyonlar1 hazirlanarak hiicre hatlarina uygulandi. 9%2,5 etil alkol

konsantrasyonuna kadar kontrole gore herhangi bir degisim olmadig tespit edildi.
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Hazirlanan Kukurbitasin D ve I konsantrasyonlarinda %0,05’in altinda
kullanilan etil alkol, sitotoksik etki gostermediginden kontrol gruplarinda sadece
besiyer kullanildi ve uygulama gruplar1 ile aym siirede inkiibe edildi.
Kukurbitasinlerin etkisi 6., 12., 24., 36., 48., 60., 72. ve 96. saatlerde inceleneceginden
her saat dilimi i¢in ayri bir plaka kullanildi. Uygulamalar tamamlandiktan sonra

plakalar inkiibasyona birakildi.

3.2.6.2. MTT proliferasyon testi

MTT ¢ozeltisi PBS iginde son konsantrasyonu 5 mg/mL olacak sekilde
hazirlandi. Uygulamadan sonraki 6., 12., 24., 36., 48., 60., 72. ve 96. saatlerde ilgili
plaka etiivden ¢ikarilip 10 pL steril MTT-¢6zeltisi her bir kuyucuga eklendi ve 3-4
saat inkiibatorde bekletildi. Bu siire sonunda biitiin kuyucuklardaki besiyerler
hiicrelere ve olusan formazan kristallerine zarar vermeden uzaklastirildi. Her bir
kuyucuga 100 pL 0,04 N HCI igeren izopropanol eklendi. Kuyucuklardaki ¢ozelti
coklu otomatik pipetle ¢ekilip birakilarak formazan kristallerinin ¢éziinmesi saglandu.
Absorbanslar, mikroplate okuyucuda 570 nm’de 6lgiildii. Her bir kontrol ve uygulama
yapilan deneyler 3 tekrarli yapilarak ortalama absorbans degerleri belirlendi. Yapilan
MTT testi deneyinin islem basamaklarini i¢eren test metodu Sekil 3.19°da, deneyin
sematik goriintiisti ise Sekil 3.20’de gosterilmistir.

Hiicre canlilig1 tizerine Kukurbitasin D ve I 'nin etkisi, sadece hiicre iceren
kontrol 6rneginin ortalama absorbansi (Ag) %100 canliliga karsilik gelen deger olarak
kabul edildi ve uygulama yapilan hiicrelerden elde edilen absorbans degerleri (Av),

kontrol hiicrelerine gore oranlanip 100 ile carpilarak hiicre canlilig1 belirlendi.

A
% Canlilik oran1 = A—t x100

0

Asagidaki formiile gore hesaplanan % inhibisyon degerleri, hiicre
proliferasyonunda/canliliginda %50 azalmaya neden olan Kukurbitasin D ve I

konsantrasyonlarinin (ICso) belirlenmesi i¢in kullanildi.

(Ao - At) X

(o]

% Inhibisyon = 100
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Hiicre Hatt: (LS174T ve SWa20)
4x10? hiicre/mL

24 h Inkiibasyon
(%3 CO2 % 95 nem 37 °C)

b

100 ul. Kukurbitasin DD veva
Kukurbatasin I

Inkiibasyon
(6,12 24 36, 48.60, 72 ve 96 h)

10 uL MTT

3-4h

¥
100 pL 0,04 N HCI igeren
1sopropanol

L |
Absorbans Slgtimi - 570 nm

(Canli hiicre sayismmin

belirlanmesi)

Sekil 3.19. MTT test metodu ile canli hiicre sayisinin belirlenmesi
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3.2.6.3. Hiicre cogalma Kkinetigi ve model parametre degerlerinin belirlenmesi

In vitro calismalarda, Kukurbitasin D ve I uygulamasi yapilan kanser hiicreleri
icin ¢ogalma hizinin absorbans degerlerine bakildiginda zamanla yavasladigl veya
sabit kaldig1 goriilmektedir. Hiicre cogalmasindaki bu azalis hizi, daha onceden
belirlenmemis ve herhangi bir matematiksel esitlikle ifade edilmemistir. Hiicrelerin
ortama alisincaya kadarki ve alistiktan sonraki donemlerde farkli hizlarda ¢ogalmasi,
sitotoksik ve antiproliferatif etki amacgli uygulanan maddelerin etkisini ifade eden
paremetrelerin matematiksel modellerde yer almasiyla agiklanabilir. Ayrica, bu
modeldeki kinetik parametre degerleri; hiicre tiirli ve uygulanan konsantrasyona bagl
olarak farklilik gostermektedir.

MTT testleri sonucu elde edilen deneysel veriler kullanilarak kontrol
gruplarinin ve uygulama yapilan kanser hiicrelerinin ¢ogalma kinetigini temsil edecek
esitlikler, literatlirde yer alan biiylime modellerini temsil eden matematiksel ifadeler
temel alinarak olusturuldu. Yukarida bahsedilen durumlar ger¢cevesinde matematiksel
modelde bes adet parametre belirlendi. Matematiksel modelde yer alan bu
parametreler SQP yontemini temel alan fmincon Matlab programu ile belirlendi.
Parametre belirleme, Sekil 2.12 'deki algoritma bilgi akis semasindaki temel adimlara
gore yapildi. Sekil 3.21°de ifade edilen islem basamaklarina gore parametre belirleme
islemi yapilir. Oncelikle olusturulacak modelin amac1 ve modelin sinirlar1 belirlenir,
sonra bagimli ve bagimsiz degiskenler belirlendi. Tasarlanan plana gore deneyler
yapilarak veri gruplart elde edilir. Degiskenlere gore parametre sayisi belirlenir ve
sistemi temsil edecek model esitligi olusturulur. Deneysel verilerle model sonuglarinin
uyumlulugu aragtirilarak amag fonksiyonunun degisimine gore islemler tekrar edilerek
istenilen toleranslara ulagildiginda optimizasyon islemi sonlandirilir ve parametre
degerleri belirlenir.

Parametre degerleri MATLAB R2009b programindaki fmincon yontemi ile
yapildi. C6zlim i¢in olusturulan MATLAB kodlamasi Ek-1’de ve fonksiyon kodlamast
ise Ek-2’de verilmistir. Bu matematiksel modelin performansi ise MAE, MAPE,
RMSE ve R (Esitlik 2.7-10) degerleri ile dlgiildii.
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3.2.7. Hiicre Kkiiltiirlerinde Kkantitatif Real-Time PCR ile hTERT gen

ekspresyonunun analizi

Calismanin yontemi; hiicre kiiltiirlerinden izole edilen total mMRNA (haberci
RNA)’dan hareketle komplementer DNA (cDNA)’larin sentezlenmesi, ardindan bu
cDNA’larin in vitro kosullarda real-time PCR cihazi yardimiyla ¢ogaltilmasi esasina
dayanmaktadir. Reaksiyon sonunda elde edilen degerler hangi oranda yiiksek ise

hTERT geninin ekspresyon diizeyi de o oranda fazla olacaktir.

3.2.7.1. Hiicre kiiltiiriinden total RNA 'nin elde edilmesi

Kanser hiicre hatlarindan (LS174T ve SW620), hTERT mRNA seviyelerinin
tespiti icin dncelikle her iki hiicre hattindan da 10 sayida hiicre 25 cm?’lik flasklara
ekildi. 24 saat inkiibasyondan sonra bu flasklara ayn1 hacimde 5, 25, 50,100 ve 250
nM Kukurbitasin D ve | eklendi. Kontrol grubuna ise sadece besiyer verildi. 48 saat
inkiibasyon sonunda kiiltiir ortamindan Kukurbitasin D ve I iceren besiyer
uzaklastirildi ve hiicreler soguk PBS ile yikandi. Daha sonra Roche firmasindan temin
edilen “High Pure RNA Isolation kit” kullanilarak iiretici firmanin 6nerdigi asagidaki

protokole gore toplam RNA saflastirilmasi yapildi.

Total RNA saflastirma Protokolii

v’ 48 saat sonra elde edilen hiicreler ependof tiiplere alindi ve tizerine 200 pL PBS
eklenerek siispansiyon haline getirildi. Daha sonra 400 pL “Liysis Buffer”
eklenip 15 saniye vortekslendi.

v Ependorftaki biitiin siispansiyon, igerisinde filtreli kolon bulunan bir baska
ependorfa aktarildi (maksimum 700 pL) ve 9000 rpm’de 15 s santrifiij edildi.

v' Santrifiij sonunda toplanan sivi dokiilerek kolon tekrar ependorf tiipe
yerlestirildi.

v" Her bir 6rnegin tizerine 90 ul. DNaz I inkiibasyon tamponu ve 10uL DNaz I
eklendi. 15 dakika inkiibe (15-25 °C) edildi.

v' Inkiibasyondan sonra 500 pL Wash Buffer I eklendi ve 9000 rpm’de 15 s
santrifiij edildi. Kolon altinda toplanan kisim atildiktan sonra ayni toplama
tiipli igerisine yerlestirildi.

v 500 uL Wash Buffer IT eklendi ve yine 9000 rpm’de 15 s santrifiij edildi. Kolon

altinda toplanan sivi atildiktan sonra ayni toplama tiipli icerisine tekrar
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yerlestirildi.

v 200 pL Wash Buffer II eklendi ve 13500 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi koleksiyon tiipii atild1 ve kolon steril bir ependorf tiipe alindi.

v" Sonra kolona 100 pL “Elution buffer” eklendi ve 9000 rpm’de 1 dk oda
sicakliginda santrifiij edildi.Tiiplerde toplanan sivi total RNA olarak elde
edildi.

v' Elde edilen total RNA’nin miktar tayini ve safligi “Epoch Biotek” marka
spektrofotometre cihazi ile “Gen5” programlari kullanilarak 260 ve 280 nm

UV spektrumda odlgiildii.

“High Pure RNA Isolation Kit Protokolii” kiti ile hiicre hatlar1 6rneklerinden
saflastirilan toplam RNA’larda herhangi bir yikimimn olup olmadiginin belirlenmesi
amactyla 6rnekler, %1 agaroz jelinde ve 1X TBE tamponu ile 100 mV’de elektroforez
islemine tabi tutuldu. RNA goriintiilemesi UVP marka ChemiDoclt? sistemi ile
ultraviyole 151k altinda gerceklestirildi. Daha sonra bu RNA’lar Real time PCR (RT-

PCR) ile analizlerde kullanilana kadar -80 °C derin dondurucuda saklandi.

3.2.7.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Hiicrelerden saflastirllan RNA'nin safligt ve miktar tayini nanodrop
spektrofotometre cihazi kullanilarak 260/280 nm dalga boylarindaki absorbsiyon
oranina gore Sl¢iildii. 260/280 nm oran1 yaklasik 2 olan drnekler saf RNA olarak kabul
edildi. Absorbans degerleri saptandiktan sonra RNA miktart ng/pulL cinsinden
hesaplandi.

Genlerin mRNA ekspresyonlarina bakabilmek i¢in ilk olarak elde edilen total
RNA'larin komplementer DNA'ya (cDNA) cevrilmesi gerekmektedir. RNA
izolasyonunu takiben Roche firmasinin iirettigi “Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis” kiti ile total RNA 'dan cDNA sentezi yapildi. cDNA sentezi, iiretici
firmanin 6nerdigi sekilde yapildi. 100 pL’lik PCR tiipiine 600 ng toplam RNA, 1 pL
OligodT18 (50 pmol/uL), 1 pL Random Hexamer Primer (600 pmol/uL) ve toplam
hacim 13 pL olacak sekilde bidistile su eklendi ve karistirildi. Daha sonra 65 °C’de 10
dakika PCR makinesinde 1sitildi. Bu karisimin iizerine 4 pL. “Transcriptor Reverse
Transcriptase Reaction Buffer”, 0,5 puL “Protector RNase Inhibitor”, 2 puL
Deoxynucleotide Mix (her niikleotid i¢in 10 mM konsantrasyonda), 0,5 pL
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“Transcriptor Reverse Transcriptase” enzimi eklendi ve boylece toplam hacim 20 pL
oldu. Karistirtlan numuneler PCR makinesinde 25 °C’de 10 dakika, 55 °C’de 30
dakika ve 85 °C’de 5 dakika 1s1tild1 daha sonra +4 °C’ye sogutularak bir siire bekletildi.

Bu islemden sonra elde edilen numuneler, -20 °C’de analize kadar saklanda.

3.2.7.3. hTERT Geninin ifade diizeyinin RT-PCR ile belirlenmesi

RT-PCR analizi; Roche Light Cycler 96 RT-PCR cihazi, Roche firmasmnin
urettigi “Fast Start Essential DNA Probes Master” ve “Real Time Ready Assay (B-
Actin, hTERT) hidroliz problu primerler (8 pmol/uL) kullanilarak yapild:.
Reaksiyonlar 10 pL toplam hacimde hazirlandi. Bunun i¢in 5 pL master mix, 0,5 pL
real time ready mix, 2 pL PCR kalitesinde su ve 2,5 pL ¢cDNA olacak sekilde
hazirlandi. Calismada her &rnek icin 3 tekrar yapildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyini
incelemek icin hem Kukurbitasin D hem de Kukurbitasin I'nin 50 nM’lik
uygulamasinin degerlendirilmesine karar verildi ve her iki hiicre hatt1 i¢in 6 tekrar
olarak yapildu.

PCR islemi firmanin 6nerdigi sekilde yapildy; ilk denaturasyon 95 °C’de 10
dakika, ikinci denaturasyon 95 °C’de 10 saniye, baglanma 60 °C’de 30 saniye ve
polimerizasyon 72 °C’de 1 saniye olarak uygulandi ve 55 dongii tekrarlandi. Tablo
3.4°de dizilimleri ve biiyiikliikleri, Ek-3 ve 4’de Gen Bankasindan alinan mRNA
dizilimleri ve bu dizilimlerde yerleri gosterilen primerler hTERT gen ifadelerinin

analizinde kullanildi.

Tablo 3.4. hTERT geninin ifade diizeyinin RT-PCR ile belirlenmesinde kullanilan
primer dizileri (F: Forward, R: Reverse)

Beklenen Primer

Gen NCBI PCR iiriin
Adi Primer dizisi (Forward ve Reverse) Referans biiyikligii
Sekans Sayist (Amplifikasyon
tiriinii)
ﬂ- . 9 b
aktin | F: 5 TCCTCCCTGGAGAAGAGCTA 3 NM_001101 127 bp

R: 5> CGTGGATGCCACAGGACT 3’

hTERT | F: GCCTTCAAGAGCCACGTC 3’ NM_ 0119337

5 , 61 bp
R: 5’>CCACGAACTGTCGCATGT 3 NM_198253
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3.2.8. Istatistiksel degerlendirme

Konsantrasyona ve zamana bagli olarak elde edilen MTT test verilerinin
istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS for Windows versiyon 22.0 yazilimi kullanildi.
Verilerin normallik dagilimi Shapiro-Wilk ile test edildi (p>0.05). Normal dagilim
gostermeyen gruplarin  karsilagtirnlmasinda ise Kruskall-Wallis testi  kullanildi
(Bonferroni diizeltmesiyle 0.05/15). Herhangi bir zamanda (24, 48 ve 72. saatlerde)
etken maddenin farkli dozlar1 ile kontrol grubu ortalamalar1 agisindan gruplar arasi
farklar tekyonlic ANOVA testi ile belirlendi ve p degerleri hesaplandi. Farkin hangi
gruptan kaynaklandigini bulmak i¢in varyanslarin homojen oldugu durumda post-hoc
olarak Dunnett t-testi ve homojen olmadigi durumda da Dunnett T3 testi yapildi. p
degeri 0.05 *den diisiik ise anlaml1 olarak kabul edildi.

In vitro sitotoksiste testlerinde 1Cso degerlerininin hesaplanmasinda dogrusal
olmayan regresyon analizi yapilarak elde edilen egri formiiliinden %350 hiicre
sagkalimina karsilik gelen Kukurbitasin D ve I konsantrasyon degerleri hesaplandi.

RT-PCR ile gen ekspresyonu deneyleri sonunda elde edilen verilerin istatistiki
analizinde MedCalc® (11.4.2.0) programi kullanildi. Gen ifade analizleri i¢in verilerin
oncelikle normal dagilim gosterip gostermedigi test edildi. Verilerin normal dagilim
gostermedigi tespit edildi (p<0,05). Veriler ortanca (%25-%75) olarak gosterildi.
Gruplar arasinda herhangi bir farkin olup olmadigi Kruskal-Wallis testi ile
degerlendirildi. Gruplar arasi ¢oklu karsilastirma Conover testi ile yapildi. p degeri

0,05’den kiiciik oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismada, oncelikle E.elaterium’dan Kukurbitasin D ve I 'nin kantitatif tayini,
izolasyonu ve saflastirilmasi yapildi. Daha sonra izole edilen Kukurbitasin D ve I bes
farkli uygulama konsantrasyonu LS174T ve SW620 kolon kanseri hiicre hatlarina
uygulandi. Belirlenen siireler sonunda sitotoksik, antiproliferatif ve telomeraz enzim
aktivitesine olan etkileri arastirilarak ¢alisma sonucunda elde edilen bulgular sirastyla

verilmistir.

4.1. Hekzan ve Kloroform ile Ektraksiyon Calismalari

Saf suda coziilerek hazirlanan meyve suyu ornekleri oncelikle hekzanla
ekstraksiyon islemine tabi tutuldu. Farkli sicakliklarda ve farkli meyve suyu/hekzan
oranlarinda yiiriitiilen ekstraksiyon denemelerinde ardisik ekstraksiyon sayisi
yoniinden elde edilen sonuglar Sekil 4.1°de verilmistir. Sekil 4.1 incelendiginde
ekstraksiyon sicakligi ve meyve suyu/hekzan oraninin, ardisik ekstraksiyon sayisina
(dolayl1 olarak ekstraksiyon verimi ve ¢Oziicii sarfiyatina) etki eden parametreler
oldugu goriilmektedir. Burada, hekzan miktar1 arttirlldiginda ardisik ekstraksiyon
sayisinin azaldigi agikca goriilmektedir. Ancak, hekzan oran1t meyve suyunun iki kati
oraninda arttirlldiginda hekzan fazina gecen bilesen miktarinda azalma meydana
gelmektedir. Ayni olay sicaklik arttirldiginda goriilmektedir. Bu durum, sadece
organik faz ile siv1 faz ara yiizeyinde az miktarda beyaz kalintt madde olugsmasindan
anlasilmaktadir. Sicakligin oda sicakligindan 40 °C’ye ¢ikarilmasi ile yar1 yariya daha
az ardisik ekstraksiyon ile ekstraksiyon veriminde artis saglanmistir. Buradan
anlasilacagr gibi hekzanla ekstraksiyon isleminde en uygun sartlarin, meyve
suyu/hekzan oraninin 1:1 ve ekstraksiyon sicakliginin 40 °C oldugudur. Hekzanla
ektraksiyon iglemleri belirlenen bu sartlarda yapildi. Daha sonra sulu faz ile organik
faz birbirinden ayrildi ve organik faz uzaklastirildi. Geriye kalan sulu faz bu defa
kloroformla ekstarksiyon iglemine tabi tutuldu.

