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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

KANNABIDIOLUN (CBD) CACO-2 HUCRE HATTINA ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Ali Fatih YILTIRAK

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Uyesi Pinar ARSLAN

Gegmisten giiniimiize kadar bitkiler tibbi amagcli olarak kullanilmistir. Igeriginde bulunan
sekonder metabolitler bitkinin yagamini dogrudan etkilemez fakat ¢evre kosullarina
dayaniklilik saglar ve savunma mekanizmalarinda gérev yapmaktadir. Bu metabolitler
tedavi edici de 6zellik tasimaktadir. Sekonder metabolitlerden olan kannabidioliin (CBD)
endokannaboid sistemi (EKS) dogrudan ya da dolayl yollarla etkileyebilmektedir. EKS,
CB-1 ve CB-2 reseptorlerini barindiran bir sistemdir. Bu reseptorler kanserli hiicrelerde
bulunmasiyla birlikte bir¢ok arastirmanin konusu olmustur. Bu tez calismasimin amaci
kolon kanseri CaCo-2 hiicre hatlarinda CBD etkisinin hiicre canliligi ve hiicre apoptoz
yolaklarinda bulunan kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivitesinin incelenmesidir. Hiicre
canlilik  yontemlerinden biri  olan MTT  (3-(4,5-dimetiltiyazol  2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum-bromiir) testi ile inhibisyon konsantrasyon (ICso) degeri 115,271 uM
olarak tespit edilmistir. Bu degerin /10 ve /100 oranindaki konsantrasyonlarda CBD’ye
24 ve 48 saat siireyle maruz kalan hiicrelerde kaspaz aktiviteleri igin ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) testi uygulanmistir. Bu sonuglar dogrultusunda kaspaz-3
ifadesinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde arttig1 gézlemlenmistir (P<0,05). Kaspaz-
8 ve kaspaz-9’da kontrol grubuna gore bir degisim gozlenmemistir. Bu tez ¢calismasinin
sonucunda, yapilan literatiir ¢alismalar1 ve kaspaz-3’iin CaCo-2 hiicre hatlarinda
ifadesinin artmas1 CBD’nin potansiyel bir antikansorejen olabilecegi hakkindaki
gorisleri dogrular niteliktedir.
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF CANNABIDIOL (CBD) ON CACO-2
CELL LINE

Ali Fatih YILTIRAK

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Pmmar ARSLAN

From past to present, plants have been used for medicinal purposes. The secondary
metabolites in its content do not directly affect the life of the plant, but serve in the defense
mechanisms and provide resistance to environmental conditions. These metabolites also
have therapeutic properties. Cannabidiol (CBD), one of the secondary metabolites, can
affect the endocannaboid system (ECS) directly or indirectly. ECS is a system that
contains CB-1 and CB-2 receptors. These receptors have been the subject of many studies
with their presence in cancerous cells. The aim of this thesis study is to investigate the
effect of CBD on cell viability and caspase-3, caspase-8 and caspase-9 activity in cell
apoptosis pathways in colon cancer CaCo-2 cell lines. Inhibition concentration (ICso)
value was determined as 115.271 uM by MTT (3-(4,5-dimethylthiazole 2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium-bromide) test, which is one of the cell viability methods. ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) test was applied for caspase activities in cells
exposed to CBD at concentrations of /10 and /100 of this value for 24 and 48 hours. In line
with these results, it was observed that caspase-3 expression increased significantly
compared to the control group (P<0.05). No change was observed in caspase-8 and
caspase-9 compared to the control group. As a result of this thesis, the literature studies
and the increase in the expression of caspase-3 in CaCo-2 cell lines confirm the views
that CBD can be a potential anticarcinogen.
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1. GIRIS

Diinyada yiiksek oliim oranlarina sahip olan kanser, Latince canker kelimesinden
tiiremistir. Yapilan arastirmalarda M.O 3000 yilina kadar tarihlenebilen eski kayitlarda
bulundugunu ortaya koymustur. Kanser terimi Antik Yunanistan’da carcinos seklinde
Hipokrat tarafindan kullanilmistir. Yenge¢ anlamina gelen terim tiimorlii dokularin
yenge¢ benzeri yapilar meydana getirmesi sonucu ortaya c¢ikmistir. Kontrolsiiz ve
anormal bir biiylimeye sahip olan hiicrelerin viicuda yayilmasi seklinde tanimlanabilecek
olan kanser, kisi ilizerinde sadece fiziksel degil aymi zamanda psikolojik bir etki
yaratmaktadir (Baykara 2016, Ekinci 2016).

Kanser etiyolojisi bir¢ok faktorii iginde bulundurmakta olup sebebi kesin olarak
bilinmemektedir. Yapilan ¢aligmalarda kanserin ana nedenleri arasinda kimyasal, fiziksel
ve biyolojik olmak {izere ii¢ tip karsinogenezis olacagi diisiiniilmektedir. Bahsedilen
kanser olusum mekanizmalarindan kimyasal karsinogenezler igin, formaldehit, asbest ve
arsenik; fiziksel kasinogenezler igin Ultraviyole (UV) Isinlar1, Radyoaktif Radon Gazi ve
Iyonlastiric1 Radyasyon; biyolojik kasinogenezler igin Epstein-Barr Virus (EBV),
Schistosoma haematobium ve Hepatit B ve C viriisii 6rnek olarak gosterilebilmektedir.
Kanserli hiicrelerin deoksiriboniikleik asit (DNA) dizilerinde olusan birtakim
mutasyonlar hiicrenin dogal dongiisiiniin bozulmasina neden olmaktadir. Timor
baskilayict genler, onkogenler ve DNA tamir genleri kanser olusumunda &nemlidir.
Tiimor baskilayici genler hiicrelerin biiylime ve bdliinme siireglerini kontrol etmektedir.
Kanser gelisimini 6nlemek ve hiicrelerin normal dongiisiinde diizenli olarak ¢alismasini
saglamaktadir. Bu genlerden onemli olan p53 geni DNA hasari tespitinde hiicrenin
boliinme dongiisiinii durdurarak DNA tamirini gerceklestirir ya da hiicreyi apoptoz
durumuna sokar. Onkogenler tipki tiimor baskilayici genler gibi hiicre boliinmesini ve
biiylimesini kontrol ederler. Bu genlerde olusabilecek mutasyon kanser gelisimini
tetikler. DNA tamir genleri ise DNA’da olusan hasari onarir ve hiicrenin genom
biitlinliigiinii saglar. Programlanmig hiicre 6liimii olarak adlandirilan apoptoz siirecinde
biiyiikk rol oynayan kaspaz-3 hiicre dongiisiinii diizenler anomali goriilen hiicrelerin
kontrollii 6liimiinii saglamaktadir. Kaspaz-8 ise apoptoz mekanizmasinin baslangicinda

tip 1 TNF reseptorii (TNFR1) ve Fas (CD95) proteinin aktivasyonunu saglamaktadir.



Kaspaz-9 ise mitokondride bulunmaktadir apoptoz mekanizmasinin baslaticilarindandir

(Giilfidan ve Ozgiir 2011, Kogak 2011, Yokus ve Cakir 2012).

Kolon kanseri, kalin bagirsagin ya da rektumun epitel hiicrelerinde meydana gelen
mutasyonlar soncunda molekiiler ve genetik olarak hasarli hiicrelerin k6tii huylu tiimorler
olusturmasidir. APC geninde goriilen mutasyonlar ve onkogenlerin aktivite yogunlugu

kanser baglangicinda 6nemli rol oynamaktadir (Cefle 2003, Sik 2014).

Kanser icin giliniimiizde yogun olarak cerrahi eksizyon, kemoterapi, radyasyon ve
bagisiklik tedavisi kullanilmaktadir. Bu tedavi yoOntemleri sirasinda hastalar
kardiyovaskiiler toksisiteler, hematopoietik toksisiteler, pulmoner toksisiteler,
gastrointestinal toksisiteler, muskuloskeletal toksisiteler, hepatik toksisitelere maruz
kalmaktadir. Bu durum yapilan tedavilerin basariya ulagsmasinda bir direng

olusturmaktadir (Ekinci 2016, Hodgkinson et al. 2017).

Bir biyolojik sistem olan endokannabinoid sistem (EKS) i¢inde endokannabinoid adi
verilen lipid bilesiklerinin ve reseptdrlerin bulundugu bir sistemdir. Bu sistemin iki ana
bilesigi anandamid (N-arachidonoylethanolamine) ve 2-arachidonoylglycerol (2-AG)
bulunur. Hiicre i¢i belli uyaricilarin yanitlar1 sonrasinda sentezlenirler. Sinir iletisimi,
hiicre sinyalizasyonu, inflamasyon gibi fizyolojik siire¢lerde rol almaktadir. EKS sistem
reseptorleri CB-1 ve CB-2 olarak adlandirilir. Son yillarda yapilan arastirmalarda bu
reseptorlerin kanser hiicrelerinde bulunmasi kanser tedavisinde 6nemli bir potansiyelinin
oldugunun diisiiniilmesine sebep olmustur. Cesitli calismalarda ortaya konan sonuglar
dogrultusunda CB-1 ve CB-2 reseptor agonistlerinin kanser hiicrelerinde apoptoza yol

ac1p metastazi indiikleyebilecegini gostermistir (Dasram et al. 2022, Ye et al. 2019).

