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OZET

Kayacan, S. (2015). Endemik Centaurea nerimaniae Ekstresinin Kanser Hiicre
Soylarinda Sitotoksik ve Apoptotik Etkileri. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. istanbul.

Bu calismada, Tirkiye’ye endemik bir bitki tiiri olan Centaurea nerimaniae’nin
metanol oOzitiiniin Hela (serviks adenokarsinomu) ve MDA-MB-231 (meme
adenokarsinomu) hiicreleri tizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkilerinin aragtirilmasi
amaclandi. Bitki oziitiinden hazirlanan 8 farkli konsantrasyonun hiicre indeksi {izerine
etkileri ve etken dozlarin belirlenmesi XCELLigence sistemi ile arastirildi. Etken
sitotoksik dozlarin apoptotik hiicre oliimii {lizerindeki etkilerinin incelenmesi igin
TUNEL yontemi ve DAPI nukleus immiinfloresan boyama yontemi, ayrica aktif
kaspaz-3 tayini i¢in de immiinhistokimya yontemi kullanildi. C. nerimaniae bitki
ozitiiniin HeLa (1,42 mg/ml) ve MDA-MB-231 (3,67 mg/ml) hiicrelerinde etken doz ve
zamana bagli olarak o6nemli derecede etkili oldugu gozlemlendi (p<0.001). C.
nerimaniae oziitiniin HeLa ve MDA-MB-231 hiicrelerine 6zgii etken dozlarinin her iki
hiicre grubunda da apoptotik indeksin 6ziit uygulanmayan kontrol gruplarina gore
belirgin olarak arttigi (p<0.0001) saptandi. HeLa ve MDA-MB-231 soylarinda aktif
kaspaz-3 immiinpozitif hiicre sayisinin kontrol gruplariyla karsilastirildiginda anlaml
olarak arttig1 tespit edildi (sirasiyla, p<0.0001, p<0.001). C. nerimaniae oziitiiniin HeLa
ve MDA-MB-231 hiicrelerindeki sitotoksik etkisinin, apoptotik hiicre oliimiini
uyarmada etkin bir rolii oldugu belirlendi. C. nerimaniae’nin kanser tedavisinde yeni bir
dogal kaynak olarak dikkate alinabilecegi diisiiniildii.

Anahtar Kelimeler : HeLa, MDA-MB-231, C. nerimaniae, Sitotoksisite, Apoptoz

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 38781
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ABSTRACT

Kayacan, S. (2015). The Cytotoxic and Apoptotic Effects of The Endemic Centaurea
nerimaniae Plant Extract on Cancer Cell Cines. istanbul University, Institute of Health
Science, Department of Medical Biology. Master Thesis. Istanbul.

The aim of this study, to investigate the cytotoxic and apoptotic effects of the methanol
extract of Centaurea nerimaniae, which is an endemic species of Turkey, on HelLa
(cervical adenocarcinoma) and MDA-MB-231 (breast adenocarcinoma) cells. The cells
were treated with 8 different concentrations of C. nerimaniae over different time
periods. The cytotoxic effects of the plant extract on cells were measured by using
XCELLigence system. TUNEL assay and DAPI immunoflourescence staining of nuclei
were used to examine plant extract effects on the apoptotic cell death with the effective
cytotoxic doses, also immunohistochemistry method was used for the determination of
active caspase-3. The results showed that the effective doses of C. nerimaniae could
significantly inhibit the growth of HelLa (1,42 mg/ml) and MDA-MB-231 (3,67 mg/ml)
cells in a dose and time dependent manner (p<0.001). The apoptotic cell index on HelLa
and MDA-MB-231 cells which were treated with effective doses of C. nerimaniae plant
extract, were significantly increased compared with control groups (p<0.0001).
Immunohistochemistry results showed that after treatment of effective doses, caspase-3
immune positive cells were increased in extract treatment groups of HeLa and MDA-
MB-231 cells with significant differences compared to control group (p<0.0001,
p<0.001, respectively). As a result, the treatment of the effective doses of C. nerimaniae
extract induces apoptotic cell death on HeLa and MDA-MB-231 cells and it was
considered that can be a novel promising candidate for the treatment of cancer.