Hekzanla  ekstraksiyon isleminden sonra, sulu faz igerisindeki
kukurbitasinlerin kloroformla ekstaksiyonunda, meyve suyu/kloroform 1:1 oraninda
alinarak 6 saat silireyle ekstraksiyon islemi yapildi. Ekstraksiyon parametresi olarak
sadece sicaklik denemeleri yapildi. Sicaklik denemeleri, klorofrormun ekstraksiyon
ortamindan uzaklagsmasindan dolayr verimli bir sekilde yapilamadi. Sonug olarak,

kloroform ekstraktlar1 hazirlanirken ekstraksiyon kosullari, oda sicakliginda 6 saat
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stireyle meyve suyu/kloroform 1:1 oraninda alinarak yapilmasi seklinde belirlenmistir.

Tiim meyve suyu ornekleri bu sartlarda ekstrakte edilmistir.

o - — —
Oda sicakliginda Ekstraksiyon 40 °C sicaklikta Ekstraksiyon
- N - N
[ | meyve suyu/hekzan [ | meyve suyu/hekzan
(2:1) 7 defa (1:1), 3 defa
\ J \ J
| - N |- N
meyve suyu/hekzan meyve suyu/hekzan
(1:1), 6 defa (1:2), 2 defa
|\ J \ J
- N
meyve suyu/hekzan
(1:2), 4 defa
. J

Sekil 4.1. Ekstraksiyon isleminde meyve suyu/hekzan oranlar1 ve sicakligin etkisi

4.2. TLC ile Kolon ve Flas Kromatografisi icin Coziicii Sisteminin Belirlenmesi

ve Kloroform Ekstraktinin Fraksiyonlanmasi

Kukurbitasin standartlarinin da plakalara tatbik edilmesiyle yapilan ayrimlar
sonucunda, kloroform:aseton:metanol (77:10:13 ; v/v/v) ile beneklerin en iyi ayrimi
gergeklestiginden solvent sistemi olarak segilmistir. Bu ¢oziicii sistemi kullanilarak
kolon ve flag kromatogarfisinde izokratik eliisyonla sirasiyla 17 ve 42 fraksiyon elde
edilmistir. Bu fraksiyonlardan kolon kromatografisi i¢in 9-11. ve flag kromatografisi
icin 21-31. fraksiyonlarda Kukurbitasin D ve Kukurbitasin I’nin her ikisinin de varlig

tespit edilmistir.
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4.3. E.elaterium Meyve Suyu Kloroform Ekstraktinin HPLC ile Analizi

Materyal ve metod boliimiinde belirtildigi gibi hazirlanan E.elaterium meyve
suyu kloroform ekstraktinin tiim kolon ve flas kromatografi fraksiyonlar1 analitik
kolonda (4,6 x 250 mm; 5 um) iki farkli ¢6zeltiden olusan mobil faz sistemi ile gradient
olarak yliriitiilmiistiir. Mobil faz sistemini olusturan ¢ozeltiler (A) Asetonitril:Su
(20:80; v/v) ve (B) Asetonitril:Su (45:55; v/v) ile Sekil 4.2°deki gosterilen akig

programi kullanilmistir.

- Max Intensdy: 0
" i
75 e
% o T \
) aman ——
Mobil @ I \
(dk) N| B \
Faz B L e
S 0
10 0 S 0 10 2 ) I ) i 0
100 60 % Time | Module Action Value Cor
100 70 > 1 00 Pures B Con: 10
2| 6000 Pumps B.Conc 100
10 £ _3 7000 Pumps B.Cone 100
4 7500 Pumgs B.Cone 10
5

Analiz siiresi, dk

Sekil 4.2. E.elaterium meyve suyu kloroform ekstraktinin analitik C18 kolonda
yiirtitiilmesinde kullanilan gradient akis programi

E.elaterium meyve suyunun kloroform ekstrakti, kolon ve flag kromotografisi
ile fraksiyonlanmis ve bu fraksiyonlarin hepsi belirlenen kromotografik kosullarda
HPLC ile analiz edilmistir. Kolon kromotografisinin 9, 10 ve 11. fraksiyonlarinda, flas
kromotografisinde ise 21-31. fraksiyonlarinda kukurbitasin D ve 1 varlig1 tespit
edilmigtir. Sekil 4.3-4.16’da Kukurbitasin D ve I varlig1 tespit edilen fraksiyonlarin
kromotogramlar1 verilmistir. Bu sekillerde a piki Kukurbitasin D ve b piki ise
Kukurbitasin I’ya ait piklerdir. Kukurbitasin D belirlenen kromatografik kosullarda
hem kolonu daha erken terk etmekte hem de pik yiiksekligine bakildiginda daha fazla

miktarda bulunmaktadir.
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Sekil 4.3. Kolon kromatografisi 9. fraksiyonun C18 kolonda eliisyonunu gosteren
kromatogram (Gradient eliisyon: % ACN/Su (45:55): 0. dk; %10, 0-60 dk;
%100, 60-70 dk; %100, 70-75 dk; %10, akis hiz1 0,75 mL/dk; sicaklik 40
°C; enjeksiyon hacmi 10 uL; dalga boyu 229 nm, a — Kukurbitasin D ve

b - Kukurbitasin I)
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Sekil 4.4. Kolon kromatografisi 10. fraksiyonun C18 kolonda eliisyonunu gosteren
kromatogram (Gradient eliisyon: % ACN/Su (45:55): 0. dk; %10, 0-60 dk;
%100, 60-70 dk; %100, 70-75 dk; %10, akis hiz1 0,75 mL/dk; sicaklik 40
°C; enjeksiyon hacmi 10 uL; dalga boyu 229 nm, a — Kukurbitasin D ve

b - Kukurbitasin I)
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Sekil 4.5. Kolon kromatografisi 11. fraksiyonun C18 kolonda eliisyonunu gosteren
kromatogram (Gradient eliisyon: % ACN/Su (45:55): 0. dk; %10, 0-60 dk;
%100, 60-70 dk; %100, 70-75 dk; %10, akis hiz1 0,75 mL/dk; sicaklik 40

°C; enjeksiyon hacmi 10 puL; dalga boyu 229 nm, a — Kukurbitasin D ve
b - Kukurbitasin I)
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Sekil 4.6. Flas kromotografisi 21. fraksiyonun C18 kolonda eliisyonunu gosteren
kromatogram (Gradient eliisyon: % ACN/Su (45:55): 0. dk; %10, 0-60 dk;
%100, 60-70 dk; %100, 70-75 dk; %10, akis hiz1 0,75 mL/dk; sicaklik 40

°C; enjeksiyon hacmi 10 uL; dalga boyu 229 nm, a — Kukurbitasin D ve
b - Kukurbitasin I)
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Sekil 4.7. Flas kromotografisi 22. fraksiyonun C18 kolonda eliisyonunu gosteren
kromatogram (Gradient eliisyon: % ACN/Su (45:55): 0. dk; %10, 0-60 dk;
%100, 60-70 dk; %100, 70-75 dk; %10, akis hiz1 0,75 mL/dk; sicaklik 40
°C; enjeksiyon hacmi 10 uL; dalga boyu 229 nm, a — Kukurbitasin D ve

b - Kukurbitasin I)
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Sekil 4.8. Flas kromotografisi 23. fraksiyonun C18 kolonda eliisyonunu gosteren
kromatogram (Gradient eliisyon: % ACN/Su (45:55): 0. dk; %10, 0-60 dk;
%100, 60-70 dk; %100, 70-75 dk; %10, akis hiz1 0,75 mL/dk; sicaklik 40
°C; enjeksiyon hacmi 10 uL; dalga boyu 229 nm, a — Kukurbitasin D ve

b - Kukurbitasin I)
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Sekil 4.9. Flas kromotografisi 24. fraksiyonun C18 kolonda eliisyonunu gosteren
kromatogram (Gradient eliisyon: % ACN/Su (45:55): 0. dk; %10, 0-60 dk;
%100, 60-70 dk; %100, 70-75 dk; %10, akis hiz1 0,75 mL/dk; sicaklik 40

°C; enjeksiyon hacmi 10 uL; dalga boyu 229 nm, a — Kukurbitasin D ve
b - Kukurbitasin 1)
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Sekil 4.10. Flag kromotografisi 25. fraksiyonun C18 kolonda eliisyonunu gosteren
kromatogram (Gradient eliisyon: % ACN/Su (45:55): 0. dk; %10, 0-60 dk;
%100, 60-70 dk; %100, 70-75 dk; %10, akis hiz1 0,75 mL/dk; sicaklik 40

°C; enjeksiyon hacmi 10 uL; dalga boyu 229 nm, a — Kukurbitasin D ve
b - Kukurbitasin I)
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Sekil 4.11. Flas kromotografisi 26. fraksiyonun C18 kolonda eliisyonunu gosteren
kromatogram (Gradient eliisyon: % ACN/Su (45:55): 0. dk; %10, 0-60 dk;
%100, 60-70 dk; %100, 70-75 dk; %10, akis hiz1 0,75 mL/dk; sicaklik 40

°C; enjeksiyon hacmi 10 puL; dalga boyu 229 nm, a — Kukurbitasin D ve
b - Kukurbitasin I)
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Sekil 4.12. Flag kromotografisi 27. fraksiyonun C18 kolonda eliisyonunu gosteren
kromatogram (Gradient eliisyon: % ACN/Su (45:55): 0. dk; %10, 0-60 dk;
%100, 60-70 dk; %100, 70-75 dk; %10, akis hiz1 0,75 mL/dk; sicaklik 40

°C; enjeksiyon hacmi 10 uL; dalga boyu 229 nm, a — Kukurbitasin D ve
b - Kukurbitasin I)
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Sekil 4.13. Flas kromotografisi 28. fraksiyonun C18 kolonda eliisyonunu gosteren
kromatogram (Gradient eliisyon: % ACN/Su (45:55): 0. dk; %10, 0-60 dk;
%100, 60-70 dk; %100, 70-75 dk; %10, akis hiz1 0,75 mL/dk; sicaklik 40

°C; enjeksiyon hacmi 10 puL; dalga boyu 229 nm, a — Kukurbitasin D ve
b - Kukurbitasin I)
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Sekil 4.14. Flas kromotografisi 29. fraksiyonun C18 kolonda eliisyonunu gosteren
kromatogram (Gradient eliisyon: % ACN/Su (45:55): 0. dk; %10, 0-60 dk;
%100, 60-70 dk; %100, 70-75 dk; %10, akis hiz1 0,75 mL/dk; sicaklik 40

°C; enjeksiyon hacmi 10 uL; dalga boyu 229 nm, a — Kukurbitasin D ve
b - Kukurbitasin I)
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Sekil 4.15. Flas kromotografisi 30. fraksiyonun C18 kolonda eliisyonunu gosteren
kromatogram (Gradient eliisyon: % ACN/Su (45:55): 0. dk; %10, 0-60 dk;
%100, 60-70 dk; %100, 70-75 dk; %10, akis hiz1 0,75 mL/dk; sicaklik 40

°C; enjeksiyon hacmi 10 puL; dalga boyu 229 nm, a — Kukurbitasin D ve
b - Kukurbitasin I)
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Sekil 4.16. Flas kromotografisi 31. fraksiyonun C18 kolonda eliisyonunu gosteren
kromatogram (Gradient eliisyon: % ACN/Su (45:55): 0. dk; %10, 0-60 dk;
%100, 60-70 dk; %100, 70-75 dk; %10, akis hiz1 0,75 mL/dk; sicaklik 40

°C; enjeksiyon hacmi 10 uL; dalga boyu 229 nm, a — Kukurbitasin D ve
b - Kukurbitasin I)
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4.4. Kukurbitasin D ve I'min HPLC’de Fraksiyonlanmasi ve Saflik Kontrolii

E.elaterium meyve suyunun kloroform ekstraktlarinin kolon ve flag
kromatografi fraksiyonlarinin Cis ters faz kolondaki ayrimlar1 ile Diode Array
dedektorde (DAD) 229 nm dalga boyunda izlenen kromatogramlar1 Sekil 4.3-4.16'da
yer almaktadir. Bu fraksiyonlardaki Kukurbitasin D ve I piklerinin en saf hallerinin
toplanabilmesi icin piklerin alinacagi (pikin baglangic ve bitis noktasi) araliginin
belirlenmesi gerekmektedir. Bu amagcla, flas kromatogarfi 23. Fraksiyonu temel
almarak fraksiyonlama islemi asagida belirtildigi gibi yapilmistir. Oncelikle bu
fraksiyonun Sekil 4.17°de manuel integrasyonu yapilmis ve ilgili piklerin baslangic ve
bitis noktalar1 belirlenmistir. Daha sonra integrasyonu yapilan piklerin saflik durumu
arastirilmistit. Bunun icin Oncelikle ilgili piklerin Sekil 4.18 ve 4.19°da, 229 nm
referans dalga boyu dahil olmak {izere 5 nm araliklarla 204-254 nm araligindaki 11
farkli dalga boyundaki kromatogramlar c¢akistirtlmistir. Farkli dalga boylarindaki
piklerin simetrik oldugu goriilmektedir. Piklerin simetrik goriintiisiinden pik safliginin
cok yiiksek olacagi sdylenebilir. Ayrica, piklerin saflik durumlar i¢in Sekil 4.20 ve
4.21’de verilen pik saflik spektrumlarina gore Kukurbitasin D ve I pikleri i¢in
integrasyonunun bagladig1 ve bittigi noktalar daha kesin olarak belirlenmistir. Bu
sekillerde maddelerin en saf halde bulunduklar1 zaman araliklar1 Kukurbitasin D i¢in
33,97-34,70 dk ve Kukurbitasin I i¢in 40,95-41,75 dk’dir. Bu noktalar arasindaki
pikler fraksiyon toplayicida toplanmigstir. Ayrica, bu piklerin Sekil 4.22 ve 4.23°de UV
spektrumlar1 verilmistir. UV spektrumlar, toplanacak bilesenlerin yapisal olarak
belirlenmesinde yardimci olur. Bu sekillerdeki Kukurbitasin D ve I'mn UV
spektrumlarina bakildiginda Bolim 4.5, Sekil 4.29 ve 4.36’da verilen standard
Kukurbitasin D ve I ile ayn1 dalga boyunda (sirasiyla 230 ve 235 nm) maksimum
absorbans verdigi goriilmektedir.

Flas kromatografisi 23. fraksiyondaki Kukurbitasin D ve I i¢in yapilan islemler
kolon kromatografisi 9-11. fraksiyonlar ve flag kromatografisi 21, 22 ve 24-31.
fraksiyonlar i¢in tekrar edilmistir. Her bir fraksiyondaki Kukurbitasin D ve I piklerinin
baslangi¢-bitis zamanlar1 belirlenip her defasinda 50 pl numune enjekte edilerek
toplamda 150 kez enjeksiyon yapilmistir. Fraksiyon toplayicida bu iki pik ayri ayri
toplanmistir. Tiim enjeksiyonlardan toplanan Kukurbitasin D ve I fraksiyonlar1 ayri
ayr1 birlestirilip, liyofilizasyon islemine kadar -20 °C’de derin dondurucuda

saklanmustir.
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Sekil 4.17. Flas kromatografisi 23. fraksiyonun 229 nm dalga boyunda manuel
integrasyonu (Gradient eliisyon: % ACN/Su (45:55): 0. dk; %10, 0-60 dk;
%100, 60-70 dk; %100, 70-75 dk; %10, akis hiz1 0,75 mL/dk; sicaklik 40
°C; enjeksiyon hacmi 10 uL; dalga boyu 229 nm, a — Kukurbitasin D ve
b - Kukurbitasin I)
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Sekil 4.18. Kukurbitasin D (Flag kromatografi 23. fraksiyon) pikinin 204-254 nm
dalga boyu araliginda 5 nm aralikla kaydedilen kromatogramlari
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Sekil 4.19. Kukurbitasin I (Flas kromatografi 23. fraksiyon) pikinin 204-254 nm dalga
boyu aralifinda 5 nm aralikla kaydedilen kromatogramlari
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Sekil 4.20. Kukurbitasin D (Flag kromatografi 23. fraksiyon) saflik spektrumu
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Sekil 4.21. Kukurbitasin I (Flas kromatografi 23. fraksiyon) saflik spektrumu

— T T T (R — T T
200.0 225.0 250.0 275.0

300.0

— T
325.0

Sekil 4.22. Kukurbitasin D (Flas kromatografi 23. fraksiyon) UV spektrumu
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Sekil 4.23. Kukurbitasin | (Flasg kromatografi 23. fraksiyon) UV spektrumu

4.5. Kukurbitasin D ve I Fraksiyonlarimin Liyofilizasyonu ve Saflik Kontrolii

Fraksiyonlanarak toplanan Kukurbitasin D ve 1 fraksiyonlar1 derin
dondurucudan ¢ikartilip kiiciik hacimlerde bir gece -20 °C’de bekletildikten sonra
liyofilizatérde liyofilize edilmistir. Liyofilizasyon ayni kap igerisinde tiim
fraksiyonlardaki mobil faz uzaklastirilincaya kadar yapilmistir. Liyofilizasyon islemi
tamamlandiginda Sekil 4.24°de beher igerisinde goriilen Kukurbitasin D ve I kristalleri
elde edilmistir.