Cannabis sativa L bitkisinin iki ana molekiilii olan, A9-Tetrahidrokannabinol (A9-
THC/THC) ve kannabidiol (CBD) fitokannabinoidleri EKS’de bulunan CB-1 ve CB-2
reseptorleri ile etkilesime girmektedir. Yapilan g¢alismalarda endokannabinoidlerin
parcalanmasini inhibe ederek ortamda bulunan endokannabinoidlerin seviyelerinde artisa
neden olabilecegini gostermistir (Guzman et al. 2006, Jiang et al. 2013, Ligresti et al.
2006, McAllister et al. 2007, Taylor et al. 2021, Velasco et al. 2012). Yapilan literatiir



calismalarinda sekonder metabolitlerden biri olan CBD’nin kolektral kanser hiicre hatti
CaCo-2 hiicre hattinin apoptoz durumunu kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 iizerinden
arastirildigr bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu tez ¢alismasinda insan kolon epidermal
adenokarsinom hiicresi olan CaCo-2 hiicre hatlarinda CBD’nin hiicre canlilig: etkisi ile
CBD muamelesinden sonra, hiicrenin kendini yok etmek i¢in fizyolojik, metabolik bir
yola girdigi apoptoz durumunu, baslatici kaspaz olarak bilinen kaspaz -8, -9 ve efektor
kaspaz olarak bilinen kaspaz -3 aktivitesi {lizerinde bir etki yaratip yaratmayacagi

arastirmak amaclanmaktadir.



2. LITERATUR OZETi

Dahili ya da harici olarak hastalik tedavisinde insanlik tarihi boyunca tibbi bitkiler yer
edinmistir. Antik Misir, Stimerler, Hititler gibi eski medeniyetler tarafindan kullanilan
tibb1  bitkilerin 6zellikleri igeriginde bulunan bilesenlerden kaynaklanmaktadir
(Faydaoglu ve Siiriiciioglu 2011, Goktas ve Gidik 2019). Ornegin tibbi bitkilerin anti
kanser Ozellikleri yiizyillardir bilinmektedir. Podophyllum peltatum’dan (Mayapple)
izole edilen podofillotoksin akciger kanserini tedavi etmek i¢in kullanilmistir. Cesitli
caligmalarda Aleo vera (Sarisabir) bitkisinin igerdigi aloe-emodin, aloin ve aloesin
bilesenlerinin antitimor etki gosterdigi gosterilmistir. Bagka bir calismada Panax
ginseng’in (Kore Ginseng) tiimor hiicrelerini apoptoz durumuna gegirdigi belirtilmistir
(Choi 2008, Desai et al. 2008, Pettit et al. 1995). Curcuma longa (Zencefil) bitkisinden
elde edilen Rhizoma Curcumae apoptozu indiikledigi yapilan ¢caligmada ortaya konmustur
(Wei et al. 2004).

Bitkilerin drettigi bilesikler primer ve sekonder metabolitler olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Primer metabolitler organik asitler, proteinler ve yaglar gibi hiicre
dongiisii, hiicre ¢ogalmasi gibi bitkinin yasamsal faaliyetlerini dogrudan etkileyen
metabolitlerdir. Sekonder metabolitler ise hiicrenin yasamsal faaliyetlerinde dogrudan
iliskisi bir iliskisi yoktur. Bununla birlikte bitkilerin savunma mekanizmalarinda rol
aldigi, ¢evre kosullarma karsi dayanaklilik olusturdugu gbz Oniine alinirsa en az primer
metabolitler kadar onemlidir. Tibb1 bitkiler igerdikleri bu metabolitler ile tedavi edici
ozellik tasimaktadir. Geleneksel ilag kaynagi olarak kabul edilen tibbi bitkiler ¢ogu
sentetik ilacin temelini olusturmaktadir Tibbi olarak kullanilan bitkilerin sayis1 Diinya
Saglik Orgiitiiniin (World Health Organisation, WHO) yaptig1 arastirmada 20.000 olarak
ifade edilmektedir (Goktas ve Gidik 2019, Ramakrishna and Ravishankar 2011, Top vd.
2019).

Sekonder metabolitler, bitkiler tarafindan tiretilen ve onlar1 kendi ortamlarinda rekabetgi
kilan maddelerdir. Bitkinin kendisi ve diger canli organizmalar iizerinde ¢ok cesitli etkiler
gosterir. Cigeklenmeyi, meyve olusumunu ve dokiimiinii tetiklerler, ¢ok yillik biiylimeyi

stirdiiriirler veya yaprak doken bitki davranisinin olugsmasina neden olurlar (Teoh 2016).



Ayrica antimikrobiyal olarak gorev yapmaktadirlar. Sekonder metabolitler terpenler,
alkoloidler, fenolik bilesikler, steroidler, saponinler, poliketidler ve fitokannabinoidleri
ornek gosterilebilir (Alaca ve Arslan 2012, Tiring vd. 2020).

Sekonder metabolit olan fitokannabinoidler baz1 gigekli bitkilerde, ciger otlarinda ve
kenevir de bulunmaktadir. Endokannaboid sisteminin (EKS) temelini olusturan CB-1 ve
CB-2 reseptorleri bu bilesiklere yanit vermektedir. Hayvan ve insan deneylerinde yapilan
caligmalarda EKS’nin hafiza, ruh hali, beyin 6diillendirme sistemleri ve uyusturucu
bagimlilig1 gibi ¢ok c¢esitli biyolojik fonksiyonlarin yani sira lipoliz, glikoz metabolizmasi
ve enerji dengesi gibi metabolik siiregleri diizenledigini ortaya koymustur (Chanda et al.
2019). Cannabis sativa L bitkisinin i¢erdigi fitokannaboidler en yiiksek yogunlukta disi
ciceklerde biriktirmektedir. Bunun temel sebebi genellikle bitkinin toprak {istii
kisimlarinda yer alan glandiiler trikomlardir (Happyana et al. 2013). Cannabis sativa
bitkisinin iki ana kannaboidi bulunmaktadir. Bunlardan biri A9-Tetrahidrokannabinol
(A9-THC/THC) fitokannabinoidi digeri ise kannabidioldiir (CBD) (Kiskova et al. 2019).

A) (B)

Sekil 2.1 (A) Kannabidiol (CBD) ve (B) A9-Tetrahidrokannabinol (A9-
THC/THC)kimyasal yapilari. National Center for Biotechnology
Information (2023) uyarlanarak kullanilmistir.



THC kannabinoidi beynin zamani anlama yetisi diisiince ve konsantrasyonla ilgili
reseptorler ile etkilesime girerek serebellumun normal ¢alismasina engel olur. CBD'nin
ise bilinen higbir psikoaktif etkisi yoktur ve bu nedenle son zamanlarda kanser dahil
birgok terapotik alanda yogun arastirmalarin odak noktasi olmustur (Mechoulam et al.
2007, M.G. Cascio et al. 2017).

CBD’nin CB-1 ve CB-2 reseptorlerine kars1 diisiik afiniteye sahip oldugu bununla birlikte
kanser hiicresinin metastaz yapmasini engelleyebilecegine dair ¢alismalar mevcuttur
(Piomelli 2003, Thomas et al. 2007). CBD'nin tek bagina veya diger antikanserojenlerle
birlikte apoptozu indiikledigi, hiicre migrasyonunu, in vitro metastasi inhibe ettigini,
timor boyutunu, vaskiilarizasyonuyla birlikte biiyiimesini azalttigi ve in vivo olarak
timor gerilemesini indiikledigi gosterilmistir (Massi et al. 2004, Scott et al. 2014, Thomas
et al. 2007). CBD'nin agresif gelisen meme kanserinde in vivo ve in vitro hiicre
migrasyonu, invazyonu ve metastazi da engelledigi gézlemlenmistir (McAllister et al.
2011, Murase et al. 2014). 24, 48 ve 72 saat boyunca SW480 kolon kanseri hiicre hatti
ile yapilan deneylerde CBD maruziyeti sonrasi hiicrelerin fosfataza bagli apoptozu

indiikledigi gozlemlenmistir (Safe et al. 2011).

G proteinleri heterodimerik yapida olup hiicre membraninda bulunurlar ve disaridan
gelen sinyalleri hiicre igine iletirler. EKS sistemin bir pargasini olusturan CB-1 ve CB-2
reseptorleri G proteine baghdirlar. a, B ve y seklinde ifade edilen 3 birimden olusmakadir.
(Wess 1997, Wettschureck and Offermanns 2005). EKS’nin sinyal iletimi, CB-1 ve CB-
2 reseptorleri aragligi ile Gi/O protein aktivasyonunu, adenilil siklaz inhibisyonunu,
MAPK aktivasyonunu Ca (Kalsiyum) kanal blokaji, K (Potasyum) kanal blokaji ve K
(Potasyum) kanallarinin aktivasyonunu gergeklesir. EKS’nin endokannaboidleri:
anandamid (N-arachidonoylethanolamine) ve 2-arachidonoylglycerol (2-AG) ¢oklu
doymamis yag asitleri yapisinda olup arasidonik asit tiirevleridir ve hiicre zarinda bulunan
gliserofosfolipidlerin yikimi ile olusur. FAAH geni tarafindan kodlanan serin amino asit
enzimlerinden olan FAAH (Yag Asidi Amid Hidrolaz) ve MGLL geni tarafindan
kodlanan MAGL (Monoasilgliserol Lipaz) enzimleri tarafindan parcalanir. AEA ve 2-

AG norotransmitterleri, immun, kardiyovaskiiler, iireme, solunum ve iskelet sisteminde



rol almaktadir (Howlett and Abood 2017, Lauckner et al. 2005, Lu et al. 2019, Roland et
al. 2014, Saroz et al. 2019).