Key Words: HeLa, MDA-MB-231, C. nerimaniae, Cytotoxicity, Apoptosis
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, tim diinyada insan hayatin1 tehdit eden ve tedavisindeki tiim
ilerlemelere ragmen 6liim oranlar1 hala ¢ok yiiksek olan multifaktériyel kompleks bir

hastaliktir (Siegel ve ark., 2014).

Gilinilimiizde, kanser tedavisinde cerrahi, kemoterapi, radyasyon tedavisi ve
immiinoterapi yontemleri kullanilmaktadir. Kanser tedavisi i¢in kullanilan en yaygin
secenek kemoterapidir. Ancak kemoterapinin ilag toksisitesi ve ilag direncinin ortaya
cikmasi tedavideki yetersizligin baglica nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir

(Hanahan ve Weinberg, 2011).

Giiglii ve disiik yan etkiye sahip, kansere karsi yeni ilaglarin gelistirilmesi
lizerine ¢ok sayida galisma yapilmaktadir (Alia ve ark, 2006; Pilatova ve ark., 2010;
Moghaddam ve ark., 2012). Giiniimiizde, kansere kars1 kullanilan ilaglarin %601 dogal
tirtinlerden elde edilmektedir. Klinikte yaygin olarak kullanilan dogal bilesikler arasinda
bitkisel kaynakli olanlarin sayist oldukg¢a fazladir (Treasure, 2005; Miller ve ark., 2008;
Mahata ve ark., 2012; Marzo ve ark., 2013; Matic ve ark., 2013; Shiezadeha ve ark.,
2013; Howat ve ark., 2014; Safarzadeh ve ark., 2014). Dogal iiriinlerden gelistirilen
ilaglar ya ham oziitlerinden veya oziitlerden izole edilen bilesiklerden kaynaklanir
(Exposito ve ark., 2009; Ostermann ve ark., 2009; Liu ve ark., 2010; Ali ve ark., 2012;
Troger ve ark., 2012; Weissenstein ve ark., 2014; lwamoto ve ark., 2015). Giinlimiizde
kemoterapi amactyla kullanilmakta olan antitiimor etkisi kanitlanmis vinka alkaloidler
(vinkristin, vinblastin), taksanlar (paklitaksel), kampotesinler (topotekan) ve
epipodofilotoksinler (etoposid) gibi pekc¢ok bitkisel kokenli bilesik bulunmaktadir
(Fulda ve ark., 2008; Gupta ve ark., 2012; Korkina ve Kostyuk, 2012; Ramasamy ve
ark., 2012).

Cesitli calismalarda dogal iiriinlerin ham Oziitlerinin, antitimoral aktiviteye
sahip cesitli molekiiller igerdikleri ve bunlarin bazilarinin kanser hiicrelerini 6ldiirmekte
oldukca etkili olduklar1 gosterilmistir (Csupor ve ark., 2009; Csapi ve ark., 2010;
Chicca ve ark., 2011; Forgo ve ark., 2012). Ancak bitki 6ziitlerinden elde edilen tek bir
maddenin kendi basina kullanilmasi yerine, bitki 6ziitii icerisindeki tiim bilesiklerin
kompleks etkilesimleri (sinerjitik ve/veya antagonist etkileri) nedeniyle total bitki

Oziitlerinin kullanilmasinin bazi durumlarda daha etkili oldugunu ileri siiren caligmalar



vardir (Erel ve ark., 2014; Kog ve ark., 2014; Solowey ve ark., 2014). Ayrica ayni cinse
ait farkl tiirler igerisinde, ayni etken maddelerin farkli dozlarda bulunabilecegi
gosterilmistir (Aktiimsek ve ark., 2011; Chicca ve ark., 2011; Forgo ve ark., 2012; Salla
ve ark., 2013).