Liyofilizasyon sonucu elde edilen Kukurbitasin D ve I kristallerinin saflik
kontrolleri yapilmistir. Bunun i¢in flas kromatografi 23. fraksiyon i¢in uygulanan
prosediir ayn1 sekilde yinelenmistir. Oncelikle izole edilen Kukurbitasin D ve I, 2 mL
etil alkol icerisinde ¢oziilerek belirlenen kromatografik kosullarda HPLC ile analizi
yapilmistir. Kukurbitasin D ve Kukurbitasin I'nin 229 nm dalga boyunda pikleri elde
edilmis ve 11 farkli dalga boyundaki pik profilleri, pik saflik dereceleri ve UV

spektrumlar1 alinmistir.
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Sekil 4.24. izole edilen liyofilize Kukurbitasin D ve I kristalleri

Izole edilen Kukurbitasin D ve I’ya ait spektrumlar stadandard Kukurbitasin D
ve I’nin spektrumlari ile karsilastirilarak elde edilen kukurbitasinlerin saflik dereceleri
belirlenmistir. Sekil 4.25 ve 4.26’da standard ve izole edilen Kukurbitasin D pikinin
11 farkli dalga boyundaki kromatogramlari ¢akistirilmustir. izole edilen Kukurbitasin
D’nin  kromatograminda elde edilen simetrik  gOriintliniin  standardin
kromatogramindaki gibi olmasi pikin yiiksek saflikta oldugunu gostermektedir. Saflik
derecesi i¢in ise Sekil 4.27 ve 4.28’deki saflik spektrumlar incelendiginde; pikin
baslangi¢ ve bitis noktalar1 arasinda saflik ¢izgisinden sapma olmadig goriilmektedir.
Bu pikin saflik indeksi 1,0000 olarak bulunmustur. Sekil 4.29 ve 4.30°daki standard
ve izole edilen Kukurbitasin D’nin UV spektrumlarina bakildiginda aymi dalga
boyunda maksimuma sahip olmalar1 izole edilen maddenin Kukurbitasin D oldugunu
acikca gostermektedir. Standard ve izole edilen Kukurbitasin D’nin aym
kromatografik kosullarda HPLC ile elde edilen piklerinin Sekil 4.31°de aym
kromatogram iist iiste ¢akistirilmis goriintiisii ile izole edilen kukurbitasin tiiriiniin

Kukurbitasin D oldugunu daha net gostermektedir.
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Sekil 4.25. Standard Kukurbitasin D’nin 204-254 nm dalga boyu araliginda 5 nm
aralikla kaydedilen kromatogramlar1
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Sekil 4.26. izole edilen Kukurbitasin D nin 204-254 nm dalga boyu aralifinda 5 nm
aralikla kaydedilen kromatogramlari
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Sekil 4.27. Standard Kukurbitasin D’nin saflik spektrumu
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Sekil 4.28. izole edilen Kukurbitasin D’nin saflik spektrumu
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Sekil 4.29. Standart Kukurbitasin D pikinin UV spektrumu
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Sekil 4.30. Izole edilen Kukurbitasin D pikinin UV spektrumu
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Sekil 4.31. Standart ve izole edilen Kukurbitasin D piklerinin c¢akistirildig:
kromatogram (Gradient eliisyon: % ACN/Su (45:55): 0. dk; %10, 0-60
dk; %100, 60-70 dk; %100, 70-75 dk; %10, akis hiz1 0,75 mL/dk; sicaklik
40 °C; enjeksiyon hacmi 10 pL; dalga boyu 229 nm, Cu-D-S — Standart
Kukurbitasin D ve Cu-D-1 — Izole Edilen Kukurbitasin D)

Ayni sekilde, standart ve izole edilen Kukurbitasin I pikinin de 11 farkli dalga
boylarindaki kromatogramlari ¢akistirildiginda pikin yiiksek saflikta oldugu Sekil 4.32
ve 4.33’de goriilen simetrik goriintiiden anlasilmaktadir. Saflik derecesi ise Sekil 4.34-
35°deki standart ve izole edilen Kukurbitasin I'nin saflik spektrumu incelendiginde;
pikin baslangic ve bitis noktalar1 arasinda saflik ¢izgisinden sapma olmadig
gorilmektedir. Bu pikin saflik indeksi 0,9990 olarak bulunmustur. Sekil 4.36-37’deki
standart ve izole edilen Kukurbitasin I 'min UV spektrumlarina bakildiginda her

ikisinin de 235 nm dalga boyunda maksimuma sahip oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.32. Standart Kukurbitasin | pikinin 204-254 nm dalga boyu araliginda 5 nm
aralikla kaydedilen kromatogramlarinin goriintiisii
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Sekil 4.33. izole edilen Kukurbitasin I pikinin 204-254 nm dalga boyu araliginda 5
nm aralikla kaydedilen kromatogramlarinin goriintiisii
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Sekil 4.35. Izole edilen Kukurbitasin I pikinin saflik spektrumu
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Sekil 4.34. Standart Kukurbitasin I pikinin saflik spektrumu
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Sekil 4.36. Standart Kukurbitasin I pikinin UV spektrumu
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Sekil 4.37. izole edilen Kukurbitasin I pikinin UV spektrumu
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Standard ve izole edilen Kukurbitasin I’'nin aym1 kromatografik kosullarda
HPLC ile elde edilen piklerinin Sekil 4.38’de ayni1 kromatogram {ist {iste ¢akistirilmis
gorintiisii ile izole edilen kukurbitasin tiiriinlin Kukurbitasin I oldugunu daha net
gostermektedir.

Standart ve izole edilen hem Kukurbitasin D hem de Kukurbitasin I’nin ayn1
kromatografik kosullarda HPLC ile elde edilen pikleri ¢akistirilarak elde edilen
kromatogramlar sirasiyla Sekil 4.31 ve 4.38’de ayr1 ayr1 verilmistir. Sekil 4.39°da ise

her iki kukurbitasin tiliriiniin ¢akistirilmig pikleri ayni kromatogramda gosterilmistir.
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Sekil 4.38. Standart ve izole edilen Kukurbitasin I piklerinin cakistirildig:
kromatogram (Gradient eliisyon: % ACN/Su (45:55): 0. dk; %10, 0-60
dk; %100, 60-70 dk; %100, 70-75 dk; %10, akis hiz1 0,75 mL/dk; sicaklik
40 °C; enjeksiyon hacmi 10 pL; dalga boyu 229 nm, Cu-I-S — Standart
Kukurbitasin | ve Cu-I-I — izole Edilen Kukurbitasin I)
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Sekil 4.39. Standart ve izole edilen Kukurbitasin D ve I piklerinin birlikte ¢akistirildig
kromatogram (Gradient eliisyon: % ACN/Su (45:55): 0. dk; %10, 0-60
dk; %100, 60-70 dk; %100, 70-75 dk; %10, akis hiz1 0,75 mL/dk; sicaklik
40 oC; enjeksiyon hacmi 10 pL; dalga boyu 229 nm, Cu-D-S;
Kukurbitasin D Standardi, Cu-D-i; izole edilen Kukurbitasin D, Cu-I-S;
Kukurbitasin I Standardi, Cu-I-1; izole edilen Kukurbitasin I)
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4.6. MTT Proliferasyon Test Sonuclar:

Kukurbitasin D ve I'nin LS174T ve SW620 hiicrelerinin canlilig1 iizerine
etkisini in vitro belirlemek i¢in MTT yontemi uygulandi. MTT deneylerinde; LS174T
ve SW620 canli hiicreleri izole edilen Kukurbitasin D ve I’ya maruz birakilarak
formazan MTT molekiiliiniin enzimatik azalimina dayanarak spektrofotometrik
Olctimleri yapilmis ve absorbans degerleri alinmistir.

Calismada 96 kuyucuklu plaklara her bir kuyucuga 4000 hiicre/100 uL olacak
sekilde hiicrelerin ekimi yapilmis ve 24 saat inkiibasyonlar1 sonrasinda iizerlerine izole
edilen Kukurbitasin D ve I 'nin degisen konsantrasyonlari (5, 25, 50, 100 ve 250 nM)
eklenmistir. 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72 ve 96 saatlik uygulama siireleri sonrasinda her bir
kuyucuga 10 pL MTT belirteci konularak 4 saat boyunca 37°C’da bekletilmis, mavi-
mor formazon kristalleri olusumunu takiben isoprapanol/HCI ¢oziilerek 570 nm dalga
boyunda absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Bu absorbans degerleri kullanilarak elde edilen-
LS174T ve SW620 hiicrelerine farkli siirelerde Kukurbitasin D ve I uygulamasi
sonrasi- konsantrasyon-absorbans egrileri Sekil 4.40 ve Sekil 4.41°de gosterilmistir.
Kontrol grubu kanser hiicrelerine Kukurbitasin D ve I uygulanmamais, bu hiicrelere
sadece besiyer ortami olan RPMI 1640 besiyer verilmistir. Sekiller incelendiginde,
Kukurbitasin D ve I'nin LS174T ve SW620 hiicreleri iizerine konsantrasyona ve
zamana bagli olarak sitotoksik ve antiproliferatif etki gosterdigi goriilmiistiir. Diisiik
konsantrasyonlarda (5 ve 25 nM) kontrol grubuna paralel bir ¢ogalma gerceklesirken
yiiksek konsantrasyonlarda (50, 100 ve 250 nM) kisa uygulama siirelerinde yine
kontrole gore paralel bir egri elde edilirken uygulama siiresi arttiginda bu paralellikten
olduk¢a sapmalar olmustur. Bu durum, ortamdaki hiicre ¢ogalmasinin durmasi ve
varolan hiicrelerin 6lmeye baslamasiyla aciklanabilir. S6zii edilen durumlar hem her
iki hiicre hatt1 hem her iki uygulama maddesi (Kukurbitasin D ve I) i¢in de gecerlidir.
Uygulama sonras1 absorbans degerlerindeki diisiis Kukurbitasin D ve I'nin hiicre
cogalmasin1 negatif yonde etkiledigini gostermektedir. Yani antiproliferatif etki
gosterdiginin agik kanitidir. Yiiksek konsantrasyonlarda gergeklesen hiicre 6liimii ise

sitotoksik etkinin bir sonucudur.
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Sekil 4.40. Kukurbitasin D konsantrasyonuna bagli olarak (a) LS174T ve (b) SW620
hiicrelerinin proliferasyonunun uygulama siiresi ile degisimi (™%~ Kontrol,

£ 5nM, % 25 nM, 7 50 nM, “£= 100 nM, = 250 nM)
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Sekil 4.41. Kukurbitasin I konsantrasyonuna bagli olarak (a) LS174T ve (b) SW620
hiicrelerinin proliferasyonunun uygulama siiresi ile degisimi (™~ Kontrol,

& 5nM, = 25 nM, < 50 nM, “£= 100 nM, = 250 nM)
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4.6.1. Hiicre ¢cogalma kinetigi model parametre degerlerinin belirlenmesi

Kontrol gruplarmin ve Kukurbitasin D ve I uygulanan LS174T ve SW620
kanser hiicrelerinin ¢ogalma kinetigini temsil edecek esitlikleri belirlemek igin ilk
olarak, MTT testleri sonucu elde edilen absorbans degerlerinin (N(t); N(t)=Absorbans
(570 nm)) zamana kars1 grafige gegcirildigi grafikler (Sekil 4.40-41) incelendi.
Incelenen egrilerin ii¢ gruba ayrilabilecegi goriildii. Birinci grupta Kukurbitasin D ve
I uygulamasi yapilamayan kontrol grubu LS174T ve SW620 hiicreleri, ikinci grupta
diisiik konsantrasyonda (5, 25 nM) hem Kukurbitasin D hem de Kukurbitasin I
uygulamasi yapilan LS174T ve SW620 hiicreleri, iiclinci grupta ise yliksek
konsantrasyonda Kukurbitasin D ve Kukurbitasin I uygulamasi yapilan LS174T ve
SW620 hiicrelerinin ¢ogalma egrileri yer almaktadir. Birinci grupta yer alan egrileri
temsil eden esitlikler literatiirdeki biiylime modelleri esas alinarak olusturuldu. Bu
esitliklerde yer alan parametreler direk optimizasyon yontemi ile belirlendi. Ikinci
grupta yer alan egriler birinci gruptaki egrilere paralel olup benzer ¢ogalim
gostermektedir. Fakat ortama Kukurbitasin D ve I eklenmesinden sonra hiicrelerin bu
yeni ortama aligsmalar1 ¢ogalim hizlarini degistirdiginden farkli bir modelleme yapildi.
Bu grup i¢in belirlenen 25 nM konsantrasyonda bazi uygulama gruplarinda apoptotik
etkiler gézlendiginden bu egriler iigiincii gruba dahil edildi. Ugiincii grupta yer alan
egrilerde apoptotik etkiler agik¢a goriildiigiinden bu gruptaki egriler ig¢in yeni bir
model olusturuldu.

Birinci grupta yer alan egrilerin zamanla degisimini bulmak i¢in

N(t) = N(0) xexp(k * [1 — exp(—=b *t)]) (2.5)

k = log. [N(oo)/ N(O)]

Gompertziyan modeli kullanildi. Burada, N(o0) ve N(0) sirasiyla maksimum ve
baslangigtaki absorbans degerlerini ifade etmektedir. Deneysel verilerin modele
uygunlugu ve parametre degerleri MATLAB (R2009b) programindaki fmincon
yontemi ile belirlendi. Modelde deneysel verilerin kullanilmasi ile elde edilen egri
Sekil 4.42 ve 4.43°de, modelin performansin1 gésteren MAE, MAPE, RMSE ve R
degerleri ise Tablo 4.1 ve 4.2°de verilmistir. Sekillerde, deneysel sonuglar ile modelden

elde edilen degerlerin Ortiistigli goriilmektedir. Dolayisiyla, LS174T ve SW620 kolon
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kanser hiicrelerinin ¢ogalimi bu modele uymaktadir. Tablo 4.1 ve 4.2’deki performans

degerleri de bu uygunlugu dogrulamaktadir.

N(t) = N(0) * exp(k * [1 — exp(=b * t)])

o o o o
o o ~ [)
L L L L
T T T T

Absorbans (570 nm)

o
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o
w
1
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R
0 20 40 60 80 100

Zaman (h)

Sekil 4.42. LS174T hiicrelerinin ¢ogalim kinetigi grafigi

Tablo 4.1. LS174T hiicrelerinin ¢ogalim kinetigine ait performans ve parametre

degerleri
Performans Degerleri Parametre Degerleri
MAE = 0,0120
N(0)=0,2214
MAPE = 2,5346
k=2,3339
RMSE = 10,0155
b =0,0094

R= 10,9971
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N() = N(0) * exp(k * [1 — exp(=b *)])
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Sekil 4.43. SW620 hiicrelerinin ¢ogalim kinetigi grafigi

Tablo 4.2. SW620 hiicrelerinin ¢ogalim kinetigine ait performans ve parametre

degerleri
Performans Degerleri Parametre Degerleri
MAE = 0,0148
N(0) =0,2867
MAPE = 3,0909
k =4,0650
RMSE= 10,0179
b=10,0037

R= 10,9963
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Ikinci grupta yer alan diisiik konsantrasyon (5-25 nM) egrileri incelendiginde
birinci grupta yer alan kontrol grubu egrilerinden farkliliklar gosterdigi gortldii.
Dolayisiyla, ayn1 model esitligiyle bu egrilerin ifade edilemeyecegi ve yeni bir
modelin belirlenmesi gerektigi anlasildi. Fakat literatiirde yer alan modellerin bu
egrilere uymadigi goriildi. Bu nedenle yeni bir model olusturuldu. Parametre
belirleme islemlerinde oldugu gibi 6ncelikle model ve bu modelin igerdigi parametre

sayis1 belirlendi. Buna gore Esitlik 4.2 ile verilen model onerildi.

N(t) = axexp(—b *t") + c*x exp(d * t) (4.1)

Bu modelde yer alan birinci terim, ¢cogalmayi, ikinci terim ise uygulama sonrasi
ortama adaptasyon siirecini ifade etmektedir. Parametre sayisi ise bu iki durum i¢in
modelden alinan tahmin degerleri ile deneysel degerler arasindaki farkin minimum
olmasi kriterine gore belirlenmistir. ‘b ve d’ parametreleri ¢ogalma hizlarini ifade
ederken ‘a ve ‘c’ parametrelerinin ise iki ayr1 durumdaki egrilerin baslangic degerleri
oldugu tahmin edilmektedir. Ayrica, egrilerdeki konkav veya konveks durumu ifade
etmek i¢in de zaman terimine bir iis ‘n’ parametresi eklenmistir.

Parametrelerin degerleri, optimizasyonla bulunmustur. Deneysel verilerin
modele uygunlugu ve parametre degerleri MATLAB (R2009b) programindaki
fmincon yontemi ile belirlenmistir. Diisiik konsantrasyon Kukurbitasin D ve I
uygulamasindan sonra deneysel aborbans degerlerinin model esitliginde yerine
konulmasi ile olusturulan egriler Sekil 4.44-47°de verilmistir. Modelde yer alan
parametrelerin ve model performansinm1 gosteren MAE, MAPE, RMSE ve R degerleri
Tablo 4.3’de yer almaktadir. Cogalma egrileri incelendiginde deneysel degerler ile
model degerlerinin Ortiistiigii agikca goriilmektedir. Ayrica, performans degerleri de bu

uygunlugu dogrulamaktadir.
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N(t) = axexp(—b *t") + c xexp(d * t)
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Sekil 4.44. 5 ve 25 nM Kukurbitasin D uygulanan LS174T hiicrelerinin ¢ogalim

kinetigi grafigi
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N(t) = axexp(—b*t") + cxexp(d *t)
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Sekil 4.45. 5, 25 ve 50 nM Kukurbitasin D uygulanan SW620 hiicrelerinin ¢cogalim
kinetigi grafigi
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N(t) = axexp(—b*t") + cxexp(d*t)
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Sekil 4.46. 5 nM Kukurbitasin I uygulanan LS174T hiicrelerinin ¢ogalim kinetigi
grafigi
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N(t) = axexp(—b*t") + cxexp(d *t)
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Sekil 4.47. 5, 25 ve 50 nM Kukurbitasin I uygulanan SW620 hiicrelerinin ¢ogalim
kinetigi grafigi
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Tablo 4.3. Kukurbitasin D ve | uygulanan LS174T ve SW620 hiicrelerinin ¢ogalim kinetigine ait performans ve parametre degerleri (Esitlik 4.1)

N(t) = a*exp(—b *t") + c* exp(d * t)

GOt

Uygulama Model Parametreleri Performans Degerleri
Uygulama | Hiicre
_ _ | Konsantrasyonu
Maddesi | Tiri (M) a b n ¢ d | MAE | MAPE | RMSE | R
Ls174T 5 0,2647 | 3,4339 -1,3223 | 0,0433 0,0244 | 0,0043 | 0,9945 | 0,0065 | 0,9989
25 0,2576 | 3,7560 -1,3743 | 0,0448 0,0233 | 0,0085 | 1,9628 | 0,0128 | 0,9951
Kukurbitasin
5 5 0,4446 | 1,3375 -0,5230 | 0,0157 0,0332 | 0,0127 | 2,8902 | 0,0148 | 0,9947
SW620 25 0,4574 | 1,3309 -0,4869 | 0,0140 0,0331 | 0,0103 | 2,4428 | 0,0115 | 0,9963
50 0,4863 | 1,6326 -0,5895 | 0,00000059 | 0,1129 | 0,0074 | 2,0308 | 0,0095 | 0,9861
LS174T 5 0,1657 | 2745002,24 | -4,0645 | 0,2564 0,0071 | 0,0058 | 1,6022 | 0,0068 | 0,9988
Kukurbitasin 5 0,700 1,2525 -0,0907 | 0,0469 0,0256 | 0,0127 | 2,7970 | 0,0159 | 0,9957
I SW620 25 10,5545 | 3,9348 -0,0470 | 0,0009 0,0530 | 0,0097 | 2,5409 | 0,0110 | 0,9918
50 0,4571 | 1,2618 -0,5083 | 0,000002 0,1081 | 0,0097 | 2,9044 | 0,0122 |0,9745




Uciincii  grupta yer alan yiiksek konsantrasyon (50-250 nM) egrileri
incelendiginde hem birinci grupta hem de ikinci gruptaki egrilerden farkliliklar
gosterdigi goriildii. Bu egrilerde ¢ogalmanin durdugu ve hiicre o6liimlerinin
gerceklestigi acikg¢a anlagilmaktadir. Bu nedenle hiicrelerin 6lim hizin1 da ifade
edecek yeni bir model olusturulmasi gerektigi anlasildi. Diger modelde (Esitlik 4.1)
oldugu gibi oncelikle modelin igerdigi parametre sayist belirlendi. Buna gore Esitlik

4.2 ile verilen model 6nerildi.