Kolorektal kanser diinyada en yaygin goriilen iiglincii en biiylik kanser tiiriidiir.
Kolorektal kanser rektum ve kolonda olusmaktadir. Kolon da glandiiler epitel
hiicrelerinin (Sekil 2.2) anormal proliferasyonundan kaynaklanan bir hastaliktir. Kolit

tipli, sporadik tipli ve kalitsal tipli olmak tizere ii¢ ¢esit kolorektal kanser tiiriinden

bahsedilebilir (Triantafillidis et al. 2009).
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Sekil 2.2 Grandiiler epitel hiicreleri (Rehfeld et al. 2017).

Cogu kanser tiiri gibi kolon kolorektal kanserde bir polipten kaynaklanmaktadir.
Kolonda olusan mutasyon gegirmis bir kriptin polip olusturmasi ardindan yaklasik 10
yillik bir siirecte kolorektal kanser ilerlemektedir. Yapilan arastirmalarda kolorektal
kanser baslangicinin temel sebebinin bir kok hiicre oldugu varsayilmaktadir (De Sousa E
Melo et al. 2017, Nassar and Blanpain 2016). Tiimor baskilayict genlerin (TP53, Rb,
APC, CD95 vb.) etkisiz hale gelmesi ve hiicre boliinmesinde rol oynayan proto-
onkogenlerin onkogenlere doniismesiyle ilerleyen siirecin epigenetik degisikler yaratmasi
kanser kok hiicrelerinin olusmasinin temel nedenini olusturmaktadir (Nassar and
Blanpain 2016).

Hizla gelisen hiicreler, kansere ilerleyebilen ve mikrosatelit instabilitesi (Microsatellite
instability, MSI), kromozomal dengesizlik (Chromosomal instability, CIN) gibi farkl
yolla metastaz yapabilen iyi huylu bir adenom olusturmaktadir (Malki et al. 2020,

Nguyen and Duong 2018). Kanser, dev bir adenoma ve sonunda kansere doniisen kii¢iik



bir adenom olarak baglar. Bu adenomun kromozomal dengesizlik (CIN) ile iligkisi
bulunmaktadir. Ulusal Kanser Enstitiisiine (National Cancer Institute, NIH) goére, bu
model sporadik korektal kanserin %10-15'ini olusturmaktadir. Normal hiicrelerden
metaplastik polipe, metaplastik polipeten, sapsiz tirtikli adenomlara ve bu adenomlarin

kansere doniismesi ile tanimlanir (Keum and Giovannucci 2019).

Apoptoz zinciri, ¢esitli yolaklar izleyerek hiicre dliimiinii gerceklestirir. Bu asamalarin
diizenlenmesinde cesitli diizenleyici molekiiller bulunmaktadir. Bu molekiiller: bcl-2

ailesi, p53, Fas (Cd95 -Apo-1) ve kaspaz ailesidir (Kam and Ferch 2000).

Bcl-2 ailesi hiicrenin apoptoz durumuna gegmesinde kritik bir rol oynar. Bu yapida
birbirlerine proapoptotik ve antiapoptotik olmak iizere zit iki fonksiyonel grup
bulunmaktadir. Proapoptotik proteinlerin hiicre i¢erisindeki yogunlugu hiicreyi apoptoza
meyilli yapmaktadir. Bu durumun tersinde ise yani antiapoptotikler fazla ise hiicre
apoptoz durumuna daha az meyillidir (Dagdeviren 2021, Giilfidan ve Ozgiir 2011, Jerry
M and Cory 2001).

P53, bu protein yapisinda traskripsyon faktorleri bulunduran hiicre icerisinde DNA hasar1
durumunda hiicre dongiisiinii durdurabilen bir fosfoproteindir (Sabapathy and Lane 2019)
Hiicrede meydana gelen DNA hasar1 tamir olamaz durumda ise Bax, Apaf-1 ve Fas

iretimini artirarak Bcl-2’nin baskilanmasi sonucu apoptozu uyarir (Vousden and Lu
2002).

Fas (Cd95 -Apo-1), CD95 (ya da Fas), timor nekroz faktorii reseptorii (TNFR) dist
ailesinin bir tiyesidir. Bagisiklik sisteminde T hiicreleri ve naturel Killer hiicrelerinin
membraninda bulunmaktadir ve hiicre 6liimiinii kontrol eder (Guégan ve Legembre
2018). En bilinen 6lim ligandlari: TNF-a, Fas ligand1 (Fas/Cd95/Apo-1) ve TNF ile
iligkili apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL/Apo2L) bulunur. Sirasiyla hiicre yiizeyi 6liim
reseptorlerini, TNFR1, Fas ve TRAIL-R1L/TRAIL-R2'yi aktive ederek apoptozu
indiiklerler TNF-a ve Fas ligandlarinin apoptozu indiikleme basaris1 olsa dahi insan
bagisiklik sisteminde septik soka benzeyen bir uyart meydana getirmektedir (Shigekazu
1997, Spierings et al. 2004).



Kaspazlar, (Cysteine Dependent aspartate Specific proteases) hiicre igerisinde inaktif
durumda bulunmaktadirlar. Kaspazlar baslica ii¢ ana basliga ayrilirlar bunlar: (a)
Baslatic1 kaspazlar: Kaspaz 2,8,9,10, (b) Efektdr kaspazlar: Kaspaz 3,6,7, (c) Inflamatuar
kaspazlar: Kaspaz 1,4,5,11,12,13,14. Bir endoproteaz olan kaspazlar aktif bolgelerinde
bulunan sistein ile (Cys, C), hiicre igerisinde belirli aspartik asit (Asp, D) kalintisiyla
karsilastiginda peptit baglarini hidrolize eder. Bu durum kaspazlarin apopotoz sinyal
yollarinda belirli hedefleri taniyarak apoptozu baslatmasinmi saglar. Kaspazlar araciliyla
yapilan islem, substratin inaktivasyonuyla sonuglanabilir bu hiicrenin kontrollii 6liimiinii

saglar (Mcllwain et al. 2013).

Apoptoz regiilasyonu bir¢cok yolakla meydana gelebilir. Bununla birlikte apoptoz
zincirinin Instrinsik (Mitokondriyal) yol ve Ekstrinsik yol olmak iizere ana iki tane
regiilasyonu vardir. Mitokondriyal yolda saglikli hiicrelerde Bax/bak proteinleri,
antiapoptotik olarak bilinen bcl-2 ve bcl-XL proteinlerinin mekanizmasini baskilayarak
hiicrenin apoptoz siirecine girmesini saglar bu durumda hiicrede bulunan bcl-2 ve bcl-XL
proteinlerinin, Bax/bak proteinlerine Karsi orani 6nemlidir (Oltval Milliman and
Korsmeyer 1993). Eksrinsk yol yolda ise TNFR (tumor necrosis factor receptor) ailesine
ait hiicre yiizeyinde bulunan reseptor, hiicre igerisinde bulunan 6liim ligandlarini
tanimaktadir. Bu ligandlar, 6liim reseptorleri ile etkilesimde bulunurlar bu durumda 6zel
peptit baglari olustururlar. Hiicrede gerceklesen etkilesimler, apoptoz durumunun
baslamasini saglamaktadir. Oliim reseptorleri tarafindan 6liim ligandlarinin baglanmasi
algilanir. Oliim reseptdrleri, yaklasik 80 amino asitlik bir sitoplazmik alani olan §liim
bolgesi (death domain, DD) olarak adlandirilan sitoplazmik bir alana ve sistein (Cys, C)
iceren hiicre dis1 bir alana sahiptir. DD, hiicre yiizeyinden hiicre i¢ine apoptotik sinyalin
iletilmesinde 6nemlidir. Bu sinyal iletisinin DD aracilig1 ile yapilmas1 apoptoz siirecinin
indiiklenmesinde ve apoptotik sinyallerin yollarinin aktivesinde DD’nin 6nemini

gostermektedir (Peter and Krammer 2003).



3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Bu tez ¢alismasi deneyleri Gazi Universitesi Discilik Fakiiltesi Temel Bilimler Tibbi
Mikrobiyoloji Hiicre Kiiltirli Laboratuvari’nda yapilmistir. Bu tez ¢alismasinda
kullanilan insan kolorektal adenokarsinom hiicre hatti CaCo-2 (HTB37) Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali’ndan temin
edilmistir. Bu tez ¢aligmasinda kullanilan kimyasal ve sarf malzemeler Cankir1 Karatekin
Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Fonu tarafindan FF100522L08 no’lu proje ile

desteklenmistir.

3.1.1 Kimyasal malzemeler

Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal malzemeler Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Kullanilan Malzeme Listesi.