N(t) =a*exp(=b*t™) + (1 +a) *exp(—c*axth) (4.2)

Bu modele gore, birinci terim hiicre sayisindaki azalmayi, ikinci terim ise
cogalmay ifade etmektedir. Parametre sayisi ise bu iki durum i¢in modelden alinan
tahmin degerleri ile deneysel degerler arasindaki farkin minimum olmasi kriterine gore
belirlenmistir. ‘b ve c*a’ parametreleri ¢ogalma ve 6liim hizlarini ifade ederken ‘a, n
ve m’ parametreleri farkli deneyler i¢in farkli degerlere sahip denklem sabitleridir.
Cogalma ve 0liim durumunda egrilerdeki konkav veya konveks durumu ifade etmek
i¢cin de zaman terimine bir iis ‘n ve m’ parametreleri eklenmistir.

Parametrelerin degerleri optimizasyonla bulunmugstur. Deneysel verilerin
modele uygunlugu ve parametrelerin degerleri MATLAB (R2009b) programindaki
fmincon yontemi ile belirlendi. Modelde deneysel verilerin kullanilmasi ile elde edilen
egriler Sekil 4.48-51°de verilmistir. Model parametre degerleri ve model
performansini gosteren MAE, MAPE, RMSE ve R degerleri de Tablo 4.4’de yer
almaktadir. % inhibisyon hizi egrileri incelendiginde deneysel degerler ile model

degerlerinin Ortiistiigii goriilmektedir.
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N(t) =axexp(—=b*t™) + (1 +a) * exp(—c * a *t™)
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Sekil 4.48. 50, 100 ve 250 nM Kukurbitasin D uygulanan LS174T hiicrelerinin cogalim
kinetigi grafigi
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N(t) = a*exp(=b*t™) + (1 +a) xexp(—c*a*t™)
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Sekil 4.49. 100 ve 250 nM Kukurbitasin D uygulanan SW620 hiicrelerinin ¢ogalim
kinetigi grafigi
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N(t) =axexp(—=b*t™) + (1 +a) * exp(—c * a *t™)
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100

Sekil 4.50. 25, 50, 100 ve 250 nM Kukurbitasin I uygulanan LS174T hiicrelerinin

cogalim kinetigi grafigi
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N(t) =axexp(—=b*t™) + (1 +a) * exp(—c * a *t™)
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Sekil 4.51. 100 ve 250 nM Kukurbitasin I uygulanan SW620 hiicrelerinin ¢ogalim
kinetigi grafigi
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Tablo 4.4. Kukurbitasin D ve | uygulanan LS174T ve SW620 hiicrelerinin gogalim kinetigine ait performans ve parametre degerleri (Esitlik 4.2)

N(t) =axexp(—b*t™) + (1 + a) * exp(—c*axt™)

Uygulama | Hiicre Kolrfs};%l:::;ni N Model Parametreleri Performans Degerleri

Maddesi Tiri (M) y a b n c m MAE MAPE RMSE R
50 -0,3955 0,012 |-1,1038 | -0,0002 | 1,9011 | 0,0053 | 1,6684 | 0,0067 | 0,9890
LS174T 100 -0,2294 | 8235639,05 | 3,9000 | -7,7850 | -0,2173 | 0,0033 | 1,7496 | 0,0036 |0,9972
Kukurbitasin 250 -0,1717 | 4786390,41 | 3,6996 | -9,3512 | -0,1224 | 0,0030 | 1,1996 | 0,0035 |0,9946
° 100 -0,2161 | 107309,69 | 2,9614 | -7,0675 | -0,2068 | 0,0063 | 2,1130 | 0,0074 |0,9835
SW620 250 -0,2045 | 569724,83 | 3,5542 | -7,8547 | -0,2037 | 0,0082 | 2,9723 | 0,0097 |0,9742
25 -0,3647 | 0,00006 |-2,6263 | -0,003 | 1,3867 | 0,0095 | 2,7663 | 0,0109 |0,9866
50 -0,3699 | 0,00014 |-2,3742 | -0,0015 | 1,6027 | 0,0066 | 1,9062 | 0,0084 |0,9881
Kukurbitasin LSLrat 100 -0,3552 | 10,0007 |-2,1029 | -0,0323 | 0,9931 | 0,0100 | 3,4169 | 0,0116 |0,9611
| 250 -0,3782 | 10,0006 | -1,903 | -0,0006 | 1,8637 | 0,0107 | 3,7132 | 0,0141 |0,9336
100 -0,7760 | 317,9917 | 1,3231 | 0,1086 | 055372 | 0,0045 | 1,4480 | 0,0051 |0,9917
SWe20 250 -0,7773 | 376,1263 | 1,3872 | 0,0810 | 0,6058 | 0,0078 | 2,8263 | 0,0089 |0,9789




4.6.2. Kukurbitasin D ve I 'nin antiproliferatif etkisinin arastirilmasi

Kukurbitasin D ve I'nin hiicre proliferasyonunu ne kadar baskiladigi 6, 12, 24,
36, 48, 60, 72 ve 96. saatler i¢in degerlendirilmis, kontrol gruplarinin absorbans
Olclimlerine oranlanarak hesaplanan canli kanser hiicrelerinin yiizdesindeki (%
canlilik orani) konsantrasyona gore degisimler Sekil 4.52 ve 4.53’de gosterilmistir.
Elde edilen grafikler incelendiginde, konsantrasyon ve zaman artisina bagli olarak
Kukurbitasin D ve I’'nin kanser hiicre hatlarinda (LS174T ve SW620) antiproliferatif
etkisinin artti§1 gézlenmistir.

LS174T hiicrelerine Kukurbitasin D’nin dort farkli konsantrasyonunun (5 nM,
25 nM, 50 nM, 100 nM ve 250 nM) uygulanmasindan sonra 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72
ve 96. saatlerde spektrofotometrik Ol¢iimler yapilmistir. Sekil 4.52(a)’da LS174T
hiicrelerinin Kukurbitasin D’ye olan cevabi hiicre canliligi olarak gdsterilmistir. Buna
gore; bu hiicrelerin  canlibik oranlarinin  Kukurbitasin  D’nin  uygulama
konsantrasyonuna bagli olarak diistiigli belirlenmistir. En fazla inhibisyonun
gerceklestigi 250 nM konsantrasyondaki Kukurbitasin D ile yapilan deney
degerlendirilecek olursa LS174T hiicre sayilarinda 24. saatte %24, 48. saatte %36 ve
72. saatte ise %66’lik bir azalmanin meydana geldigi goriilmiistiir. Istatistiksel olarak
degerlendirildiginde; antiproliferatif etki 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72 ve 96. saatlerde tiim
konsantrasyonlarda (p<0,05) olarak anlamli bulunmustur.

SW620 hiicrelerine dort farkli konsantrasyonda (5 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM
ve 250 nM) Kukurbitasin D uygulamasindan sonra 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72 ve 96.
saatlerde spektrofotometrik 6l¢timler yapilmistir. Sekil 4.52(b)’de SW620 hiicrelerinin
Kukurbitasin D’ye olan cevabi hiicre canlilig1 olarak gdsterilmistir. Buna goére bu
hiicrelerin canlilik oranlarinin Kukurbitasin D konsantrasyonuna bagli olarak diistiigii
goriilmiistii. En fazla inhibisyonun gergeklestigi 250 nM konsantrasyondaki
Kukurbitasin D ile yapilan tedavi degerlendirilecek olursa SW620 hiicre sayilarinda
24. saatte %22, 48. saatte %57 ve 72. saatte ise %70’k bir azalmanin oldugu
goriilmiistiir. Istatistiksel olarak degerlendirme yapildiginda; antiproliferatif etki 6, 12,
24, 36, 48, 60, 72 ve 96. saatlerde tiim konsantrasyonlarda (p<0,05) olarak anlamli

bulunmustur.
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Sekil 4.52. Kukurbitasin D uygulamasi sonrasi (a) LS174Tve (b) SW620 hiicrelerinin

canlilik oranlar1 (h; Saat, ——6h, —=—12h, ——24h, —— 36h, ——48h,
*—60h, ——72h, 96h).
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LS174T hiicrelerinin Kukurbitasin I'nin dort farkli konsantrasyonunun (5 nM,
25 nM, 50 nM, 100 nM ve 250 nM) uygulanmasi sonras1 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72 ve
96. saatlerde spektrofotometrik Olgiimler yapilmistir. Sekil 4.53(a)’da LS174T
hiicrelerinin Kukurbitasin I’ya olan cevabi hiicre canlilig1 olarak gosterilmistir. Buna
gore; bu hiicrelerin canlilik oranlarinin Kukurbitasin I kosantrasyonuna bagli olarak
diistiigli belirlenmistir. En fazla inhibisyonun gergeklestigi 250 nM konsantrasyondaki
Kukurbitasin I ile yapilan tedavi degerlendirilecek olursa LS174T hiicre sayilarinda
24. saatte %16, 48. saatte %35 ve 72. saatte ise %63’liikk bir azalmanin oldugu
goriilmiistiir. Istatistiksel olarak degerlendirme yapildiginda; antiproliferatif etki; 6, 12
ve 24. saatte, 25 nM, 100 nM ve 250 nM'de; 36, 48, 60, 72 ve 96. saatlerde ise tim
konsantrasyonlarda istatistiksel (p<0,05) olarak anlaml1 bulunmustur.

SW620 hiicreleri Kukurbitasin I’'nin dort farkli konsantrasyonunun (5 nM, 25
nM, 50 nM, 100 nM ve 250 nM) uygulamas1 sonrasi1 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72 ve 96.
saatlerde spektrofotometrik ol¢timler yapilmistir. Sekil 4.53(b)’de SW620 hiicrelerinin
Kukurbitasin I’ya olan cevabi hiicre canlilig1 olarak gosterilmistir. Buna gore bu
hiicrelerin canlilik oranlarinin Kukurbitasin D dozuna bagli olarak diistiigi
belirlenmistir. En fazla inhibisyonun gerceklestigi 250 nM konsantrasyondaki
Kukurbitasin D ile yapilan tedavi degerlendirilecek olursa SW620 hiicre sayilarinda
24. saatte %19, 48. saatte %52 ve 72. saatte ise %71’lik bir azalmanin oldugu
goriilmiistiir. Istatistiksel olarak degerlendirme yapildiginda; antiproliferatif etki 6, 12,
24, 36, 48, 60, 72 ve 96. saatlerde tim konsantrasyonlarda (p<0,05) olarak anlamli
bulunmustur.

Sonug olarak, artan Kukurbitasin D ve [ konsantrasyonu ve uygulama siiresine
bagli olarak hem LS174T hem de SW620 hiicrelerinin canliliklarinda %80’e varan

azalmalar oldugu belirlenmistir.

114



120

100 +

80 +

% Canhilik Oram

40 1

20 : : : : : :
0 5 25 50 100 250

120

100

80

60

% Canlilik Oram

40

20

0 5 25 50 100 250
Konsantrasyon (nM)

Sekil 4.53. Kukurbitasin | uygulamasi sonrasi (a) LS174Tve (b) SW620 hiicrelerinin
canlilik oranlani (h; Saat, ——6h, —=—12h, ——24h, —+— 36h, —=—48h,
*—60h, ——72h, 96h).
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4.6.3. Kukurbitasin D ve I konsantrasyonlarimin hiicre ¢ogalmasi iizerine etkileri

4.6.3.1. 1Cso degerlerinin belirlenmesi

LS174T ve SW620 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda (5, 25, 50, 100 ve
250 nM) ve siirelerde Kukurbitasin D ve I uygulamasindan sonra MTT test sonuglarina
gore % inhibisyon degerleri hesaplanmistir. LS174T hiicrelerine kukurbitasinlerin
uygulanmasindan sonra ilk 48 saatlik stirede, SW620 hiicrelerine kukurbitasinlerin
uygulanmasindan sonra ilk 36 saatlik siirede %50 ve lizeri inhibisyon degerlerine
ulagilamamustir. Hiicre ve uygulama maddesi tiiriine gore %50 ve {izeri inhibisyon

gerceklesen uygulama stireleri Tablo 4.5°te verilmistir.

Tablo 4.5. %50 inhibisyonun gerceklestigi uygulama siireleri

Uygulama Maddesi | Hiicre Tiirii Uygulama Siiresi (h)
60
LS174T 72
96
Kukurbitasin D 48
60
72
96
60
LS174T 72
96
Kukurbitasin I 48
60
72
96

SW620

SW620

LS174T ve  SW620  hiicrelerine  kukurbitasinlerin ~ uygulama
konsantrasyonlarina kars1 % inhibisyon degerleri icin grafikler olusturulmustur. Bu
grafiklerin temsili bir 6rnegi Sekil 4.54’de verilmistir. Sekilde, LS174T hiicrelerine
Kukurbitasin D uygulamasi sonrasi 60. saat sonunda elde edilen % inhibisyon

degerleri ile ¢izilen grafik goriilmektedir.
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Sekil 4.54. LS174T hiicrelerine 60 saat slireyle Kukurbitasin D uygulamasi sonrasi %
inhibisyon grafigi

Sekil 4.54’te, % inhibisyon degerlerinin konsantrasyon degisimine gore
dogrusal olmadig1 goriilmektedir. Uygulama maddeleri (Kukurbitasin D ve I), hiicre
tiirleri (LS174T ve SW620) ve uygulama stireleri (6-96 h) i¢in de elde edilen diger
grafikler de ayni sekildedir. Bu durumda en dogru/hassas ICso degerlerinin
hesaplanmasi i¢in bu egrileri temsil eden esitliklerin bulunmasi gerekmektedir. Genel
olarak, ICso degerlerinin hesaplanmasinda lineer ya da logaritmik regresyon
yontemleri kullanilmaktadir. Bu yontemler kullanildiginda elde edilen esitlikler tam
olarak egriyi temsil etmemekte ve ICso degeri hassas olarak hesaplanamaktadir.
Dogrusal olmayan regresyon yonteminin uygulanmasi ile daha dogru sonuglarin elde
edilecegi diisiiniilmiistiir. Bu amagla, model uydurma yontemi uygulanmistir.

Dogrusal olmayan regresyon analiz yontemi kullanilarak, dogrusal olmayan bir
model olan Weibull esitligi (Esitlik 4.4) yardimiyla deneysel olarak %50 inhibisyonun
gerceklestigi uygulama siireleri icin ICso degerleri belirlenmistir (Keskintiirk vd.,

2009).
f(x) = o — B * exp(—y * x%) (4.3)

Burada; f(x): % Inhibisyon, x: konsantrasyon, a, B, y, 8 : parametreler
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Esitligin parametre degerleri; MATLAB (R2009b) programindaki fmincon
yontemi ile belirlenmis ve modelin performansini gosteren MAE, MAPE, RMSE ve
R degerleri Tablo 4.6’da verilmistir. Parametre degerlerine gore, Sekil 4.55-68’de
goriilen farkli Kukurbitasin D ve I konsantrasyonlarina bagli % inhibisyon egrileri
olusturulmustur. Sekiller incelendiginde deneysel sonuglar ile modelden elde edilen
degerlerin hemen hemen tamamen cakistig1 goriilmektedir. Bu da kullanilan modelin
sistem i¢in uygun oldugunu gostermistir.

Tablo 4.6’da hesaplanan parametreler kullanilarak Weibull esitligi yardimiyla
kanser hiicrelerinin sayisinda %50 inhibisyonun gergeklestigi Kukurbitasin D ve 1
konsantrasyonlart hesaplanmis ve sonuglar Tablo 4.7°de verilmistir. Uygulama
stiresinin artmastyla her iki uygulama maddesi ve hiicre tiirii i¢in ICso degerlerinin

diistiigii goriilmektedir.

60
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35 T

30 + ¢ Deneysel
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0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275
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Sekil 4.55. Kukurbitasin D uygulamasindan sonra LS174T hiicrelerinin proliferasyon
inhibisyonu grafigi (Inkiibasyon siiresi 60 saat)
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6TT

Tablo 4.6. Dogrusal olmayan regresyon analizi ile IC50 model parametre ve performans degerleri

f(x) = a — B * exp(—y *x°)

Madde _— A Uygulama Model Parametreleri Performans Degerleri
Siiresi (h) o B v ) MAE MAPE RMSE R

60 28,4644 -29,8390 60738,8053 -2,8527 0,2162 0,7149 0,3003 0,9997

LS174T 72 27,6617 -42,1041 3349,3663 -2,1918 1,0714 2,3540 1,1216 0,9978

96 19,0321 -59,3668 68614,2391 -3,1762 0,1732 0,2830 0,2240 1,0000

Kukurbitasin D 48 19,4999 -32,6104 55715,0351 -2,5882 0,6001 3,0955 0,9487 0,9974
60 23,4980 -37,0508 79546,3905 -2,8058 0,2007 0,8519 0,3154 0,9998

SWez0 72 24,5284 -47,3038 2249,8045 -2,0264 0,5800 1,5583 0,5946 0,9995

96 27,4967 -50,8238 9324364,5277 -4,2278 0,7307 2,3624 0,9676 0,9991

60 15,9695 -39,4561 39,8213 -1,1639 1,1708 2,6860 1,4345 0,9942

LS174T 72 17,1912 -49,0949 21,8173 -1,0456 1,3504 2,5359 1,6687 0,9946

96 24,3952 -52,8591 41,1358 -1,3795 0,1845 0,2604 0,2332 0,9999

Kukurbitasin | 48 20,2389 -39,3815 44,8961 -0,9519 0,8789 2,6608 1,0123 0,9961
60 21,3819 -37,7246 282,6457 -1,5513 1,4031 3,4581 1,5810 0,9935

SWez0 72 16,3559 -68,1542 12,0055 -0,7381 1,7268 3,3290 2,1135 0,9937

96 18,0285 -68,2542 43,0837 -1,1653 2,1320 3,3660 2,6009 0,9936
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Sekil 4.56. Kukurbitasin D uygulamasindan sonra LS174T hiicrelerinin proliferasyon
inhibisyonu grafigi (Inkiibasyon siiresi 72 saat)
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Sekil 4.57. Kukurbitasin D uygulamasindan sonra LS174T hiicrelerinin proliferasyon
inhibisyonu grafigi (Inkiibasyon siiresi 96 saat)
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Sekil 4.58. Kukurbitasin D uygulamasindan sonra SW620 hiicrelerinin proliferasyon
inhibisyonu grafigi (Inkiibasyon siiresi 48 saat)
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Sekil 4.59. Kukurbitasin D uygulamasindan sonra SW620 hiicrelerinin proliferasyon
inhibisyonu grafigi (Inkiibasyon siiresi 60 saat)
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Sekil 4.60. Kukurbitasin D uygulamasindan sonra SW620 hiicrelerinin proliferasyon
inhibisyonu grafigi (Inkiibasyon siiresi 72 saat)
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Sekil 4.61. Kukurbitasin D uygulamasindan sonra SW620 hiicrelerinin proliferasyon
inhibisyonu grafigi (Inkiibasyon siiresi 96 saat)
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Sekil 4.62. Kukurbitasin | uygulamasindan sonra LS174T hiicrelerinin proliferasyon
inhibisyonu grafigi (Inkiibasyon siiresi 60 saat)
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Sekil 4.63. Kukurbitasin | uygulamasindan sonra LS174T hiicrelerinin proliferasyon
inhibisyonu grafigi (Inkiibasyon siiresi 72 saat)
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Sekil 4.64. Kukurbitasin | uygulamasindan sonra LS174T hiicrelerinin proliferasyon
inhibisyonu grafigi (Inkiibasyon siiresi 96 saat)
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Sekil 4.65. Kukurbitasin | uygulamasindan sonra SW620 hiicrelerinin proliferasyon
inhibisyonu grafigi (Inkiibasyon siiresi 48 saat)
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Sekil 4.66. Kukurbitasin | uygulamasindan sonra SW620 hiicrelerinin proliferasyon
inhibisyonu grafigi (Inkiibasyon siiresi 60 saat)
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Sekil 4.67. Kukurbitasin I uygulamasindan sonra SW620 hiicrelerinin proliferasyon
inhibisyonu grafigi (Inkiibasyon siiresi 72 saat)
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Sekil 4.68. Kukurbitasin | uygulamasindan sonra SW620 hiicrelerinin proliferasyon

inhibisyonu grafigi (Inkiibasyon siiresi 96 saat)

Tablo 4.7. Dogrusal olmayan regresyonla hesaplanan ICso degerleri

. .. - Uygulama
Uygulama Maddesi | Hiicre Tiiri . Hesaplanan ICso (nM)
Siiresi (h)
60 70
LS174T 72 50
96 38
Kukurbitasin D 48 194
60 82
SW620
72 57
96 47
60 122
LS174T 72 46
96 19
Kukurbitasin I 48 207
60 87
SW620
72 47
96 32

126



4.6.3.2. Hiicre proliferasyonu iizerine konsantrasyon etkisinin modellenmesi

Hiicre proliferasyonu iizerine konsantrasyon etkisinin modellenmesi islemi
icin Esitlik 2.1 kullanilarak baslanmistir. LS174T ve SW620 hiicrelerine farkl
konsantrasyonlarda (5, 25, 50, 100 ve 250 nM) ve siirelerde Kukurbitasin D ve |
uygulamasindan sonra MTT testi sonucu canli hiicre sayisi absorbans olarak 6l¢iilmiis
ve kontrol grubundaki hiicrelerin absorbans degerlerine oranlanarak % canlilik
oranlar1 hesaplanmistir. % canlilik oranlar1 (X) hiicrelerin ¢cogalma hizindaki azalist
ifade etmektedir. Zamanla hiicre sayisindaki % azalmadan dolay1 logaritmik ¢ogalma
fazini ifade eden (Esitlik 2.1)

dx

X pix 2.1)

esitligi yeniden diizenlenmis ve

Z_T ~ X (4.4)

seklinde ifade edilmistir. Esitlik4.5in integrasyonu yapildiginda
InX, - InX= pt (4.5)

elde edilmistir. t’ye kars1 -InX’in (In(1/X) grafige gegirilmesi ile 6zgiil cogalma hizi
(n) bulunur. Her bir Kukurbitasin D ve I konsantrasyonlarina ait LS174T ve SW620
hiicreleri i¢in hesaplanan p degerleri Tablo 4.8’de verilmistir. Tabloda da gorildigi
gibi Kukurbitasin D ve I konsantrasyonunun artmast ile 6zgiil ¢ogalma hizlar da artis
gostermektedir. En yiiksek 0zgiil ¢ogalmast hizi 250 nM konsantrasyonda
Kukurbitasin I'nin SW620 hiicrelerine uygulanmasi ile elde edilmistir.

LS174T ve SW620 hiicrelerinin 6zgiil cogalma hizlarinin Kukurbitasin D ve [
konsantrasyonuna degisimini belirlemek amaciyla literatiirde yer alan Monod (Esitlik
4.6) ve Tessier (Esitlik 4.7) modellerinin gerceklestirilen deneylerde elde edilen deney

sonuglar1 ile uygunlugu denenmistir.

_ Ck
u—umax(—Kk +Ck) (4.6)
TR (1—exp(—c%<i) 4.7)
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Deneysel verilerin modellere uygunlugu ve parametrelerin (maksimum 6zgiil
c¢ogalma hizt (Umax), maksimum inhibisyonun %50 ve %63,2’sini saglayan
Kukurbitasin D ve I konsantarsyonu (Kk ve Kj)) degerleri, Monod modeli i¢in Excel
programi, Tessier modeli i¢in ise MATLAB (R2009b) programindaki fmincon yontemi
kullanilarak hesaplandi. Deneysel verilerin modellere uygunlugunu gosteren egriler
Sekil 4.69-72’de verilmistir. Modellerin parametre degerleri ve performansini gésteren
R degerleri de Tablo 4.9°da yer almaktadir. Ozgiil cogalma hiz1 egrileri incelendiginde
deneysel degerler ile model degerlerinin ortiistiigii goriilmektedir. Ozgiil ¢ogalma
hizinin uygulama maddesi tiirli ve konsantrasyonuna gore degisimi Tessier modeli ile
ifade edilebilmektedir.

Tablo 4.8. Farkli konsantrasyonlarda Kukurbitasin D ve I uygulamasi sonrasi LS174T
ve SW620 hiicrelerinin 6zgiil ¢ogalim hizlar

. o Uygulama Uygulama maddesi (")zgiil cogalma hizi
Hiicre tirii
maddesi konsantarsyonu (nM) (u, h'h)
5 0,0037
25 0,0042
Kukurbitasin D 50 0,0091
100 0,0134
. 250 0,0145
5 0,0030
25 0,0077
Kukurbitasin I 50 0,0094
100 0,0012
250 0,0013
5 0,0037
25 0,0042
Kukurbitasin D 50 0,0075
100 0,0135
SW6E20 250 0,0154
5 0,0031
25 0,0063
Kukurbitasin I 50 0,0082
100 0,0138
250 0,0155
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Sekil 4.69. Kukurbitasin D uygulanan LS174T hiicrelerinde 6zgiil ¢ogalma hizinin
konsantrasyona bagli degisimi (a) Monod (b) Tessier Modeli

129



(@)

N w w

a1 o a1

o o o
!

1/ Ozgiil cogalma hizi (h)
N
o
o

150
—+—Deneysel
100 — Monod Egrisi
50 : : : ‘
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
1/Konsantrasyon (1/nM)
(b)

0,016
0,012

0,008

Ozgiil cogalma hizi (1/h)

0,004 —e—Tessier Modeli
x  Deneysel
0 } t t t t
0 50 100 150 200 250

Konsantrasyon (nM)

Sekil 4.70. Kukurbitasin 1 uygulanan LS174T hiicrelerinde 6zgiil ¢ogalma hizinin
konsantrasyona bagli degisimi (a) Monod (b) Tessier Modeli
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Sekil 4.71. Kukurbitasin D uygulanan SW620 hiicrelerinde 6zgiil ¢ogalma hizinin
konsantrasyona bagli degisimi (a) Monod (b) Tessier Modeli
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Sekil 4.72. Kukurbitasin | uygulanan SW620 hiicrelerinde 6zgiil ¢ogalma hizinin
konsantrasyona bagli degisimi (a) Monod (b) Tessier Modeli
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Tablo 4.9. % Canl1 hiicre degisimini ifade eden Monod ve Tessier modellerinin parametre ve performans degerleri

Model Parametre Degerleri Model Performans
Hitere Tiirii Uygulama Maddesi Monod Tessier Degereleri
;“1) Ki (nM) Z}Tl) Ki (nM) Rionod R fessir
Kukurbitasin D 0,0099 9,3282 0,015 53,76 0,811 0,984
LSt Kukurbitasin I 0,0134 17,5982 0,0123 27,62 0,999 0,994
Kukurbitasin D 0,0094 8,3256 0,0161 67,57 0,787 0,983
SWez0 Kukurbitasin I 0,0125 15,5965 0,0157 54,35 0,977 0,991




4.7. Telomeraz Aktivitesinde hTERT Gen Ekspresyonu Bulgularinin

Degerlendirilmesi

High Pure RNA Isolation Kiti ile Kukurbitasin D ve I uygulamas1 yapilan ve
yapilmayan (kontrol) LS174T ve SW620 hiicre hatlar1 6rneklerinden saflastirilan
toplam RNA’larin kalitesi %1’lik agaroz jel elektroforezinde 18S ve 28S bantlarinin
durumuna gore belirlendi. Bu jellerin goriintiilenmesi, UVP marka ChemiDoclt?
sistemi ile ultraviyole 151k altinda gergeklestirildi. Sekil 4.73°de her gruptan segilen
saflagtirtlmis RNA’larin %1°lik agaroz jelde kosturulmus resmi goriilmektedir.
Sekilde de goriildiigii lizere saflagtirilan RNA’larda herhangi bir yikilim olmadigi, 28S
ve 18S ribozomal bantlarinin varlig: tespit edildi. Elde edilen RNA’larin saf oldugu

belirlendi.
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Sekil 4.73. LS174T ve SW620 hiicre hatlarindan saflastirilan RNA’larin jel goriintiisii
(Cu-D; Kukurbitasin D, Cu I; Kukurbitasin I)

Orneklerin RNA miktarlar1 spektrofotometrede 260 nm UV spektrumda
okundu. RNA miktar hesaplanmasinda 260 nm deki OD x Sulandirma faktorii x
40/1000 formiili ile RNA miktar1 ng/uL cinsinden hesaplandi ve 260/280 oranlari
yaklagik 2 olan saf RNA 6rneklerinden cDNA sentezi yapildi.
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Her bir 6rnekten saflastirilan RNA’lardan elde edilen cDNA’lar, B—aktin ve
hTERT genlerine 6zgii primerler kullanilarak RT-PCR ile ¢ogaltildi ve ¢ogalim egrileri
Sekil 4.74’de gosterilmistir.
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Dongii Sayst

Sekil 4.74. Hidroliz prob kullanilarak § —aktin ve hTERT mRNA’larindan sentezlenen
cDNA’larin RT-PCR ile ¢ogaltimi sirasindaki olugan ¢ogalim egrileri

B—aktin ve hTERT cDNA’lar1 kullanilarak yapilan RT-PCR sonrasi agaroz
jelinde ornekler kosturularak primer baglanmasimin 6zgilligii kontrol edildi. Analiz
sonucunda Sekil 4.75’de goriildiigii gibi her iki gen i¢in de tek ve istenilen boyda bir
DNA band1 olustugu goriildii.
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Sekil 4.75. B —aktin vehTERT ¢cDNA’larinin PCR’daki ¢ogaliminin agaroz jel (%2)
elektroforezi goriintiisii. Kullanilan DNA Markeri 50bp DNA Markeri’dir
(Bioron, 50 bp, catalogno: 304007) (TERT; hTERT)

48 saat siireyle 5, 25, 50, 100 ve 250 nM Kukurbitasin D ve I uygulanan ve
kontrol grubu LS174T ve SW620 hiicrelerindeki hTERT gen ifadesindeki degisimler
—aktin genine oranla belirlendi. Elde edilen bulgular Sekil 4.76 ve 4.77°de verilmistir.
Sekiller incelendiginde LS174T ve SW620 hiicrelerinin her ikisinde de hTERT mRNA
gen ifade diizeyinin Kukurbitasin D ve [ uygulama konsantrasyonlarina bagimli olarak
azaldig1 goriilmektedir. Kukurbitasin D uygulamasi sonucunda, LS174T hiicrelerinde
%90’a, SW620 hiicrelerinde ise %88’e varan oranda gen ekspresyonunda azalma
meydana gelmistir. Kukurbitasin I uygulamasi sonucunda ise, LS174T hiicrelerinde
%88’e, SW620 hiicrelerinde ise %74’e varan oranda gen ekspresyonunda azalma
meydana gelmistir. En fazla ve en az azalma Kukurbitasin D uygulamasi sonrasi
LS174T hiicrelerinde meydana gelmistir. Kukurbitasin I uygulamasi sonras1t LS174T
hiicrelerinde SW620 hiicrelerine nazaran hTERT mRNA oraninda azalma daha fazla

olmustur.
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Sekil 4.76. LS174T hiicrelerinin 48 saat siireyle 5, 25, 50, 100 ve 250 nM (a)
Kukurbitasin D ve (b) I uygulamasi sonrasinda hTERT/B—aktin mRNA
oranlar
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Sekil 4.77. SW620 hiicrelerinin 48 saat siireyle 5, 25, 50, 100 ve 250 nM (a)
Kukurbitasin D ve (b) I uygulamasi sonrasinda hTERT/B—aktin mRNA

oranlari
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Her iki hiicre hattinda da 50 nM Kukurbitasin D ve I uygulamasindan sonra
gen ekspresyonu oraninda anlamli ve dnemli 6l¢iide azalma oldugu istatiksel olarak
belirlendi (p<0,05).

Uygulama maddesi (Kukurbitasin D ve I) konsantrasyonunun (Cy) telomeraz
aktivitesi lizerine etkisi % inhibisyon hizina gére Monod (Esitlik 4.8) ve Tessier
(Esitlik 4.9) modelleri ile test edildi. Bu amagla oncelikle kontrole gore % inhibisyon
hizlar1 hesaplandi. % inhibisyon hizlar1 (rj), uygulama sonrasi elde edilen gen

ekspresyonun kontrol grubunun gen ekpresyonuna oranlanmasi ile hesaplanmustir.

— Ck
ri rimax(Kk +Ck) (48)
= e —00(” 5 ) (49)

Deneysel verilerin modellere uygunlugu ve parametrelerin (maksimum
inhibisyon hizi (fimax), maksimum inhibisyonun %50 ve %63,2’sini saglayan
Kukurbitasin D ve I konsantarsyonu (Kx ve Ki)) degerleri, Monod modeli i¢in Excel
programi, Tessier modeli i¢in ise MATLAB (R2009b) programindaki finincon yontemi
kullanilarak hesaplandi. Deneysel verilerin modellere uygunlugunu gosteren egriler
Sekil 4.78-81’de verilmistir. Modellerin parametre degerleri ve performansini gosteren
R degerleri de Tablo 4.10°da yer almaktadir. % inhibisyon hiz1 egrileri incelendiginde
deneysel degerler ile model degerlerinin ortiistiigii goriilmektedir. h\TERT mRNA gen
ifade diizeyinin uygulama maddesi tiiri ve konsantrasyonuna gore degisimi her iki

modelle de ifade edilebilmektedir.
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Sekil 4.78. Kukurbitasin D uygulanan LS174T hiicrelerinde hTERT mRNA
diizeylerindeki inhibisyon miktarlarinin kosantrasyona bagl degisimi (a)
Monod (b) Tessier Modeli
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Sekil 4.79. Kukurbitasin

Konsantrasyon (nM)

| uygulanan LS174T hiicrelerinde hTERT mRNA

diizeylerindeki inhibisyon miktarlarinin kosantrasyona bagl degisimi (a)
Monod (b) Tessier Modeli
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Sekil 4.80. Kukurbitasin D uygulanan SW620 hiicrelerinde hTERT mRNA
diizeylerindeki inhibisyon miktarlarinin kosantrasyona bagli degisimi (a)
Monod (b) Tessier Modeli
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Sekil 4.81. Kukurbitasin |

Konsantrasyon (nM)

uygulanan SW620 hiicrelerinde hTERT mRNA

diizeylerindeki inhibisyon miktarlarinin kosantrasyona bagli degisimi
(a) Monod (b) Tessier Modeli
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Tablo 4.10. hTERT mRNA gen ifade diizeyinin degisimini ifade eden Monod ve Tessier modellerinin parametre ve performans degerleri

Model Parametre Degerleri

Model Performans Degereleri

Hiicre Tiiru Uygulama Maddesi Monod Tessier

Timax (%) Kk (HM) Timax (%) Ki (HM) RMonod Ressier
Kukurbitasin D 96,97 11,37 88,44 16,92 0,999 0,992

LS174T
Kukurbitasin I 84,67 17,04 90,26 38,46 0,987 0,995
Kukurbitasin D 73,48 8,48 70,83 16,26 0,997 0,988

SW620
Kukurbitasin I 88,97 14,42 85,29 25,97 0,999 0,994




5. TARTISMA VE SONUC

Kanser, son yillarda karsilasilan en 6nemli hastaliklardan biridir. En basit
ifadeyle kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi olarak tanimlanan kanserin bir ¢ok c¢esidi
bulunmaktadir. Kanser tilirlerinden kolon kanseri, diinyada kadin ve erkeklerde
gozlenen en yaygin kanserlerden biridir. Kanser tedavisinde 6liim oranini azaltmak ve
sag kalim siiresini ve yasam kalitesini artirmak igin farkli birgok tedavi yontemleri
kullanilmaktadir (Aktas 2010). Bu yontemler i¢inde ilerlemis metastatik donemdeki
en Onemli tedavi secenegi kemoterapidir. Tedavide kullanilan kemoterap6tik ajanlar,
sitotoksik etkileri sayesinde tiimor hiicrelerinin apoptozuna neden olurken bu
hiicrelerin ¢evresindeki saglikli hiicrelere de zarar vermekte ve oldiirmektedirler
(Vuorelaa vd., 2004; Lee, 2005). Bu nedenle, saglikli hiicreler iizerinde en diisiik
sitotoksik etkiye sahip ajan arayisi, arastirmalari dogal bitkisel {iriinlere
yonlendirmistir ve bu bitkisel ilaglar yiizyillardir anti-kanser ajan olarak
kullanilmaktadir.  Yapilan caligmalarda, bitkilerde dogal olarak bulunan
fitokimyasallarin, kanser hiicreleri iizerine Onemli Olclide etkilerinin oldugu
gosterilmistir (Gullet vd., 2010; Karikas, 2010; Shu vd., 2010; Bishayee vd., 2011;
Russo vd., 2010; Pan vd., 2011, El-Alfy vd., 2011, Wang vd., 2012). Bu ¢alismada
sozli edilen ama¢ dogrultusunda Ecballium elaterium (L.) A. Rich. bitkisinin olgun
meyvelerinden elde edilen anti-kanser etkiye sahip olan fitokimyasal Kukurbitasin D
ve I'nin ayr1 ayri (tek baslarina) kolon kanser hiicreleri (LS174T ve SW620) tizerindeki
anti-proliferatif etkileri arastirildi.