Katolog numaras1 | Malzeme Marka Mense Ulkesi
E-EL-HOO17 Caspase-3 Elabscience | Cin
E-EL-HO59 Caspase-8 Elabscience | Cin
E-EL-H0663 Caspase-9 Elabscience | Cin
01-052-1A DMEM Sartorius Israil
03-053-1B Tripsin Sartorius Israil
90080 CBD Cayman ABD

Penicillin-Streptomycine

MTT

(Characterized Fetal Bovine | Sartorius Israil

Serum (FBS)FBS
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3.2 Metot

Arastirmanin deney asamasindan once hiicreler kiiltiir edilmis olup hiicre canlilik analizi
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-dipheniltetrazolium  bromid) MTT analizi ile
inhibisyon konsantrasyon degeri (ICso) degeri bulunmustur. Daha sonraki asamada ise
hiicrelerin CBD ile muamelesinden sonra ELISA testi uygulanip kaspaz-3 kaspaz-8 ve

kaspaz-9 ifadeleri belirlenmistir.

3.2.1 Hiicre Kkiiltiirlerinin ¢ozdiiriilmesi ve cogaltilmasi

CaCO-2 hiicre hatlar1 -80°C’den alinip 37 °C etiivde ¢ozduriilmiistiir. Bu islem sirasinda
Hiicre medyumu Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) High Glucose +4 °C’den
ve Fetal Bovine Serum (FBS) -20°C’den alinarak 37 °C etiivde oda sicakligina gelinceye
kadar bekletilmistir. Kriyotiipiin i¢inde bulunan hiicreler ¢oziilmesinin akabinde 800
rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. HEPA-filtre ile tozdan ve partikiilden
arindirilmis hava saglamak i¢in kullanilan laminar hava akish kabin igerisinde santrifiij
sonrast kriyotlipte bulunan dondurucu medium otomatik pipet yardimi ile atilmistir.
Kriyotiipin tabaninda kalan hiicre peleti iizerine 1 mL %10 FBS igeren medyum
eklenerek pipetleme islemi yapilmistir. Kabin iginde devam eden islem sirasinda
otomatik pipetoér kullanilarak T25 cm?’lik hiicre kiiltiir kaplarina aktarilmistir. Kap
icerisine 7 mL %10 FBS ve %1 PEST igeren hiicre mediumu eklenerek 37 °C’de %5 CO2
iceren etiive alinmistir. CaCo-2 hiicreleri her giin invert mikroskop yardima ile incelenmis
olup (Sekil 3.2) hiicre kabimin yiizeyini tamamen kapladiklarinda pasajlama islemi

yapilmistir.
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Sekil 3.1 CaCo-2 hiicrelerinin invert mikroskop altindaki goriintiisii.

3.2.2 Hiicrelerin MTT testine hazirlanmasi

Inkiibasyonda bulunan hiicreler etiivden alinarak invert mikroskop araciligi ile
incelenmesi sonucunda hiicre kabinin yiizeyini tamamen kapladiklarinda tripsinizasyon

islemine alinmistir.

Laminar kabine alinan hiicre kiiltiir kaplarindan hiicre mediumu ¢ekilerek
uzaklagtinlmigtir. Sonrasinda ise hiicre kiiltiir kabina 3 mL Tripsin soliisyonu
eklenmesinin ardindan etiivde 5 dk bekletilerek invert mikroskopta hiicre kabinin
tabanindan tamamen ayrilip ayrilmadig1 incelenmistir. Bu islem sonrasi tekrar laminar
kabine alinan hiicre kaplar1 iginden pipet yardimiyla ¢ekilen Tripsin-hiicre karigimi 15
mL steril falkon tiipiine konularak 1000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edilmistir.
Santrifiije edilen falkon tiipii igerisinden siipernatant alinarak alttaki hiicre peleti {izerine

1 mL %10 FBS ve %1 PEST igeren DMEM hiicre mediumu eklenerek pipetleme islemi

12



uygulanmistir. Otomatik pipet yardimiyla alinan 10 pL hiicreli soliisyon ve 10 uL Tripan
mavisi, ependorff tiip icerisinde karistirilarak Thoma laminda hiicre sayimi yapilmstir.
16 karede sayilan hiicre sayis1 10.000 ile carpilarak 1 mL hiicre soliisyonunda ne kadar

hiicre oldugu hesaplanmistir.

Sekil 3.2 Thoma laminda hiicre sayimu.
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3.2.3 Hiicrelerin 96 kuyucuklu mikroplakalara ekimi

Hiicre sayimindan sonra, 96 kuyucuklu mikroplakada her kuyucukta 1x10* hiicre olacak
sekilde hiicre ekimi yapilmistir. Mikroplakalar, ekim sonras1 37 °C’de % 5 CO: iceren
etiivde 24 saat inkiibe edilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 Etiivde 24 saatlik inkiibasyona birakilan hiicreler.

3.2.4 CBD dozlarinin hazirlanmasi ve uygulanmasi

CBD toz halinde bulundugundan igerisine 1 mL DMSO ile eklenip ¢ozdiiriilerek
vortekslenmistir. Ana stoktan 1/10 oraninda diliiye edilen CBD maddesi 200 uM, 100
uM, 80 uM, ve 40 uM, 20 uM, 10 uM, olacak sekilde toplam 6 diliisyon hazirlanmistir.

96 kuyucuklu mikroplakalara ekilen hiicrelerin etiivde 24 saatlik inkiibasyonundan sonra
CBD dozlamasi yapilmistir. 96 kuyucuklu mikroplakalar 37 °C’de %5 CO2 igeren etiive
alinarak 24 saat inkiibe edilmistir (Sekil 3.2.5.2).

14
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Sekil 3.4 Mikroplakalara ekilen CaCo-2 hiicrelerinin inkiibasyonu sonrasinda CBD
metabolitinin uygulanmasi.

3.2.5 MTT analizi

Standart sitotoksisite testlerinden biri olan MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
dipheniltetrazolium bromid) testi mitokondrilerdeki dehidrogenazlarin aktivitesini
O0lcmektedir. Proliferasyona ugrayan hiicreler tetrazolyumu formazan tuzuna

doniistiirerek meydana gelen renk degisimi Ol¢iilebilir olmaktadir. Hiicre canliligini

15



yitirmeye basladiginda tetrazolyum tuzunu formazana ¢evirme yetenegini kaybeder. Bu

nedenle renk degisimi olmamaktadir (Tokur ve Aksoy 2017).

CaCo-2 hiicrelerinin CBD madde konsantrasyonlarinda 24 saat siire boyunca maruz
birakilmistir (Sekil 3.2.6). Hiicre canlilik analizi MTT testi (Yurdakok vd. 2016) metodu
temel alinarak gergeklestirilmistir. Yontem uygulamasinda oncelikle mikroplakalarda
bulunan hiicre mediumu, solvent ve CBD’den olusan kuyu igerigi bosaltilmigtir. 96
kuyucuklu mikroplakanin her kuyucuguna 10 pul MTT (0,5 mg/mL) eklenmistir.
Mikroplakalar, laminar kabinden alinip 37 °C’de %5 CO: igeren etiivde 2 saatlik
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan mikroplaka kuyularinin her birine100 pnL. DMSO
uygulanarak 5 dakika etiivde inkiibe edilmis ve 540 nm dalga boyunda BioTek marka
mikroplaka okuyucu kullanilarak okutulmustur (Sekil 3.2.7).

Sekil 3.5 MTT testi sonucu 96’11k mikroplakada formazan tuzunun renk degisimi.
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sBiolek

Sekil 3.6 MTT testi: Biotek marka mikroplaka okuyucuda 6rneklerin okunmasi.

3.2.6 ELISA testi

CBD’nin MTT testi sonrasi hesaplanan ICso degerinin 1/10 ve 1/100°lik dozlar
hazirlanmistir. Bu dozlar 24’liikk mikroplakalara eklendikten sonra 24 ve 48 saat olmak
iizere etlivde inkiibasyona birakilmistir. ELISA testi i¢in tiim kuyucuklardaki mediumlar
cekilmistir. Bu mediumlar kullanilarak CBD ile muamele edilmis CaCo-2 hiicre
hatlarinin kaspaz-3 (Human CASP-3 (Elabsience marka, Katalog no: E-EL-H0017),
kaspaz-8 (Human CASP-8 (Elabsience marka, Katalog no: E-EL-H0659) ve kaspaz-9
(Human CASP-9 (Elabsience marka, Katalog no: E-EL-H0663) ELISA Kkit) enzim
ifadelerini 6lgmek amaciyla ELISA testi yapilmistir.
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ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) yaygin olarak immiinolojik testlerde
kullanilan antijen ve antikor arasindaki reaksiyonu Ol¢en analiz Kitidir. Bu tezde
kullanilan kit, Sandwich-ELISA prensibini kullanmistir. Analiz i¢in mikro ELISA
plakasi, insan CASP-3, CASP-8 ve CASP-9’a i¢in 6zgii bir antikorla her bir kit i¢in

onceden kaplanmigstir. Test oncesi tiim reaktifleri oda sicakligina getirilmistir (18-25°C).