Ecballium elaterium (L.) A. Rich. iilkemizde yaygin olarak yetisen bir bitkidir.
Halk arasinda daha ¢ok siniizit tedavisinde kullanilan bu bitkinin antienflamatuvar,
antikanser, sitotoksik, hepatoprotektif gibi bircok faydalari bulunmaktadir. Genelde
bitkinin meyve suyu iizerine ¢aligmalar yapilmistir (Baytop, 1984; Atasii vd., 1985;
Yesilada vd., 1989; Sezik vd., 1995; Ekici vd., 1998; Attard vd., 2008; Razavi vd.,
2009; Jaradat vd., 2012). E.elaterium’un temel maddesi olan bir¢cok biyolojik
aktiviteye sahip oldugu kabul edilen kukurbitasinler, son yillarda yaygin olarak
arastirilan fitokimyasallardandir (Gitter vd., 1961; Yesilada vd., 1988; Yesilada vd.,
1989; Agil vd., 1995; Miro, 1995, Blaskovich vd., 2003; Jayaprakasam vd.,
2003;Bartalis, vd., 2005; Chen vd., 2005; Chen vd., 2008; Liu vd., 2008a; Liu vd.,
2008b; Wakimoto vd., 2008; Bishayee vd., 2011). Kukurbitasinler igerisinde

Kukurbitasin D ve I en ¢ok bulunan kukurbitasin tiirlerindendir ve gesitli insan kanser
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hiicre hatlarinda apoptotik ve anti-proliferatif etki gostererek tiimdor biiylimesini inhibe
ettigine yonelik ¢alismalar mevcuttur (Blaskovich vd., 2003; Shi vd., 2006; Su vd.,
2008; van Kester vd., 2008; Takahashi vd., 2009; Liu vd., 2009; Lee vd., 2010; Liu
vd., 2010; Ding vd., 2011; Ishii vd., 2013; Kim vd., 2013) .

Bu tez galismasinin ilk agsamasinda, Adana'da toplanan E.elaterium’un meyve
suyunun biyoaktif bilesenlerinden Kukurbitasin D ve I’'min ekstraksiyon ve
izolasyonlar1 igin iki basamakli bir ekstraksiyon islemi uygulanmustir. Ekstraksiyon
isleminde ilk olarak meyve suyunda bulunan ve kukurbitasinlerin ekstraksiyon ve
saflastirma verimini olumsuz yonde etkileyecegi diisiiniilen apolar yag asitleri, waks
gibi tiirlerin uzaklastirilmasi i¢in 40 °C sicaklikta, 1:1 meyve suyu/¢6ziicii oraninda
hekzanla ekstrakte edilmis, bu islem ayni 6rnek i¢in aymi sartlarda 2 defa daha
tekrarlanmistir. Yapilan HPLC analizinde hekzan ekstraktinda ¢ok diisiik miktarda
Kukurbitasin D ve I tespit edilmesi bu ekstraksiyon isleminin kukurbitasinlerin
izolasyon ve saflagtirilmasinda etkili bir 6n islem oldugu sdylenebilir.

Kloroformla gerceklestirilen ikinci ekstraksiyon basamaginda
kukurbitasinlerin ~ izolasyonlar1 ~ hedeflenmistir. ~ Literatiirde = kloroformun
kukurbitasinler i¢in yiiksek secicilige sahip olduguna dair bilgiler yer almaktadir
(Subbiah, 1999; Gry vd., 2006; Alshamsan, 2014). Ekstraksiyon islemi oda
sicakliginda 1:1 meyve suyu/coziicii oraninda 6 saat siireyle yapilmistir. Oda
sicakligindan daha yiiksek sicakliklarda ¢aligildiginda kloroformun hekzanla yapilan
da oldugu gibi diiz sogutucuda yogunlasarak ekstraksiyon ortamina dénmedigi yani
uzaklastigr goriilmistiir. Dolayisiyla, daha yiiksek sicakliklarda kloroformla
ekstraksiyon islemi gergeklestirilememistir. Meyve suyu/coziicli oranmt i¢in 1:2, 1:3
gibi denemeler yapilmigtir. Tim bu deney sonuglarinda 6 saat siire sonunda ayni
oranda kloroform tarafina kiitle aktarimi oldugu gozlenmistir. Bu nedenle ¢oziicii
sarfiyatimi  Onlemek dolayisiyla daha ekonomik olmasindan tiim ekstraktlarin
hazirlanmasinda meyve suyu/¢oziicii 1:1 oran1 kullanilmis ve bu islem ayni 6rnek i¢in
ayni sartlarda 2 defa daha tekrarlanmistir. Ekstraksiyonlar sonrasinda suda ¢oziiniir
kisimlar uzaklastirildiktan sonra kloroform 40 °C’de vakum altinda rotary
evaporatorde son hacim 10 mL olana kadar uzaklastirilmistir. Ektraksiyon calismalari
sonucunda kloroformda ¢oziinen bilesenler (kukurbitasinler) kolon ve flasg

kromatografileri i¢in iki alt gruba ayrilmistir.
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Kolon ve flag kromatografisi uygulamalarinda uygun ¢6ziicii sistemini bulmak
icin Kukurbitasin D ve I standartlar1 kullanilarak TLC g¢alismalar1 yapilmistir. Bu
deneylerde birgok ¢oziicii sistemi kullanilmis en iyi ayrim kloroform:aseton:metanol
(77:10:13;v/v/v) ile elde edilmistir. Bu c¢oziicii sistemi kullanilarak yapilan
calismalarda Kukurbitasin D ve I ’nin Rf degerleri siras1 ile 0,61 ve 0,69 olarak
bulunmustur. Bu sonuglar literatlirdeki degerlerle ortiismektedir (Rios vd., 2005).

Kolon ve flag kromatografisi uygulamalar1 sonucu elde edilen fraksiyonlarda
Kukurbitasin D ve I varligi HPLC ile tayin edilmistir. Tablo 2.3’deki bilgiler 1s18inda
HPLC ile tayin yontemi gelistirilmistir. Kolon kromatografisinde elde edilen 17
fraksiyonun tigiinde, flas kromatogarfisinde ise elde edilen 42 fraksiyonun on birinde
Kukurbitasin D ve I varligi tespit edilmistir. Biitiin fraksiyonlarda Kukurbitasin D ve
I birlikte bulunmaktadir. Ikisinin ayr1 ayr1 oldugu hi¢ bir fraksiyonun bulunmamasi
hem islem kolaylig1 hem de ayrim i¢in ekstra zaman gerektirmediginden avantaj olarak
kabul edilebilir. Ayrica, TLC galismalarinda Kukurbitasin D ve | beneklerinin
birbirine yakin olmasi fraksiyonlarda her ikisinin birlikte gostermektedir. Flas
kromatografisinde ise cihaz UV spekrometresi sayesinde fraksiyon toplamay1 254 nm
dalga boyunda otomatik olarak yapmistir. 254 nm dalga boyunda Kukurbitasin D ve
I icin piklerin diizgiin olmamasi, absorbanslarinin diisilk olmasi, piklerin
kuyruklanmasi ve pik yarilmasi gibi sorunlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu ylizden flas
kromatografisinde kukurbitasin tiirlerini ayr1 ayr1 igeren fraksiyonlar elde
edilememistir. Bu da izolasyon caligmalarini olumsuz yonde etkilemistir. Bu
olumsuzlugu ortadan kaldirmak i¢in farkli dalga boyunda (Kukurbitasin D ve I 'nin
maksimum absorbans verdigi dalga boylarinda) ¢aligma gerekliligi dogmustur. Bunun
i¢in en iyi yontem, DAD dedektdre sahip bir HPLC cihazinin kullanilmasi olabilirdi.
Tam da bu amagla DAD dedektore ve fraksiyon toplama sistemine sahip HPLC
kullanilmistir. HPLC kullanilmasiyla, her iki maddenin de ayni1 fraksiyonda olmasi
nedeniyle flag kromatografisindeki olumsuz durum olumlu ve avantajli hale
doniistiiriilmiis oldu.

Literatiirde kolon kromatografisi ve preperatif/yari-preperatif HPLC
kullanilarak Kukurbitasin tiirlerinin izolasyonuna yonelik caligmalar bulunmaktadir
(Halaweish vd., 1993a; Subbiah, 1999; Dinan vd., 2001; Attard, 2002; Oleszek, 2002;
Bartalis, 2005;Rios vd., 2005; Feng, vd., 2007;Kaya vd., 2008; Krepsky vd., 2009;
Sindhu vd., 2011;Citoglu vd., 2012; Saker vd., 2012; Chawech vd., 2015). Fakat flag
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kromatografisi ile izolasyonuna yonelik caligmalar bulunmamaktadir. Bunun da
nedeninin yukarida bahsedilen durumun olabilecegi diisiiniilebilir. Analitik HPLC
kullanilarak izolasyon ¢alismalariin yapilmasi literatiirde pek de rastlanmayan bir
konudur. Bunun temel sebepleri arasinda preperatif veya yari-preperatif HPLC
sistemlerinin bu amacla kullaniliyor olmalar1 gosterilebilir. Bu HPLC sistemlerinde
izolasyon ve saflagtirma islemi yapabilmek i¢in 6rnek miktarinin ve 6rnekteki izole
edilecek bilesenin konsantrasyonunun yiiksek olmasi gerekliligidir. Kolon ve flasg
kromatografisi uygulamalar1 sonucunda elde edilen fraksiyonlarda Kukurbitasin D ve
I miktarinin diisiik olmasi izolasyon ve saflagtirma isleminin analitik kolonda
yapilmasi gerekliligini dogurmustur. Bu amacgla Kukurbitasin D ve I’'nin analitik
kolonda izolayonu i¢in yontem gelistirilmistir.

Analiz yontemi gelistirme ¢alismalarimizda tezin temelini olusturan
Kukurbitasin D ve I'nin en iyi sekilde ayriminin yapilabilmesi i¢in akis hizi, kolon
sicakligl, ¢Oziicii sistemi (mobil faz) gibi bircok parametre lizerinde denemeler
yapilmistir. Kukurbitasin D ve I’'nin molekiil 6zellikleri dikkate alinarak ters faz sivi
kromatografisi yontemi ve Cig kolon (Spum, 4,6x250mm) kullanilmistir.
Kromatografik saflagtirma islemi, uygun ve dogru bir mobil faz se¢imiyle saglanabilir.
Ayrica, kromatografik ¢alismalarda ¢oziicii sarfiyati ve kolon Omriiniin uzatilmasi gibi
nedenlerden dolay analiz siiresinin kisa olmasi istenmektedir. Bu denemelerde ¢oziicii
sisteminin degistirilmesiyle analiz siiresinin de degistigi goriilmiistiir. Mobil faz olarak
degisik oranlarda trifloroasetikasitin (TFA) kullanildig1 ¢6ziicii sistemleri disinda
%?2'lik asetik asit ve asetonitrilin (%100) kullandig1 denemelerde en kisa analiz siiresi
elde edilmistir. Burada TFA, piklerin keskinligini arttirmak amaciyla kullanilmistir.
Bu calismalar sonucunda; analiz siiresinin daha uzun olmasina ragmen saflastirma
sonrast liyofilizasyonla c¢oziicliniin uzaklastirilabilmesi ve safsizlik yaratmamasi
durumlar1 g6z oniline alindigindan sadece asetonitril ve su kullanilmistir. Kullanilan
mobil fazlar; A- Asetonitril:Su (20:80; v/v) ve B- Asetonitril:Su (45:55; v/v) olarak
kararlastirilmistir. Burada analiz siiresinin uzamasina mobil faz i¢erisindeki asetonitril
oraninin artmast neden olmustur. Bu kaniya farkli oranlarda ve farkli gradient
analizlerde elde edilen deneysel bulgulara gore varilmistir. Yani, mobil fazin
polaritesinin azalmasiyla alikonma zamanimin arttifi sdylenebilir. Bu da literatiir

bilgileri ile ortiismektedir (Krstulovic vd., 1982). Mobil faz akis hizi; 0,5; 0,75 ve 1,0
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mL dak? olarak degistirilerek alikonma zamanlari, pik ayrilmalari ve piklerin simetrik
durumlar gibi parametrelere gére uygun akis h1z10,75 mL dak™ segilmistir.

Kolon sicakligi i¢in ise oda sicakligi, 30 °C ve 40 °C sicakliklarda ¢alismalar
yapilmistir. Kolon sicaklig1 degistiginde alikonma zamanlarinda da de§isim olmustur.
Sicaklik arttikga alikonma zamani diismiistiir. Boylelikle daha fazla ¢dziicii israfi
Onlenmis ve kolon omriinden tasarruf saglanmistir. Bu nedenden otiirii ¢alisma
sicakligi 40°C olarak se¢ilmistir. Enjeksiyon hacmi i¢in 10, 20 ve 50 uL hacimlerde
denemeler yapilmis ve enjeksiyon hacminin analiz kosullarini etkilemedigi sonucuna
varilmstir.

Yapilan analiz ¢alismalarinda Kukurbitasin D ve I'nin UV spektrumlarindan
maksimum absorbans dalga boylar1 sirasiyla 230 ve 235 nm olarak belirlenmis ve
kantitatif tayin ¢alismalar1 bu dalga boylarinda yapilmistir. DAD dedektériin 6zelligi
itibariyle Kukurbitasin D i¢in 230 nm ve Kukurbitasin I igin 235 nm dalga boylarinda
degerlendirmeler yapilmustir. Izolasyon islemleri, her iki kukurbitasin tiirii igin
literatiirde ve iirlin bilgi formlarinda belirtilen 229 nm dalga boyunda yapilmistir
(Attard, 2002; Rios vd., 2005; Saker vd., 2012; Anonim, 2013a; Anonim, 2013b).

HPLC yonteminde standart Kukurbitasin D pik alanlarinin konsantrasyonuna
kars1 grafige gecirilmesi ile elde edilen kalibrasyon egrisinin 25-500 mg L araliginda
(Sekil 3.16), standart Kukurbitasin | pik alanlarmin konsantrasyonuna karsi grafige
gecirilmesi ile elde edilen kalibrasyon egrisinin ise 5,5-110 mg L araliginda dogrusal
oldugu gosterilmistir (Sekil 3.17). Regresyon analizi sonucunda kalibrasyon denklemi,
korelasyon analizi sonucunda R ve R? katsayilar1 elde edilmistir (Tablo 3.2-3).
Kukurbitasin D ve | i¢in elde edilen korrelasyon katsayilari sirastyla 0,9924 ve 0,9980
olarak bulunmustur.

Boylelikle, Tablo 3.1’de belirtilen kromatografik kosullarda ¢alisma
gerceklestirilmistir. Sonugta, Kukurbitasin D kolonu daha o6nce terk etmistir.
Kullanilan ¢6ziicii sistemi ve kolona gore degerlendirme yapildiginda, Kukurbitasin
D, Kukurbitasin I’ya gore daha apolardir.

HPLC yontemi olusturulduktan sonra kolon ve flas kromatografilerinde elde
edilen tiim fraksiyonlar HPLC ile analiz edilmis ve Kukurbitasin D ve I igeren
fraksiyonlar belirlenmistir. Kolon kromatografisinde 9-11. fraksiyonlarda, flas
kromatografisinde ise 21-31. fraksiyonlarda hem Kukurbitasin D hem de Kukurbitasin

I varligina rastlanmigtir. Bu fraksiyonlardaki Kukurbitasin D ve I tekrar eden 50 pL'lik
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enjeksiyonlarda HPLC  cihazinda  fraksiyonlanarak  toplanmigtir. HPLC
uygulamasinda Kukurbitasin D ve I'nin en saf hallerinin toplanabilmesi i¢in elde
edilen kromatogramda bu bilesenlerin en saf oldugu pik araliginin toplanmasi
gerekmektedir. DAD dedektor sayesinde eliie edilen kromatogramdaki Kukurbitasin
D ve I piklerinin spektrumu, farkli dalga boylarindaki goriintiileri ve pik safliklari
tespit edilmistir. Bu islem, her 3 enjeksiyonda bir yapilarak fraksiyon toplayicist igin
valf agma kapama siireleri gibi kontrol edilmis ve gerekli diizeltmeler yapilmustir.
Daha sonra izole edilen Kukurbitasin D ve I'nin kalitatif tayinleri saf standartlar
bulundugundan direk ayni sartlarda kromatografik analizle yapilmistir. izole edilen
Kukurbitasin D ve I'nin saflik analizleri yukarida bahsedilen sekilde yapilmistir (Sekil
4.28 ve 4.35). Saflik degerleri (Pik Purity Index) Kukurbitasin D ve I i¢in sirasiyla
0,9990 ve 1,0000 olarak hesaplanmistir. Bu degerler, izole edilen her iki bilesenin de
yiiksek saflikta oldugunu gostermektedir. izole edilen ve standart kukurbitasin
tirlerinin ayn1 kromatografik kosullarda yapilan analizleri sonucu elde edilen
kromatogramlar1 ¢akistirilarak izole edilen bilesenlerin Kukurbitasin D ve | oldugu
ispatlanmistir (Sekil 4.31 ve 4.38). Sonrasinda izole edilen Kukurbitasin D ve I 'nin
kalibrasyon grafikleri kullanilarak kantitatif tayinleri yapilmistir. Kukurbitasin D
konsantrasyonunun 418 uM ve Kukurbitasin I konsantrasyonunun ise 296 uM oldugu
belirlenmistir.

Hiicre kiiltiiri ¢alismalari, kanser tedavisi i¢in yeni ajanlarin arastirilmasinda
ilk basamag: olusturmaktadir. Oncelikle hiicre kiiltiirlerindeki etkinliklerinin ortaya
konmasi gerekmektedir (Doyle vd.,1998). JAK-STAT sinyal yolaginin kuvvetli bir
inhibitorleri olan kukurbitasinler, ¢esitli kanser hiicre hatlarinda, JAK-STAT
fosforilasyonunu inhibe ederek apoptozu uyarmakta ve hiicre proliferasyonunu
baskilayarak tiimor gelisimini inhibe etmektedir (Lee vd., 2010; Alghasham, 2013;
Kim vd., 2013; Manayi, 2015). Yapilan literatiir arastirmalarinda; kolon kanseri
konusunda yapilan ¢aligmalarda daha ¢ok HT-29 ve HCT-116 kolon hiicre hatlarinin
tercih edildigi gozlenmistir. Kukurbitasinlerin kolon kanser hiicreleri {izerine olan
etkisini arastiran ¢alismalar siirli olmakla birlikte, literatiirde lenfoma, 16semi, meme
kanseri, akciger kanseri, hepatom, girtlak kanseri, osteosarkom, glioblastom ve
melanom gibi c¢esitli kanser hiicre hatlar1 ile yapilan caligmalar da mevcuttur
(Wakimoto vd., 2008; Yin vd. 2008; Liu vd., 2008b, Duangmano vd., 2010; Ouyang
vd., 2011; Lee vd., 2011). Kim ve ark. tarafindan yapilan bir calismada, SW480 kolon
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kanser hiicrelerine Kukurbitasin I uygulandiginda hiicre proliferayonunun inhibe
edildigi izlenmis ve bu maddenin yeni antikanser ajan olarak degerlendirilebilecegi
belirtilmistir (Kim vd., 2014). LS174T ve SW620 insan kolon karsinoma hiicre
kiltlirlerinde c¢alismalara pek rastlanilmamakla birlikte bu hiicre kiiltiirlerinde
kukurbitasinlerin etkilerinin arastirilmasina yonelik ¢alismalar bulunmamaktadir. Bu
bilgiler dogrultusunda LS174T ve SW620 kolon kanser hiicre kiiltiirlerine farkli
konsantrasyonlarda ve farkli zamanlarda Kukurbitasin D ve I uygulamasinin bu
hiicreler iizerine sitoksisite saglayacagi ve proliferasyon hizlarimi diisiirecegi veya
durduracagi hipotezi ile ¢galismanin bu kismi yapilmistir.

Hiicre kiiltiri c¢alismalarinda, LS174T ve SW&620 hiicre hatlarinda
Kukurbitasin D ve I 'nin konsantrasyon ve zamana bagli olarak hiicre canliliklart MTT
yontemiyle belirlenmistir.

Kukurbitasin D ve I'nin LS174T ve SW620 hiicreleri {izerine antiproliferatif
etkisini tespit etmek icin her iki hiicre hatt1 da cesitli konsantrasyonlarda hazirlanan
Kukurbitasin D (5, 25, 50, 100 ve 250 nM) ve Kukurbitasin I (5, 25, 50, 100 ve 250
nM) ile 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72 ve 96 saat inkiibe edilip bu siireler sonunda hiicre
proliferasyonu MTT testi ile belirlenmistir.

MTT testleri sonucu elde deneysel veriler kullanilarak olusturulan egrilere
bakildiginda (Sekil 4.40-41) besiyer ortaminda ve deney kosullarda sadece
kukurbitasinlerin  konsantrasyonlarin1  degistirilip diger tiim Ozellikler sabit
tutuldugunda hiicre sayisindaki/absorbansdaki azalmalarin hiicrelerin ¢ogalma
hizlarinin konsantrasyon ve zamana bagimli olarak yavasladig: (antiproliferatif etki)
goriilmiistiir. Diisiik konsantrasyonlarda (5 ve 25 nM) hiicre ¢gogalma hizinin sadece
yavagladig1 fakat daha yiiksek konsantrasyonlarda (50, 100 ve 250 nM) ¢ogalma
hizinin ilerleyen siirelerde 6nce yavasladigi sonra kisa bir siire sabit kaldigi ve
sonrasinda ise 6liim hizinin arttig1 goriilmiistiir. Bu ¢alismada, en yiiksek inhibisyon
miktar1 ve 6liim oraninin beklenildigi gibi en yiiksek konsantrasyon olan 250 nM 'lik
uygulamalarda goriilmiistiir. Farkli konsantrasyon uygulamalar1 ile yapilan
denemelerde canli hiicre sayisin1 ifade eden absorbans miktarlari ile uygulama stiresi
(zaman) arasindaki iliski Sekil 4.40-41°deki grafiklerde gosterilmistir. Bu grafiklerde
de goriildiigi gibi, hiicre sayisindaki azalmanin uygulama siiresine bagimliligi oldukga
belirgindir. Bu nedenle baslangi¢ igin diisiik konsantrasyonlarda ¢ogalma hizinin 1.

mertebeden, yiiksek konsantrasyonlarda ise hiicre ¢ogalma hizinin yine 1. mertebeden
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ayrica hiicre 6liim hizinin da 1. mertebeden olabilecegi diisiiniilmiistiir. Fakat veri
analizleri sonucunda grafiklerdeki egrilerin hem ¢ogalma hem 6liim kisminin lineer
olmadig1 goriildiigii i¢in 1. mertebe yaklasimindan vazgecilmistir. Yapilan literatiir
arastirmalar1 sonucunda elde edilen egrilerin kanser hiicrelerinin de ¢ogalmasini ifade
eden sigmoidal egriler oldugu goriilmiistiir. Bu sigmoidal egrileri temsil edecek model
denklemleri yine literatiirde olduk¢a yer bulmaktadir (Norton, 1988; Marusic, 1996;
Stock vd., 2003; Kozusko vd., 2007).

Bu tez caligmasinda gergeklestirilen matematiksel modelleme g¢aligmalar ile,
Boliim 4.6’da hiicre sayisindaki degisim i¢in zamana karsi elde edilen tiim deneysel veriler
analiz edilmis ve bu deneysel veri setleri kullanilarak hiicre sayisinin zamanla
degisiminin (hiicre ¢ogalim kinetiginin) asagida verilen exponensiyal denklemlerle
(uygulama yapilmayan kontrol gruplar i¢in Esitlik 2.5, diisiik uygulama konsantrasyonlari
(5-25 nM) i¢in Esitlik 4.1 ve yliksek uygulama konsantrasyonlar1 (50-250 nM) i¢in Esitlik

4.2 ile ifade edilebilecegi bulunmustur.

N(t) = N(0) = exp(k * [1 — exp(—b * t)]) (2.5)
N (oo

ie=10ge [Ny o)

N(t) = ax*xexp(—b *t") + c xexp(d * t) (4.1)

N(t) =a*exp(=b*t ™) + (1 +a) *exp(—cx*axth) (4.2)

N(t); zamanla hiicre sayisindaki degisimi, N(0) ise baslangi¢ hiicre sayisini
ifade etmektedir. a, b, ¢, d, n ve m degerleri farkli deneyler igin farkli degerlere sahip
denklem sabitleridir. Hem literatiirde yer alan esitligin (Esitlik 2.5) hem de yeni
olusturulan model esitliklerinin (Esitlik 4.1 ve 4.2) model parametreleri ve degerleri
de bulunmustur. Parametre belirlemede, hal degiskenlerinin 6ngdriilen degerleri dinamik
verilere en iyi sekilde uydurmaya calisilmaktadir. Cebirsel denklem sistemlerinin
parametrelerinin  belirlenmesinde 6zel gelistirilmis SQP  (‘Sequential Quadratic
Programming’) ile dikey teknikleri birlikte kullanildigi, ayrica parametre tahmini i¢in
genel bir SQP algoritmasi gelistirildigi literatiirde yer almaktadir (Tjoa vd., 1991; Liebman
vd., 1992; Esposito vd.,2000). Parametre belirleme islemi, her noktada; hal degiskenleri

icin bulunan tahmin degerleri ile deneysel degerler arasindaki farkin kareleri toplami
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olarak tanimlanan bir ama¢ fonksiyonunun minimum yapilmasini gerektirmektedir ki bu
optimizasyon islemi i¢in de SQP y6ntemini temel alan Matlab programindaki fmincon
optimizasyon yontemi kullanilmistir. Tanimlanan amag¢ fonksiyonunun (Esitlik 2.6)
degeri minimum oldugunda parametre degerlerleri belirlenmistir. Belirlenen
parametrelerle model calistirilmis ve modelden elde edilen degerlerle deneysel verilerin
olduk¢a uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Her iki hiicre hattinda da hem Kukurbitasin D hem de Kukurbitasin [ uygulama
konsantrasyonlarinda hiicre proliferasyonu istatistiksel agidan anlamli bulunmustur
(p<0,05). Boylece calismada LS174T ve SW620 hiicrelerine Kukurbitasin D ve I'nin
tek baslarina uygulanmalar1 sonucunda konsantrasyon ve zamana bagl olarak hiicre
canlilik oranlarinda azalmaya neden olduklar1 belirlenmistir. Her iki uygulama
maddesi de diisik dozlarda bile her iki hiicrenin de canlilik oranlarinda azalma
meydana getirdigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore; hem Kukurbitasin D hem
de Kukurbitasin I 'nin SW620 hiicrelerinin canliligmi daha fazla etkiledigi
gozlenmistir.

Uygulama maddelerinin konsantrasyonlarinin hiicreler tizerine etkisini daha iyi
anlatabilmek i¢in 1Csp degerlerine bakilmistir. 1Cso degerleri, Weibull esitligi
kullanilarak dogrusal olmayan regresyon yontemi ile hesaplanmistir. Literatiirde daha
cok 1Cso degerlerini hesaplamak icin lineer veya logaritmik regresyon yontemleri
kullanilmaktadir. Bunun yaninda dogrusal olmayan regresyonla hesaplandigini
gosteren literatiir bilgileri de bulunmaktadir (Parellada vd., 1995; Lyles vd., 2008;
Kaleagasioglu vd., 2014). Calismada lineer veya logaritmik regresyon yontemleri ile
ICso degerleri hesaplamak i¢in olusturulan dogrularin R? degerleri diisiiktiir. Boylece
hesaplan ICso degerleri deneysel olarak tahmin edilen 1Cso degerlerinden oldukga farkli
cikmaktadir. Bu nedenle deneysel degerlere daha yakin sonu¢ bulmak i¢in dogrusal
olmayan regresyon analizi yapilmistir. Bu amagla dogrusal olmayan Weibull esitligi
(Esitlik 4.3) kullanilmistir. 1Cso degerlerinin bulunmasi i¢in yapilan modellemede
modelde mevcut parametreleri hesaplamak icin egri uydurma (curve fitting) yontemi
uygulanmistir. Bu yontem Matlab programindaki fmincon yontemi ile yapilarak model
parametreleri ve model performansini gosteren MAE, MAPE, RMSE ve R degerleri
bulunmustur (Tablo 4.6). Hem model performans degerleri incelendiginde hem de

model parametreleri kullanilarak olusturulan grafiklere (Sekil 4.55-68) bakildiginda
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dogrusal olmayan regresyon analizinin ICsp degerlerini hesaplamak i¢in daha uygun
oldugu goriilmektedir.

Her iki hiicre hattinda da kukurbitasin tiirlerinin (Kukurbitasin D ve I)
hiicrelerin yarisini 6ldiirmek i¢in gerekli olan ICso konsantrasyonlarinin zamana bagl
olarak azaldigi bulunmustur (Tablo 4.7). Buna gore, LS174T hiicrelerinde
Kukurbitasin D’nin 1Cso konsantrasyonu 60. saatte 70 nM iken Kukurbitasin I'nin 1Csg
konsantrasyonu 122 nM dir. Bu degerler 60. saatte LS174T hiicreleri ilizerinde
Kukurbitasin D’nin daha etkili oldugunu gostermektedir. Fakat ilerleyen inkiibasyon
stirelerinde bu durum tersine donmiis ve Kukurbitasin | daha etkili olmustur. Bu
durumun uygulama maddelerinin hiicre ¢cogalmasini farkli sekillerde inhibe ettiklerini
gostermektedir. Ayn1 durum SW620 hiicreleri i¢in de gecerli oldugu sonuclardan
anlagilmaktadir. 72. saatte en az etki, SW620 hiicrelerine Kukurbitasin D
uygulanmasinda gerceklesmistir. Diger uygulamalarda yaklasik ayni1 [1Cso
konsantrasyonlar1 (yaklasik 45 nM) bulunmustur. 48. saatte hem Kukurbitasin D hem
de Kukurbitasin I uygulamasinda yalnizca SW620 hiicrelerinde 1Cso konsantrasyon
degerleri elde edilmistir. Bu da kukurbitasinlerin daha ¢cok SW620 hiicreleri {izerine
etkili oldugunu gostermektedir. En diisiik I1Cso konsantrasyon degeri (19 nM), 96.
saatte Kukurbitasin I'nin LS174T hiicrelerine uygulanmasinda elde edilmistir.

Hiicre c¢ogalmasi {lizerine c¢ogalmayr etkiyen uygulama maddelerinin
konsantrasyonlarinin etkisini ifade etmek igin kullanilan ¢ok sayida kinetik model
mevcuttur (Bailey vd., 1986; Shuler vd., 2002; Tirker, 2005). LS174T ve SW620
hiicre sayilar1 Kukurbitasin D ve [ konsantrasyonlari ile orantili bir sekilde
azalmaktadir. Bu iligki Esitlik 4.6 ile verilmistir. Deneysel veri setleri kullanilarak bu
esitlikten elde edilen 6zgiil gogalma hizlar1 () (Tablo 4.8) kullanilarak Monod ve
Tessier modelleri (Esitlik 4.6-7) ile konsantrasyon etkisi arastirilmistir. Monod modeli
en ¢ok kullanilan yapisal olmayan ¢ogalma modellerinden biridir. Genellikle cogalma
hizinin yavas ve hiicre yogunlugunun diisiik oldugu zaman deneysel verilerle oldukca
iyl uyusmaktadir. Yapilan ¢alismanin, Monod modeline Sekil 4.69-72’deki grafiklere
ve Tablo 4.9°daki model performans degeri R’ye bakildiginda LS174T hiicrelerine
Kukurbitasin I uygulamasi disinda uymadig goriilmektedir. Kukurbitasin D ve I'nin
hiicre ¢cogalmasini yavas bir sekilde azalttig1 anlasilmaktadir. Monod modeli deneysel
verilerle uyusmayinca diger bir ¢ogalma hiz modeli olan Tessier modeli kullanilmistir.

Tessier modeli uygulama maddesi besiyer ortama verildiginde diflizyon kontrollii
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cogalmay1 modellemek i¢in kullanilmistir. Yine sekillerdeki grafiklere ve tablodaki R
degerlerine bakildiginda deneysel verilerin bu modele uydugu acik¢a goriilmiistiir. Bu
durumda hiicre ¢cogalmasi iizerine etki diflizyon kontrollii olarak gerceklesmektedir.
Ne kadar uygulama maddesi hiicre igerisine diflize olursa o kadar etki goriilmektedir.
Model parametreleri yine Matlab programindaki fmincon yontemi ile belirlenmistir.
Diisiik Ks ve K degerleri uygulama maddelerinin daha etkin oldugunu gostermektedir.
Genel olarak degerlendirme yapildiginda Monod modeline gore hiicre cogalmasina en
cok etkiyi Kukurbitasin D, SW620 hiicreleri tizerine etki ederek, Tessier modeline
gore ise Kukurbitasin I LS174T hiicreleri iizerine etki ederek gostermistir.

Calismada ayrica LS174T ve SW620 hiicrelerine 48 saat siireyle ayr1 ayri
Kukurbitasin D ve I uygulamasi sonrast h\TERT mRNA diizeyleri dlgiilerek telomeraz
aktivitesi arastirilmistir. Kukurbitasin D ve I’'nin telomeraz aktivitesi tizerine etkisine
dair literatiirde ¢alismaya rastlanmamustir. Bu yoniiyle yapilan ¢aligma bu kapsamda
ilk olma niteligindedir. Literatiirde bir kukurbitasin tiirii olan Kukurbitasin B’nin
telomeraz aktivitesini azalttigina yonelik ¢alismalar bulunmaktadir (Duangmano vd.,
2010) Bu bilgiden yola ¢ikarak telomeraz aktivitesi lizerine deneysel ¢alisma yaparak
Kukurbitasin D ve I'nin hiicre c¢ogalmasi {iizerine inhibe edici etkisinin
mekanizmasinin agiklanmasi amaglanmistir. Kanser hiicreleri ¢ogalabilmeleri i¢in
telomeraz aktivitesine ihtiyag duymaktadirlar ve insan kanser hiicrelerinin %90’ mnin
lizerinde telomeraz aktivitesi tespit edilmistir (Kim vd., 1994; Masutumi vd.; 2003;
Huang vd., 2005; Giizelgiil vd., 2010). Telomerazin diger bilesenleri her yerde
eksprese edilirken hTERT mRNA ‘sinin telomeraz aktivitesi ile eksprese olmasi
nedeniyle telomeraz aktivitesi, bu genin ekspresyonuna bagimli olmaktadir
(Engelhardt vd., 1997; Boldrini vd., 2002; Cainey vd., 2008). Kolorektal kanserlerde
%93 oraninda telomeraz aktivitesi saptanmistir (Dikmen vd., 2003). Yapilan
caligmada kontrol gruplarinda hTERT mRNA ifade diizeyinin B-aktin genine oranla
artmasi bu hiicre tiirlerinde telomeraz aktivitesinin arttiginm1 gostermektedir. hTERT
mRNA gen ifade diizeyleri, hidroliz problu RT-PCR cihaz1 ile tayin edilmistir.
Literatlirde telomeraz aktivitesinin RT-PCR ile analizine yonelik farkli yontemler
bulunmaktadir (Durusoy, 2003; Ohuchida vd., 2005;Kong vd., 2007; Shabani vd.,
2014). Kullanilan yontem yeni bir yontem olmakla birlikte hizli, giivenilir sonug
vermektedir. 50 nM Kukurbitasin D ve I uygulamasi sonras1 48. saatte LS174T ve

SW620 hiicrelerinin her ikisinde de anlamli diizeyde azalma gostermistir (p<0,05).
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Uygulama yapilmayan kontrol gruplarina gére %50 oraninda inhibisyon godsteren
konsantrasyon sitotoksik konsantrasyon kabul edildiginden istatistiksel degerlendirme
bu konsantrasyonda yapilmistir. hTERT mRNA ifade diizeyi (telomeraz aktivitesi)
artan uygulama konsantrasyonuna (5, 25, 50, 100 ve 250 nM) bagli olarak azalma
gostermistir (Sekil 4.76-77). Her iki kukurbitasin tiirii de en ¢ok LS174T hiicrelerinde
hTERT mRNA ifade diizeyini azaltmistir. Kukurbitasin D; LS174T hiicrelerindeki
hTERT mRNA diizeyini SW620 hiicrelerindekinin yaklasik olarak 1,5 kat daha fazla
azaltmistir. Kukurbitasin I ise her iki hiicre tiirlindeki hTERT mRNA diizeyini yaklasik
olarak ayn1 oranda azaltmistir. Kukurbitasin [ uygulamasindaki hTERT mRNA diizeyi
Kukurbitasin D uygulamasindaki ile karsilastirildiginda her iki hiicre tiiriinde de
onemli 6l¢iide inhibe ettiginden hTERT gen ekspresyonunu dolayisiyla telomeraz
aktivitesini diisiirmede daha etkindir.