Kaspaz-3 icin yogunlastirilmis Yikama Tamponu'ndan 30 mL'yi, deiyonize veya distile
suyla 720 mL olacak sekilde seyreltilmis olup ve 750 mL yikama tamponu hazirlanmistir.
Standart ¢alisma ¢ozeltisi hazirlanirken standart 10.000xg hizinda 1 dakika boyunca
santrifiijlenmistir. Referans standarttan ve Ornek seyrelticiden 1,0 mL eklenmistir.
Referans Standart ve Ornek Seyrelticiden 1 mL eklemis olup, vortex ile diisiik hizda
karistinlmustir. 7 ependorff tiipe 500 pL Referans Standart ve Ornek Seyreltici
eklenmistir. 11k tiipe 500 pL 20 ng/mL calisma ¢ozeltisinden pipetlenerek 10 ng/mL
calisma ¢ozeltisi elde edilmistir. Onceki tiipteki ¢ozeltiden 500 pL'yi, bu adima gore
sonraki tiipe pipetlenmis Ardindan Human CASP-3 (Elabsience marka, Katalog no: E-
EL-H0017) (Sekil3.7) kiti igin: 20, 10, 5, 2.500, 1.250, 0.630, 0.31, 0 ng/mL, olacak
sekilde diliie edilmistir. (Sekil3.6)

500ulL 500uL 500ul. 500uL 500uL 500ul

= Ve W We WFae WFe

Rceference

Standard
L i
o
20 10 5 2.500 1.250 0.630 0.31 0

Sekil 3.7 Kaspaz-3 kiti i¢in diliie yontemi.
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Sekil 3.8 Human CASP-3 (Elabsience marka, Katalog no: E-EL-H0017) ELISA Kkiti.

Biyotinilesmis Tespit Antikoru vortexlendikten sonra 100% Yogunlastirilmig
Biyotinilesmis Tespit Antikorunu Biyotinilesmis Tespit Antikoruna Diliient ile 1x
calisgma ¢ozeltisine kadar seyreltilmisti. HRP (Avidin-Horseradish Peroxidase)
Konjugati, HRP ile konjuge edilmis avidindir. Yogunlastirilmig HRP Konjugatini
vortexlemenin ardindan 100% Yogunlastirllmis HRP Konjugatini HRP Konjugati
Diliienti ile 1x ¢alisma ¢6zeltisine kadar seyreltilmistir. ELISA kitlerinde diliie edilmis
standart, blank ve hiicre vasati i¢in kuyucuklar belirlendikten sonra her bir kuyucuk i¢in
100 pL diliie edilmis standart, blank ve hiicre vasati kuyulara eklenmistir. Kitle birlikte
gelen kapakla plaka kapatilmistir. 37°C'de 90 dakika etiivde inkiibe edilmistir. Her
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kuyudan eklenen ¢ozelti dokiildiikten sonra, yikama yapilmadan her kuyuya 100 pL
Biyotinilesmis Tespit Antikor calisma ¢dzeltisi eklemis ve plakalar yeni bir kapakla
kapatilip 37°C'de 1 saat etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra her kuyudan
cOzelti bosaltilmistir. Herbir kuyuya 350 pL yikama tamponu eklenerek. 1 dakika
beklenmis, ardindan her bir kuyudan c¢o6zeltiyi dokiilerek emici kagit iizerinde
kurulanmistir. Bu yikama adimini 3 kez tekrar edilmistir. Her kuyuya 100 uL. HRP
Konjugat calisma ¢ozeltisi eklenerek plakalar yeni bir kapakla 37°C'de 30 dakika etlivde
inkiibe edilmistir. Kuyulardan ¢ozeltiyi dokiilerek 5 kez yikama islemi tekrarlanmustir.
Her kuyuya 90 pL Substrat Reaktifi eklenerek plaka yeni bir kapakla kapatilmis ve 15
dakika boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. Absorbans Ol¢iimii i¢in mikroplaka
okuyucuyu vyaklasik 15 dakika Onceden 1sitilmistir. Renk degisimi goézlenen
mikroplakalarin (Sekil 3.2.7.1.4) her kuyucuguna 50 pL. Durdurma Cozeltisi eklenerek

450 nm’de her bir kuyucugun absobans degeri 6l¢lilmiistiir

Kaspaz-8 icin yogunlastirilmis Yikama Tamponu'ndan 30 mL'yi, deiyonize veya distile
suyla 720 mL olacak sekilde seyreltilmis olup ve 750 mL yikama tamponu hazirlanmistir.
Standart ¢alisma ¢ozeltisi hazirlanirken standart 10.000xg hizinda 1 dakika boyunca
santrifiijlenmistir. Referans standarttan ve Ornek seyrelticiden 1,0 mL eklenmistir.
Referans Standart ve Ornek Seyrelticiden 1 mL eklemis olup, vortex ile diisiik hizda
kanstirilmistir. 7 ependorff tiipe 500 pL Referans Standart ve Ornek Seyreltici
eklenmistir. 11k tiipe 500 puL 20 ng/mL ¢aligma ¢dzeltisinden pipetlenerek 10 ng/mL
caligma ¢ozeltisi elde edilmistir. Onceki tiipteki ¢dzeltiden 500 uL'yi, bu adima gore
sonraki tiipe pipetlenmis Ardindan Human CASP-8 (Elabsience marka, Katalog no:E-
EL-H0659) (Sekil 3.9) kiti igin: 10, 5, 2.500, 1.250, 0.630, 0.320, 0.16, 0 ng/mL., olacak
sekilde diliie edilmistir.(Sekil3.8)
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Sekil 3.9 Kaspaz-8 kiti i¢in diliie yontemi.
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Sekil 3.10 Human CASP-8 (Elabsience marka, Katalog no: E-EL-H0659) ELISA Kkiti.
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Biyotinilesmis Tespit Antikoru vortexlendikten sonra 100% Yogunlastirilmisg
Biyotinilesmis Tespit Antikorunu Biyotinilesmis Tespit Antikoruna Diliient ile 1x
calisma ¢Ozeltisine kadar seyreltilmisti. HRP (Avidin-Horseradish Peroxidase)
Konjugati, HRP ile konjuge edilmis avidindir. Yogunlastirilmis HRP Konjugatini
vortexlemenin ardindan 100% Yogunlagtirllmis HRP Konjugatini HRP Konjugati

Diliienti ile 1x ¢aligsma ¢dzeltisine kadar seyreltilmistir.

ELISA kitlerinde diliie edilmis standart, blank ve hiicre vasati i¢in kuyucuklar
belirlendikten sonra her bir kuyucuk icin 100 pL diliie edilmis standart, blank ve hiicre
vasat1 kuyulara eklenmistir. Kitle birlikte gelen kapakla plaka kapatilmistir. 37°C'de 90
dakika etiivde inkiibe edilmistir. Her kuyudan eklenen ¢6zelti dokiildiikten sonra, yikama
yapilmadan her kuyuya 100 pL Biyotinilesmis Tespit Antikor ¢alisma ¢ozeltisi eklemis
ve plakalar yeni bir kapakla kapatilip 37°C'de 1 saat etiivde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra her kuyudan ¢dzelti bosaltilmistir. Herbir kuyuya 350 uL yikama
tamponu eklenerek. 1 dakika beklenmis, ardindan her bir kuyudan ¢ozeltiyi dokiilerek
emici kagit tizerinde kurulanmistir. Bu yikama adimim1 3 kez tekrar edilmistir. Her
kuyuya 100 pL. HRP Konjugat ¢alisma ¢ozeltisi eklenerek plakalar yeni bir kapakla
37°C'de 30 dakika etiivde inkiibe edilmistir. Kuyulardan ¢6zeltiyi dokiilerek 5 kez yikama
islemi tekrarlanmistir. Her kuyuya 90 pL Substrat Reaktifi eklenerek plaka yeni bir
kapakla kapatilmis ve 15 dakika boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. Absorbans 6lgiimii
icin mikroplaka okuyucuyu yaklasik 15 dakika onceden isitilmistir. Renk degisimi
gbzlenen mikroplakalarin (Sekil 3.2.7.1.4) her kuyucuguna 50 pL. Durdurma Cdzeltisi

eklenerek 450 nm’de her bir kuyucugun absobans degeri 6l¢iilmiistiir.

Kaspaz-9 icin yogunlastirilmis Yikama Tamponu'ndan 30 mL'yi, deiyonize veya distile
suyla 720 mL olacak sekilde seyreltilmis olup ve 750 mL yikama tamponu hazirlanmigtir.
Standart ¢alisma ¢ozeltisi hazirlanirken standart 10.000xg hizinda 1 dakika boyunca
santrifiijlenmistir. Referans standarttan ve 6rnek seyrelticiden 1,0 mL eklenmistir.
Referans Standart ve Ornek Seyrelticiden 1 mL eklemis olup, vortex ile diisiik hizda
karistinlmistir. 7 ependorff tiipe 500 pL Referans Standart ve Ornek Seyreltici
eklenmistir. Ilk tiipe 500 puL 20 ng/mL ¢aligma ¢dzeltisinden pipetlenerek 10 ng/mL
calisma ¢ozeltisi elde edilmistir. Onceki tiipteki ¢dzeltiden 500 uL'yi, bu adima goére
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sonraki tiipe pipetlenmis Ardindan Human CASP-9 (Elabsience marka, Katalog no: E-
EL-H0663) (Sekil 3.11) kiti i¢in: 100, 50, 25, 12.500, 6.250, 3.130, 1.56, 0 ng/mL olacak

sekilde diliie edilmistir. (Sekil 3.10)

500ul. 50011 500ul 500uL 500uL 500uL
S 7“2 X M A
Rcference ; , - - ) 2
Standard 3
=
¢ !
“ ] { |
100 50 25 12.500 6.250 3.130 1.56 0

Sekil 3.11 Kaspaz-9 kiti i¢in diliie yontemi.
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Sekil 3.12 Human CASP-9 (Elabsience marka, Katalog no: E-EL-H0663) ELISA Kkiti.

Biyotinilesmis Tespit Antikoru vortexlendikten sonra 100% Yogunlastirilmig
Biyotinilesmis Tespit Antikorunu Biyotinilesmis Tespit Antikoruna Diliient ile 1x
calisgma ¢ozeltisine kadar seyreltilmistir. HRP (Avidin-Horseradish Peroxidase)
Konjugati, HRP ile konjuge edilmis avidindir. Yogunlastirilmig HRP Konjugatini
vortexlemenin ardindan 100x Yogunlastirilmis HRP Konjugatint HRP Konjugati

Diliienti ile 1x ¢alisma ¢ozeltisine kadar seyreltilmistir.
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ELISA Kkitlerinde diliie edilmis standart, blank ve hiicre vasati i¢in kuyucuklar
belirlendikten sonra her bir kuyucuk i¢in 100 pL diliie edilmis standart, blank ve hiicre
vasat1 kuyulara eklenmistir. Kitle birlikte gelen kapakla plaka kapatilmistir. 37°C'de 90
dakika etiivde inkiibe edilmistir. Her kuyudan eklenen ¢6zelti dokiildiikten sonra, yikama
yapilmadan her kuyuya 100 pL Biyotinilesmis Tespit Antikor ¢alisma ¢ozeltisi eklemis
ve plakalar yeni bir kapakla kapatilip 37°C'de 1 saat etiivde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra her kuyudan ¢ozelti bosaltilmistir. Herbir kuyuya 350 pL yikama
tamponu eklenerek. 1 dakika beklenmis, ardindan her bir kuyudan ¢6zeltiyi dokiilerek
emici kagit tizerinde kurulanmigtir. Bu yikama adimini 3 kez tekrar edilmistir. Her
kuyuya 100 uL. HRP Konjugat ¢alisma ¢ozeltisi eklenerek plakalar yeni bir kapakla
37°C'de 30 dakika etiivde inkiibe edilmistir. Kuyulardan ¢6zeltiyi dokiilerek 5 kez yikama
islemi tekrarlanmistir. Her kuyuya 90 pl. Substrat Reaktifi eklenerek plaka yeni bir
kapakla kapatilmis ve 15 dakika boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. Absorbans 6l¢iimii
icin mikroplaka okuyucuyu yaklagik 15 dakika &nceden isitilmistir. Renk degisimi
gozlenen mikroplakalarin (Sekil 3.12) her kuyucuguna 50 pL Durdurma Cozeltisi

eklenerek 450 nm’de her bir kuyucugun absobans degeri 6l¢tilmiistiir.
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Sekil 3.13 Renk degisimi gozlenen Human Casp-3, Human Casp-8, ve Human Casp-9
ELISA mikroplakalari.
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3.2.7. Deney sonuclarmin istatistiksel degerlendirilmesi

Deneyler sonucunda elde edilen veriler Microsoft Excel 2013 programina girilmesiyle
birlikte alinan sonuglar, GraphPad Prism 5 istatistik programina girilerek normal dagilim
ve varyanslarin homojenligi testleri agisindan degerlendirilmistir. P<0.05 istatistiksel

olarak anlamli olarak degerlendirilmektedir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Gliniimiizde kanser i¢in uygulanan geleneksel tedavi yontemlerinin olumsuz yan etkileri
istemeyen sonuglar dogurdugu yapilan ¢alismalar neticesinde ortaya konmustur.
Cannabis sativa L. bitkisi gegmisten bugiine tibbi alanlarda kullanilmasina ragmen son
yarim ylizyilda adindan sadece haliisinojenik olmasiyla bahsettirmistir. Bitkinin iki ana
kannaboidinden biri olan CBD’nin bdyle bir etkisinin olmadig1 gézlemlemistir. Kanserli
dokularda kannabinoid reseptorlerinin aktif olarak bulundugu arastirmacilar tarafindan

belirtilmistir (Bifulco et al. 2008, Limonta et al. 2019).

Bu arastirmada CBD’nin hiicrenin apoptoz yolaklarinda gérevli olan kaspaz-3, kaspaz-8
ve kaspaz-9 proteinlerinin aktivitesindeki degisime odaklanilmustir. Ik olarak CBD’nin
CaCo-2 hiicre hatt1 {izerine sitotoksisitesinin belirlenmesi ve ICso degerinin bulunmasi
amaciyla MTT testi yapilmis. Cikan sonuglar neticesinde CBD ile muamele edilen CaCo-
2 hiicre hatlarinda kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 proteinlerinin aktiviteleri ELISA test

kitleri kullanilarak belirlenmistir.

4.1 CBD’nin CaCo-2 Hiicre Hatti Canlih@ Uzerine Etkileri

CaCo-2 hiicre hatlarindaki CBD etkisini belirlemek amaciyla bir sitotoksisite testi olan
MTT testi uygulanmistir. CaCo-2 hiicrelerine test igin farkli dozlarda CBD uygulanmustir.
24 saat inkiibe edilen hiicreler 200 pM’dan baslanarak yar1 diliisyon oraninda diliisyon
ile hazirlanmis olup 6 doz uygulanmistir. Bu islemler sonrasinda MTT testi sonucuna
gore CaCo-2 hiicre hattinin 1Csp degeri 115,271 uM olarak belirlenmistir.

CaCo-2 hiicrelerinde 24 saat boyunca CBD uygulamasindan sonra elde edilen hiicre

canlilik grafigi Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1 Konsantrasyona bagli hiicre canlilik grafigi.

Nasrin et al. (2013), kanabidiol (CBD) ve aktif metaboliti 7-hidroksi-CBD’nin (7-OH-
CBD) nikotin metabolizmasinda meyadana gelen potansiyel ilag-ilaca etkilesimleri
incelemistir. Arastirmada CBD’nin sitokrom P450 araciligi ile nikotin metabolizmasini
inhibe ettigi gézlemlenmistir. CBD bu inhibisyonu kotinin ve nornikotin, kotininin trans-
3'-hidroksikotine doniistiirerek yaptigi anlasilmistir. CBD’nin 1Csg degeri CYP2AG6 igin
0.27 £0.060, 0.23 = 0.14 ve 0.21 + 0.14 uM olmakla birlikte, CYP2B6 icin 0.26 + 0.17
ve 0.029 £ 0.0050 uM bulunmustur(Nasrin et al. 2023). Isaev ve arkadaslarinin (2022)
yaptig1 calismada CBD'nin ana iyon akimlari lizerindeki etkileri tavsanlarin ventrikiiler
miyositlerinde patch-clamp teknigi kullanilarak aragtirtlmistir. CBD’nin Na+ ve Ca2+
kanallarin1 5.4 ve 4.8 uM ICsp ettigi bulunmustur(lsaev et al. 2022). Surapaneni et al.
(2022) tarafindan yapilan bu arastirmada Uglii negatif meme kanseri (TNBC) hiicre
hatlarindan MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicre hatlar1 kullanilmistir. CBD’nin bu
hiicre hatlar1 tizerindeki ICsp sirasiyla 3.22 uM ve 3.31 uM bulunmustur(Surapaneni et
al. 2022) Cerretani et al. (2020), HT-29 kolerektal kanser hiicre hatlarinda yapilan
calismada 24 saatlik CBD maruziyetinde kalan hiicrelerin 1Cso degerlerinin 30.0 uM
oldugu tespit edilmistir (Cerretani et al. 2020). Bu tez ¢alismasinda elde edilen ICso degeri
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UM seviyesinde literatiir ile uyumlu olarak bulunmusken konsantrasyon bakimindan daha
yiiksek bulunmustur. Carty et al. (2018) zebra baliklariyla yaptigi calismada A9-
tetrahidrokanabinol (THC) veya CBD’ye maruz kalan zebra balig1 larvalarinda ortaya
cikan morfolojik, davranigsal ve gen ekspresyonu fenotiplerini karsilastirmasini
hedeflemistir. Bu deneyler sonunda CBD i¢in LCso degeri 0,53mg/L olarak bulunmustur
(Carty et al. 2018). Pila et al. (2023) yilinda yaptig1 arastirmada Propionibacterium
acnes, Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis’'e karsi CBD’nin
antibiyotik etkisini ve Artemia salina itizerindeki toksisite diizeyini degerlendirmek
istenilmistir. Bu ¢alisma sonucunda CBD’nin Artemia salina iizerinde LDso degeri %4,8
olarak bulunmustur (Pila, Segarra and Cerna 2023). Filipiuc et al. (2023) yilinda yaptigi
arastirmada ise 15.6% THC: <1% CBD oranina sahip, EU-GMP sertifikali Cannabis
sativa L.nin farelerde akut toksisitesini, OECD akut oral toksisite kilavuzlar
dogrultusunda degerlendirmek ve farmakokinetik profilini sunmay1 hedeflemistir. Bu
arastirmada LDso degeri farelerde oral 5000 mg/kg'nin iizerinde ve insan esdeger oral

dozun =806,45 mg/kg oldugunu belirlenmistir (Filipiuc et al. 2023).