Monod ve Tessier modelleri yapilan modifikasyonla (Esitlik 4.8-9)
Kukurbitasin D ve DI'nin telomeraz aktivitesi iizerine etkisini modellemek ig¢in
kullanmilmistir. Deneysel verilerle her iki modelden elde edilen veriler uyum
gostermistir (Sekil 4.78-81). Tablo 4.10’daki performans degerleri (R) her iki model
icin de 1’e yakin bulunmustur. Bu modellerle %50 ve %63,2 inhibisyonun
gerceklestigi (Kk ve Kj) konsatrasyon degerleri bulunmustur. K¢ ve K; degerlerine
gore, en fazla etki SW620 hiicrelerine Kukurbitasin D uygulamasiyla en az etki ise
LS174T hiicrelerine Kukurbitasin I uygulamasi ile elde edilmistir. Kukurbitasin D ve
Inin hTERT mRNA ifade diizeylerini farkli oranlarda etkilemeleri inhibisyon

mekanizmalariin farkli olabilecegi yoniinde fikir vermektedir.
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6. ONERILER

Bu calismada, E.elaterium bitkisinin olgun meyvelerinden analitik HPLC
sistemi yardimiyla izole edilen Kukurbitasin D ve I'nin konsantrasyon ve zamana
bagimli olarak kolon kanser hiicre hatlar1 LS174T ve SW620 hiicreleri iizerine olan
antiproliferatif etkileri arastirildi. Bu etkiler kurulan matematiksel modellerle de ifade
edildi. Ayrica 48. saatte Kukurbitasin D ve I'nin LS174T ve SW620 hiicrelerinde
hiicre cogalmasi ile iliskili olan hTERT mRNA ifade diizeyleri iizerine etkisi RT-PCR
yontemiyle arastirildi. Elde edilen sonuglara gore, bu iki bitkisel dogal bilesik
(Kukurbitasin D ve I) kolon kanserinin tedavisi i¢in potansiyel bir aday olabilir.
Kontrol gruplarindaki hTERT’in kantitatif tayini kanser teshisi, uygulama
gruplarindaki ise kanserin takibi ve tedavisi hususundaki diisiinceleri destekler
niteliktedir.

Yapilan ¢caligmanin gelistirilerek literatiire katki saglamasi igin 6neriler;

1- Daha kisa zamanda ve daha yiiksek miktarda kukurbitasin tiirlerinin ayr1 ayri
elde edilmesi igin gelistirilen HPLC yonteminin preperatif HPLC sistemine
uyarlanmasi yapilabilir.

2- Hiicrelerin kiltiir ortaminda ve organizmada ait olduklar1 dokuda farkli
davranig gosterdiklerinden Kukurbitasin D ve I'nin etkilerinin daha net
bulunmast i¢in hayvan modelleri ile ¢alismalar yapilmalidir. /n vivo calismalar
ile Kukurbitasin D ve I'nin antikanser ajanlar olarak LS174T, SW620 ve diger
kolon kanser hiicre hatlar1 lizerine olan potansiyel kanser onleyici etkisinin
ortaya ¢ikarilmasi, daha etkin tedavi seceneklerinin gelistirilmesine olanak
saglayacak bu molekiillerin uyardigi ya da baskiladigi sinyal yolaklari
tanimlanmali ve bdylelikle kolon kanseri tedavisinde daha basarili
yaklasimlarin ortaya ¢ikmasina olanak saglanmalidir.

3- Olusturulan matematiksel model esitligindeki parameterelerin biyolojik
anlamlarim1 belirleyebilmek veya bu parametere degerlerinden biyolojik
parametreleri hesaplayabilmek icin farkli uygulama maddeleri, farkli hiicre
tirleri ile daha fazla deneyle yapilmalidir. Boylece kanser hiicrelerinin
cogalma egrilerini ifade edecek standartlasmis yeni model literatiire

kazandirilabilir.
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1 clear all
2 warning off
3 global par x t xd
4 options =gptimset ('Display','iter', 'LargeScale', 'Off', 'TolX", 1e-118, 'TolFun', 1e-118, 'TolCon',1e-18, "MaxFunEvals', 5000);
5 cputime0=cputime;
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9 [pari, f£val,EXITFLAG, OUTPUT, LAMBDA, GRAD] = fmincon('emrmodellf',baslangic, [1,[1,[1,[]1,1b,ub, [],options);
10 % pari = ga(@emirmodel, 3)
11 f=emrmodell (pari)
12 MRE=sum (abs (x-xd) ) /length (=}
13 MAPE=100* (sum (abs (xd-x) ./xd) ) /length (x)
14 RMSE = sqrt(sum((xd-x)."2)/length(x))
15 Ra=corrcoef (x,xd);
16 B=Ra(2)
17 plot (t,xd, 'r>',C,X);
18 legend ('Deneysel’, 'Model');
19 %title ('SW620 Cu D Kontrol');
20 xlabel ('Zaman (=zaat)'):
21 ylabel ('Lbszorbans (570 nm)'):

Ek. 2. fmincon ile¢6ziim i¢in MATLAB kodlamasindaki fonksiyon kodlamasi

4 s 700 o

File Edit Text Go Cell Tools Debug Parallel Desktep Window Help

]D 6 | * ‘ @l ) o | h @ @ | @' | Current Folder:lC:\Users\KuIIanln\Documents\MATLAB le] [E]
© Shortcuts [2] Howto Add (2] What's New

DO s RRIC| oD (M@ bl - 8088 E BB s s | fi

BB -l [+[+[u [x[#E]0

1 [-] function f=emrmodell3 (par)

2 global x t xd

3 ®xd=[0.2436&87

4 0.301687

5 0.363

[ 0.419875

7 0.4975

8 0.615667

9 0.666833

10 0.7688

11 1:

12 t=[6 12 24 36 48 &0 T2 96 ]:

13 xa=par(l).*(exp(-par(2)*(t. "par(3))))+paxr(d).* (exp(par(s)*t));
14 xa=par(l).*(exp(-par(2)*(t.”-par(3))))+(l+par(l))*(exp((-paxr(4) *par(l))*(t."pax(S})}};
15 x=xa';

18 - f=sum(sum( (x-xd)."~2}):
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Ek 3:B—aktinGen Dizilimi

InsanB-aktingeninin 1852baz c¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin

dizilimdeki yerleri gosterilmistir. Gen Bankas1 Kayit No: NM_001101.3

1 accgecgagaccgcegteegeeccgegageacagagectegectttgecgateegecgece
61 gtccacacccgecgecagetcaccatggatgatgatatcgecgegetegtegtegacaac
121 ggctceggeatgtgcaaggecggcttcgegggegacgatgecceecgggecgtetteeee
181 tccatcgtggggegecccaggeaccagggegtgatggtgggeatgggtcagaaggattee
241 tatgtgggcgacgaggcccagagcaagagaggcatectcaccetgaagtaccecatcgag
301 cacggcatcgtcaccaactgggacgacatggagaaaatctggeaccacaccttctacaat
361 gagctgcgtgtggctcccgaggageacceegtgctgetgaccgaggececcctgaaccee
421 aaggccaaccgcgagaagatgacccagatcatgtttgagaccttcaacaccccagecatgy
481 tacgttgctatccaggctgtgctatcectgtacgectetggecgtaccactggeategty
541 atggactccggtgacggggtcacccacactgtgeccatctacgaggggtatgeccteece
601 catgccatcctgegtetggacctggetggecgggacctgactgactacctcatgaagate
661 ctcaccgagcgeggctacagcttcaccaccacggecgagegggaaategtgcgtgacatt
721 aaggagaagctgtgctacgtcgecctggacttcgagcaagagatggecacggctgettee
781 agctcctecctggagaagagetacgagetgectgacggecaggteatcaccattggeaat

SSSSS5555355555>555>>

841 gagcggttccgetgecctgaggeactcttccagecttecttectgggeatggagtectgt
<LLLLLLL

901 ggcatccacgaaactaccttcaactccatcatgaagtgtgacgtggacatccgcaaagac
<LLLLL L L LK

961 ctgtacgccaacacagtgctgtctggeggeaccaccatgtaceetggeattgecgacagg
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1021 atgcagaaggagatcactgccctggcacccagcacaatgaagatcaagatcattgetect
1081 cctgagcgcaagtactcecgtgtggatcggeggctecatcetggectecgcetgtecacctte
1141 cagcagatgtggatcagcaagcaggagtatgacgagtceggececctecategtccacege
1201 aaatgcttctaggcggactatgacttagttgcgttacaccctttcttgacaaaacctaac
1261 ttgcgcagaaaacaagatgagattggcatggctttatttgttttttttgttttgttttgg

1321 ttttttttttttttttggettgactcaggatttaaaaactggaacggtgaaggtgacage

1381 agtcggttggagcgagcatcccccaaagttcacaatgtggecgaggactttgattgcaca
1441 ttgttgtttttttaatagtcattccaaatatgagatgcgttgttacaggaagtcccttge

1501 catcctaaaagccaccceacttctctctaaggagaatggeccagtectctcccaagteea
1561 cacaggggaggtgatagcattgctttcgtgtaaattatgtaatgcaaaatttttttaatc
1621 ttcgccttaatacttttttattttgttttattttgaatgatgagcecttcgtgecccccct

1681 tcccccttttttgtcccecaacttgagatgtatgaaggcttttggteteectgggagtygg
1741 gtggaggcagccagggcttacctgtacactgacttgagaccagttgaataaaagtgcaca
1801 ccttaaaaatgaaaaaaaaaaaaaaaaasaaaaaaaaaaaaasaaaaaaaaa

>>>>>> [leri primer
<<<<<<Geri primer
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Ek 4: hnTERTGen Dizilimi

Insan hTERTgeninin 4018baz ciftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin
dizilimdeki yerleri gosterilmistir. Gen Bankas1 Kayit No: NM_198253.2
1 caggcagcegetgegtectgetgegeacgtgggaageectggeeceggecacceecgegat

61 gcegegegceteeeegetgecgageegtgegeteectgetgegcagecactaccgegaggt

121 getgeegetggecacgttegtgeggegectggggecccagggetggeggetggtgeageg

181 cggggacceggeggctttccgegegetggtggeccagtgectggtgtgegtgeectggga

241 cgcacggccgeececegecgeccccteettcegecaggtgtectgectgaaggagetggt

301 ggcccgagtgcetgcagaggcetgtgegagegeggegegaagaacgtgcetggectteggett

361 cgcgcetgetggacggggeccgegggggecceecegaggecttcaccaccagegtgegeag

421 ctacctgcccaacacggtgaccgacgeactgegggggageggggegtgggggetgetget

481 gegeegegtgggegacgacgtgetggttcacctgctggeacgcetgegegcetetttgtget

541 ggtggcteccagetgegectaccaggtgtgegggecgecgctgtaccageteggegetge

601 cactcaggcccggeeccegecacacgctagtggaccecgaaggegtetgggatgegaacy

661 ggcctggaaccatagegtcagggaggeeggggteeccctgggectgecageeeegggtge

721 gaggaggcgcgggggeagtgecagecgaagtetgecgttgeccaagaggeccaggegtyg

781 cgctgcecctgagecggageggacgeecgtigggeaggggtectgggeccaccegggeag

841 gacgcgtggaccgagtgaccgtggtttctgtgtggtgtcacctgccagaccegecgaaga

901 agccacctcetttggagggtgegetctetggeacgegecacteecacceatcegtgggeey

961 ccagcaccacgcgggecccccatccacatcgeggecaccacgtecctgggacacgectty
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1021 tcceecggtgtacgeccgagaccaagcacttectctactcctcaggecgacaaggagcagcet

1081 gcggccctccttcctactcagetctctgaggeccagectgactggegetcggaggcetegt

1141 ggagaccatctttctgggttccaggccctggatgccagggactcececegeaggttgecceg

1201 cctgccccagegctactggcaaatgcggeccctgtttctggagetgcettgggaaccacge

1261 gcagtgcecctacggggtgctectcaagacgeactgeccgctgegagetgeggteaccee

1321 agcagccggtgtctgtgcccgggagaagecccagggetetgtggeggeccecgaggagga

1381 ggacacagacccccgtcgectggtgcagetgetccgecageacageageccctggeaggt

1441 gtacggcttcgtgcgggcectgectgegecggctggtgeccccaggectetggggcetcecag

1501 gcacaacgaacgccgcttcctcaggaacaccaagaagttcatctccctggggaagceatge

1561 caagctctcgcetgcaggagetgacgtggaagatgagegtgcgggactgegcttggetgeg

1621 caggagcccaggggttggetgtgttccggecgeagageaccgtetgegtgaggagatect

1681 ggccaagttcctgcactggcetgatgagtgtgtacgtegtcgagetgcetcaggtetttett

1741 ttatgtcacggagaccacgtttcaaaagaacaggctctttttctaccggaagagtgtctg

1801 gagcaagttgcaaagcattggaatcagacagcacttgaagagggtgcagcetgcgggagct

1861 gtcggaagcagaggtcaggcageatcgggaagcecaggeccgecctgctgacgtecagact

1921 ccgcttcatccccaagectgacgggctgcggecgattgtgaacatggactacgtegtggg

1981 agccagaacgttccgcagagaaaagagggecgagegtetcacctcgagggtgaaggeact

2041 gttcagcgtgctcaactacgagcgggegeggegecccggectceetgggegcectetgtget

2101 gggcctggacgatatccacagggectggegeaccttegtgctgegtgtgcgggeccagga
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2161 cccgcecgcectgagcetgtactttgtcaaggtggatgtgacgggegegtacgacaccatccc
2221 ccaggacaggctcacggaggtcatcgccagcatcatcaaaccccagaacacgtactgegt
2281 gegtcggtatgccgtggtccagaaggecgeccatgggeacgtccgcaaggecttcaagag

SS>53555>5>5>

2341 ccacgtctctaccttgacagacctccagccgtacatgcgacagttcgtggctcacctgea

>>>5>>><LLLLLL L L L L L L L L L LKL

2401 ggagaccagcccgctgagggatgeegtegtcatcgageagagctecteectgaatgagge

2461 cagcagtggcctcttcgacgtcttcctacgcttcatgtgecaccacgecgtgegeatcag

2521 gggcaagtcctacgtccagtgccaggggatcccgeagggctecatectctccacgetgct

2581 ctgcagcctgtgctacggegacatggagaacaagetgtttgecggggattcggegggacgg

2641 gctgctectgegtttggtggatgatttettgttggtgacacctcacctcacccacgcegaa

2701 aaccttcctcaggaccctggtccgaggtgteectgagtatggetgegtggtgaacttgeg

2761 gaagacagtggtgaacttccctgtagaagacgaggcecctgggtggceacggcttttgttca

2821 gatgccggceccacggcctattceectggtgeggectgctgetggatacceggacectgga

2881 ggtgcagagcgactactccagctatgcccggacctecatcagagecagtctcaccttcaa

2941 ccgcggcttcaaggcetgggaggaacatgcegtcgceaaactctttggggtettgeggctgaa

3001 gtgtcacagcctgtttctggatttgcaggtgaacagectccagacggtgtgcaccaacat

3061 ctacaagatcctcctgctgcaggegtacaggtttcacgcatgtgtgetgcagcteecatt

3121 tcatcagcaagtttggaagaaccccacatttttcctgcgcegtcatctctgacacggecte

3181 cctetgctactecatcctgaaagecaagaacgcagggatgtegetgggggecaagggege

3241 cgceggcecctetgecctecgaggecgtgcagtggcetgtgecaccaagcattectgetcaa

3301 gctgactcgacaccgtgtcacctacgtgecactcctggggtcactcaggacageccagac
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3361 gcagctgagtcggaagetcccggggacgacgcetgactgecctggaggecgeagecaacce
3421 ggcactgccctcagacttcaagaccatcctggactgatggcecaccecgeccacagecagge
3481 cgagagcagacaccagcagccctgtcacgecgggctetacgtcccagggagggaggggcy
3541 gcccacacccaggeccgeaccgetgggagtcetgaggectgagtgagtgtttggecgagge
3601 ctgcatgtccggctgaaggctgagtgtccggetgaggectgagegagtgtccagecaagg
3661 gctgagtgtccagceacacctgecgtcttcacttccccacaggetggegctcggctecace
3721 ccagggccagcttttcctcaccaggagcccggcttccactccccacataggaatagtcca
3781 tccccagattegecattgttcacceetegecctgecctectttgecttccacccecacca

3841 tccaggtggagaccctgagaaggaccctgggagcetctgggaatttggagtgaccaaaggt
3901 gtgccctgtacacaggcgaggaccctgcacctggatgggggteectgtgggtcaaattgg

3961 ggggaggtgctgtgggagtaaaatactgaatatatgagtttttcagttttgaaaaaaa

>>>>>> [leri primer

<<<<<< Geri primer
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