4.2 CBD’nin CaCo-2 hiicreleri iizerindeki Apoptotik etkisi

Hiicrelerin kendi yasam siireleri boyunca proliferasyon gergeklestirir, diferansiyasyon
yapar ve apoptoza ugrayip hiicre dongiisiinii tamamlamaktadirlar. Bu durum bir denge
halinde siirdiiriiliir. Bahsedilen biyolojik siire¢ i¢inde apoptoz o6nemli bir yol
oynamaktadir. Apoptozu diizenleyen sistein-proteaz grubu kaspazlar hiicrede inaktif
durumda prokapaz formunda bulunurlar. Apoptoz normal hiicre nekrozundan ayiran en
onemli kriter nekrozun diizensizlik igermesi fakat apoptozun programlanmis olmasidir.
Apoptoz  bu temel farklilik sebebiyle, mekanizmasi ¢esitli biyokimyasal,
immunohistokimyasal, immunolojik, morfolojik ve molekiiler biyoloji yontemleri ile

gbzlemlenebilmektedir.

Bu ¢alismada immiinolojik yontem olan ELISA testi kullanilarak kaspaz-3, kaspaz-8 ve
kaspaz-9 enzimlerinin aktiviteleri 6l¢tilmiistiir. CBD’nin CaCo-2 hiicre hatlar1 tizerindeki
ICs0 degerinin 1/10’luk ve 1/100°liikk dozlar1 uygulanmistir. Bu dozlar 1/10 i¢in 1,153 pM
olup 1/100 iginse 11,53 uM olarak hesaplanmistir. Arastirma 48’lik mikroplakalarin 24
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saat ve 48 saatlik inkiibasyonlarindan sonra ELISA testi, testin kullanim prosediirlerine
bagl kalinarak uygulanmistir. Mikroplaka okuyucuda 480 nm’de absorbans Ol¢limleri
yapilmigtir. Bu test sonrasinda kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 proteinlerinin ortamda

CBD varliginda aktivitelerine bakilmigtir.

Sekil 4.2 Kontrol grubu 24 saatlik Caco-2 hiicreleri.

31



Sekil 4.3 Kontrol grubu 48 saatlik Caco-2 hiicreleri.

32



Sekil 4.4 1/10’1luk CBD dozlanmasi 24 saat Caco-2 hiicreleri.
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Sekil 4.5 1/10’1luk CBD dozlanmasi 48 saat Caco-2 hiicreleri.
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Sekil 4.6 1/100’luk CBD dozlanmasi 24 saat Caco-2 hiicreleri.
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Sekil 4.7 1/100’luk CBD dozlanmasi 48 saat Caco-2 hiicreleri.

Kaspaz-3 aktivitesi i¢in kullanilan ELISA test kitinden elde edilen verilere bakildiginda:
24 saat boyunca CBD’nin 1,153 pM’lik dozu varliginda kontrol grubuna gore kaspaz- 3
miktarinda artis ve 11,53 uM’lik dozunda ise 1Cso degerinin 1/10’luk degerine ve kontrol
grubuna gore artis gozlemlenmistir (P>0.05). Kaspaz-3 aktivitesinin 48 saatlik 1,153
uM’lik ve 11,53 uM’lik CBD maruziyetinde ayn1 sekilde artig1 fakat 24 saat maruziyeti

kadar etkili bir artis gozlemlenmemistir.
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Kaspaz 3 standart grafigi
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Sekil 4.8 Kaspaz-3 enzimin absorbans grafigi.

Kontrol 24s
1,153 uM CBD 24s
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Deney gruplari

Sekil 4.9 Kaspas -3’tin CBD varliginda aktivitesi.

Kaspaz-8 aktivitesi i¢in kullanilan ELISA test kitinden elde edilen verilere bakildiginda:
24 saat boyunca CBD’nin 1,153 uM’lik dozu varliginda kontrol grubuna gore kaspaz- 8
miktarinda artis ve 11,53 uM’lik dozunda ise 1Csp degerinin 1/10’luk degerine ve kontrol
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grubuna gore artis gozlemlenmemistir (P>0.05). Kaspaz-8 aktivitesinin 48 saatlik 1,153
uM’lik ve 11,53 uM’lik CBD maruziyetinde ise anlamli bir artis gdzlemlenmemistir.

Kaspaz 8 standart grafigi

1.01 y=0,3313x + 0,07
R>=0,9939

Absorbans
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Standart konsantrasyonlari (ng/mL)

Sekil 4.10 Kaspaz-8 enzimin absorbans grafigi.
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Sekil 4.11 Kaspas -8’in CBD varliginda aktivitesi.
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Kaspaz-9 aktivitesi i¢in kullanilan ELISA test kitinden elde edilen verilere bakildiginda:

24 saat boyunca CBD’nin 1,153 uM’lik dozu varliginda kontrol grubuna gore kaspaz- 9

miktarinda artis ve 11,53 uM’lik dozunda ise 1Csp degerinin 1/10’luk degerine ve kontrol

grubuna gore artis gozlemlenmemistir (P>0.05). Kaspaz-8 aktivitesinin 48 saatlik 1,153

uM’lik ve 11,53 uM’lik CBD maruziyetinde ise anlamli bir artis gdzlemlenmemistir.

Kaspaz 9 standart grafigi
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Sekil 4.12 Kaspaz-9 enzimin absorbans grafigi.
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Sekil 4.13 Kaspaz -9’un CBD varliginda aktivitesi.
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CBD, in vitro glioma hiicrelerinin apoptozunu ve in Vivo olarak timdr gerilemesini
indiikledigini gosterilmistir. CBD'nin apoptotik etkisinde kaspaz aktivasyonunun ve
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) indiiksiyonunun olas1 bir katilimini arastirilmistir. CBD,
apoptotik 0liimiin ortaya ¢ikmasindan once gelen kaspaz-3'iin kademeli, zamana bagl bir
aktivasyonunu iretti gézlemlenmistir. CBD'ye maruz kalan, glioma hiicrelerinde erken
bir ROS iiretimine sebep olup hiicre i¢i glutatyonun tiikkenmesine bu siiregte glutatyon
rediiktaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinin aktivitesinin artmasina neden oldugu

ortaya konmustur (Bifulco et al. 2006).

CBD'nin insan eklem kondrositleri iizerindeki etkileri aragtirilmigtir. Hiicre canliligi,
Resazurin tahlilleri ile belirlenmistir. Apoptoz, anneksin-V/7-aktinomisin D (7-AAD)
boyamasi ve ardindan akis sitometrisi ile analiz edilmistir. Kaspaz 3/7 aktivitesi, kaspaz
analizleri ile Olgiilerek hiicre i¢i Ca2+ ([Ca2+] 1), hizlandirilmis floresan goriintiileme
yontemi ile izlenmistir. Hiicre zar1 potansiyelini 6lgmek i¢in Patch Clamp Yontemi
kullanilmistir. Erk1/2 fosforilasyonu, western blot analizi ile degerlendirilmistir.
Kondrosit hiicre dizisi C28/12 ve birincil kondrositler, 4 uM'den yiiksek CBD
konsantrasyonlari ile tedaviden sonra azalmis bir canlilik gostererek bu apoptotik etkiye,
kaspaz 3/7 aktivitesinde ve erken apoptotik hiicre popiilasyonunda bir artigin eslik ettigi

gozlemlenmistir (Winklmayr et al. 2019).

Kannabidiol (CBD) ve Kannabidiol-dimetilheptil (CBD-DMH), HL-60 miyeloid 16semi
hiicre hattinda apoptozu indiiklemistir. Apoptoz, bisBenzimid ve propidium iodide ile
boyanarak belirlenmis olup 24 saatlik bir tedaviden sonra 8 pg/ml CBD ve 15 pg/ml
CBD-DMH ile sirastyla %61 ve %43'e ulasan doza bagl apoptoz artis1 kaydedilmistir.
Hiicrelerin 6nceden y-1isinlamasina (800 c¢Gy) maruz kalmasi apoptozu belirgin sekilde
arttirmis olup sirastyla %93 ve %95 degerlerine ulagsmigtir. Normal bireylerden alinan
insan monositleri, kanabinoidlere veya y-isinlamasina karst direngli olmasina ragmen.
CBD tedavisinden sonra kaspaz-3 aktivasyonu gozlenmistir. Bu artis apoptoz i¢in bir

mekanizmay1 temsil edebilecegi ortaya konmustur (Gallily et al. 2003).

Insan Gébek Damar1 Endotel Hiicreleri (HUVEC) ile yapilan deneylerde HUVEC’in 6
uM CBD ile inkiibasyonu, artan metabolik aktivite ile sonu¢lanmis olup, 10 uM CBD,
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gelismis kaspaz-3 boliinmesi ile gosterildigi gibi, metabolik aktivitede azalmaya ve

apoptoz indiiksiyonuna neden oldu ortaya konulmustur (Bockmann and Hinz 2020).

CBD etkilerinin T hiicreleri lizerindeki potansiyel mekanizmalarii arastirmak igin,
CBD'nin primer lenfositler iizerindeki proapoptotik etkisini karakterize edilmistir.
Splenositlerin apoptozu, niikleer hipodiploidite ve DNA sarmal kirilmalar ile
kanitlandig1 gibi, CBD'ye maruz kalmanin ardindan zamana ve konsantrasyona bagl bir
sekilde belirgin sekilde artmistir. Splenositlerin CBD'ye maruz kalmasi, CBD
tedavisinden 1 saat sonra en yiiksek tepki ile reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) erken bir
tiretimini ortaya c¢ikartmistir. ROS iiretimine paralel olarak, CBD ile tedavi edilen
splenositlerde hiicresel glutatyon (GSH) igeriginde kademeli bir azalma tespit edilmistir.
Hem CBD aracili ROS iiretimi hem de GSH azalmasi, bir tiyol antioksidan olan N-asetil-
L-sistein (NAC) varligiyla 6nemli 6lgiide zayiflatilmig olup CBD tedavisi, NAC veya
GSH varliginda iptal edilen kaspaz-8'in aktivasyonunu oOnemli Olgiide uyardigi
gbzlemlenmistir. Splenositlerin kaspaz-8 i¢in hiicre gecirgen bir inhibitor ile 6n tedavisi,
konsantrasyona bagli bir sekilde CBD aracili apoptozu énemli dlgilide azaltti, ancak ROS
iretimini azaltmadig1 anlasilmistir. Toplu olarak, bu calisma, CBD'nin primer
lenfositlerdeki apoptotik etkisinin kaspaz-8'in oksidatif strese bagli aktivasyonu ile

yakindan iligkili oldugunu gostermistir (Wu et al. 2008).

CBD bazi kanser tiirleri de dahil olmak iizere bir¢cok hastaligin tedavisinde kullanilmistir.
CBD’nin sitotoksik aktivitesini ve bunun programlanmis hiicre 6liimii siireci tizerindeki
etkisini degerlendirmis olan bu caligma: iki akciger kanseri hiicre dizisi, p53 ile ifade
edenlen A549 ve H1299-p53 negatif kullanilmistir. Apoptozu, Anexin V tahlili ve
Caspase 3/7 aktivasyonu ile izlemistir. CBD tedavisinin, p53 pozitif A549 hiicrelerinde
doza bagli apoptoz artigina yol actigr bulunmustur. P53 negatif H1299 hiicrelerinde
apoptoz seviyesi ¢cok daha diisiik oldugu bununla birlikte, H1299 hiicrelerinde gézlenen
artan nekrozdan dolay1 toplam hiicre canliligi, iki hiicre hatti i¢in benzerlik gosterdigi

anlasilmistir (Todorova et al. 2021).

Noroblastom (nbl) ile yapilan deneylerde A (9)-tetrahidrokanabinol (thc) ve kannabidiol

(CBD) igindeki en aktif bilesiklerin anti-nbl etkisini in vitro ve in vivo olarak
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arastirilmistir. Bu bilesiklerin insan nbl SK-N-SH hiicrelerinde canlilik, istilacilik, hiicre
dongiisii dagilimi ve programlanmis hiicre Oliimii iizerindeki etkilerini arastiran
caligmada: her iki bilesik de in vitro antitiimorijenik aktiviteye sahip ve tiimor
ksenogreftlerinin in vivo biiyiimesini engelledigi ortaya konmustur. Test edilen iki
kanabinoidden CBD daha aktif bulunmustur. CBD ile tedavi, in vitro olarak tedavi edilen
tiimor hiicrelerinin canliligini ve invazivligini azaltmis ve apoptozu indiiklemistir. Ayrica
CBD, tedavi edilen hiicrelerde ve tiimor ksenogreftlerinde aktive edilmis kaspaz 3'te bir

artis ortaya ¢ikarmustir (Fisher et al. 2016).

CBD’nin kaspaz-3 aktivasyonunu artirmasi Bifulco ve arkadaslarinin (2006) yaptigi
calisma bu tez sonucu ile ortiismektedir. Hiicrenin apoptoz siirecine girmesi olarak kabul
edebilecegimiz bu durum CBD’nin ortamdaki varliginin Kaspaz-3’iin glioma
hiicrelerinde programlanmis hiicre oliimiinii ROS yardimiyla gerceklestirebilecegini

ortaya koymustur.

Winklmayr et al. (2019) yaptiklari bir calisma ile CBD’nin insan eklem kondrositlerinin
hiicre canliligini azalttig1 gézlemlenmistir. Bu tez sonucu ile uyumlu olan bu durum
kaspaz-3 mekanizmasina etki eden CBD”'nin hiicrelerin apoptotik niifusunda artisa iligkili

oldugunun kanit1 niteligindedir.

Kannabidiol ve Kannabidiol-dimetilheptil tizerinden gergeklestirilen ¢alismada: CBD ve
l6semi hiicreleriyle yapilan tedavide apoptoz artisinin oldugu belirlenmistir. Bu tez
sonucu ile Gallily ve arkadaglarinin (2003) yaptigi calisma kaspaz-3 aktivitesinin
benzerligi iizerinden paralellik bulunmaktadir. Kaspaz-3 ifadesinin hiicre igerisindeki

artis1 CBD’nin apoptozu tetikleyebilecegini gostermektedir.

Bockmann ve Hinz’in (2020) yaptig1 arastirmada kaspaz-3 ifadesindeki artisin CBD’nin
varligt ile dogrusal oldugunu ortaya koymaktadir. Bu tez calismasindaki alinan
sonuglardan biri ile paralellik gostermektedir. Bu durum hiicre igerisindeki CBD

miktarina bagl olarak apoptozun kaspaz-3 ifadesindeki artisla iliskilendirilebilir.
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Wu ve arkadaglarinin (2008) yaptig1 calismada kaspaz-8 ifadesinin artig1 aragtirmamizin
sonuclarindan biri olan kaspaz-8 aktivasyonun artmamasi ile zitlik olusturmaktadir.
Kazpaz-8 apoptoz mekanizmasi kaspaz-3 apoptoz yolundan farklidir. Kaspaz-8 hiicrenin
disindan gelen sinyal yollariyla aktive olurken kaspaz-3 mitokondri hasar1 ya da DNA
hasari gibi i¢ sinyaller yoluyla aktivasyonu tetiklenir. CBD’nin T hiicrelerinde kaspaz-8
ifadesini artirmasi fakat CaCo-2 hiicre hattinda anlamli bir degisiklige sebep olamamasi

baska bir arastirmanin konusu olabilecek nitelige sahiptir.

Todorova ve arkadaslarinin (2021) yaptig1 ¢alismada A549 ve H1299-p53 negatif hiicre
hatlarinda kaspaz-3 ifadesindeki artisla CBD’nin doza bagli apoptozu indiikledigi hiicre
canliligini azalttig1 tespit edilmistir. Bu sonug arastirmamizla paralellik gostermektedir.
Fisher ve arkadaslarimin (2016) yaptigi arastirmada CBD”nin tiimor hiicrelerinde
apoptozu indiiklemesi kaspaz-3 ifadesinin artisi ile iliskilendirilmistir. Bu durumda ortaya

¢ikan sonug bu tez ile benzerlik gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu arastirmada CBD’nin CaCo-2 hiicrelerinde 24 saatlik maruziyeti sonrasi uygulanan
11,53 uM’lik dozda belirgin bir sekilde kaspaz-3 tizerinden aktivasyonun kontrol grubuna
karst anlamhi bir sekilde arttigi gozlemlenmistir. Diger yandan 1,153 puM’lik doz
uygulamasi kontrol grubuna gore kaspaz-3 ifadesini arttirdigi, fakat bu ifade artisinin
1/100’liik doz uygulamasina kiyasla daha diisiik oldugu anlagilmaktadir. 48 saat saatlik
CBD ile maruziyet sonrasi ise iki doz grubu i¢inde kaspaz-3 aktivitesinin azaldigi not
edilmistir. CaCo-2 hiicre hattinda CBD ile maruziyetlerinde Kaspaz-8 ve kaspaz-9
ifadelerinin 24 ve 48 saatlik iki periyotta kontrol grubuna kiyasla herhangi anlami bir

artis1 olamamustir.

Kaspaz-8 enzim aktivitesine bakildiginda ise 24 ve 48 saatlik 1,153 uM ve 11,53 uM’lik
dozlarda uygulanan CBD’nin: 24 saatlik 1,153 pM’lik dozunda diger uygulamalara
karsin kontrol grubuna gore ifadesini arttirdigini gézlemlenmistir. Bir diger yandan bu

artis kaspaz-3 enzimin artigina nazaran az kalmaktadir.

Kaspaz-9 enzim aktivitesinde ise 24 ve 48 saatlik 1,153 uM ve 11,53 uM’lik CBD

uygulamalarinda kontrol grubuna gdre anlamli bir artisin olmadig1 anlagilmistir.

Bu tez arastirmasinda efektor kaspazlardan biri olan kaspaz-3 ifadesinin uygulanan dozla
birlikte artmasi, CBD’nin apoptozu indiikleyebilecegi konusunda yeni verilerden birini
olusturmaktadir. Cannabis Sativa L bitkisinden sentezlenen CBD gerek bu g¢alisma
gerekse diger kanser ¢aligmalarinda ortaya konan diger veriler ile paralellik gosterdigi
anlasilmistir. Geleneksel tedavi yontemlerinin eksik kaldigi noktalarda alternatif bir
tedavi yontemi olabilecek CBD dikkate deger bir sekonder metabolittir. CaCo-2 hiicre
hattiyla yapilan bu calisma ve literatiir bulgulariyla birlikte CBD maddesinin kanseri
onlemede yardimc1 bir rol iistlenebilecek madde oldugu ortaya ¢ikmistir. CBD’nin EKS
tizerindeki etkileri kanser tedavisinde umut verici baska bir yol oldugunu
diisiindiirmektedir. Ozellikle EKS’nin reseptor ve enzimleri iizerinden yapilacak olan in
vitro ve in vivo ¢alismalar CBD’nin 6nemli bir kanserojen oldugunun anlagilmasinin

Oniinii agacaktir.
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