Bitki oziitlerinin ve/veya bilesenlerinin antitiimoral etkileri 6zellikle hiicre
biiyiimesi, DNA replikasyonu, apoptotik hiicre 6liimii, invazyonu ve metastazinda rol
alan sinyal iletim yolaklarinda gorevli hedef molekiiller ile iligkili olarak bulunmustur
(Matic ve ark., 2013; Park ve ark., 2013; Wong ve ark., 2013; Foo ve ark., 2014;
Moirangthem ve ark., 2014).

Centaurea cinsi, 180 adeti Tiirkiye’ye 6zgii olmak iizere diinyada 600’den fazla
tiir igerir ve lilkemizdeki endemizm orani yiiksektir (Davis, 1975; 1988; Aktiimsek ve
ark., 2011). Diinya iizerinde degisik bolgelerde de endemik olarak yetisen Centaurea
tirlerinin bazilar1 halk arasinda, karaciger ve bobrek rahatsizliklarinin tedavisinde, nefes
darligi, ilser ve sitma hastalifi tedavisinde, bas, géz ve bogaz agrilarinin
giderilmesinde, sinus enfeksiyonlar1 gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisi amaci ile
kullanilmaktadir (Baytop, 1999; Arif ve ark., 2004; Djeddi ve ark., 2008; Forgo ve ark.,
2012).

Farkli Centaurea tiirlerine ait oziitlerin ve bilesiklerinin antioksidan,
hipoglisemik ve antienflamatuar etki mekanizmalari ile iliskili ¢caligmalar bulunmasina
ragmen (Trendaflova ve ark., 2007; Koca ve ark., 2009; Csupor ve ark., 2010; Zengin
ve ark., 2010; Aktiimsek ve ark., 2011; Aktimsek ve ark., 2013; Erel ve ark., 2014; Kog
ve ark., 2014; Ozbilgin ve ark., 2014), Centaurea tiirlerinin kanser hiicreleri tizerindeki
etkileri konusunda ¢ok az sayida ¢alisma vardir (Csupor ve ark., 2009; Csapi ve ark.,
2010; Chicca ve ark., 2011; Erel ve ark., 2011; Forgo ve ark., 2012). Bu ¢alismada,
tilkemizde Akdeniz bolgesinde endemik olarak yetisen Centaurea nerimaniae tiiriinden
(Kiiltiir, 2010) elde edilen 6ziitlin, ilk kez kanser hiicre soylar {izerindeki etkilerinin
incelenmesi amacglanmistir. Bu bitkinin 6zitii ile daha 6nce yapilmig herhangi bir in
vivo velveya in vitro calisma bulunmamaktadir ve heniiz kimyasal bilesenlerinin

tanimlanmas1 yapilmamustir.

Geleneksel tedavi modelleri i¢inde yer alan sitotoksik kemoterapi, hala bir¢cok
kanser tiirii i¢in tercih edilmektedir (Li ve ark., 2009; Kumar ve ark., 2012; Zhang ve

ark., 2012; Hon Lee ve ark., 2013; Samarghandian ve ark., 2013). Kemoterapi amagl



kullanilmakta olan sitotoksik maddeler, boliinme evresindeki bir hiicreyi, duragan
fazdaki bir hiicreye oranla daha fazla etkilemektedir (Mycek ve ark., 1998). Bu nedenle,
kullanilacak olan maddenin sitotoksik etkisinin saptanmasi biiylik 6nem tasimaktadir
(Alabsi ve ark., 2012). Kanser tedavilerinin basarisi yiiksek oranda normal dokunun
yasamasini saglayip, kanser hiicresinin yok edilmesine baglidir. Tedavide Onciil
neoplastik hiicrelerin yok edilmesi amaciyla proliferasyonun durdurulmasi veya
apoptozun baglatilmas1 6nemli bir adim olarak kabul edilir (Hanahan ve Weinberg,
2011; Bertheau ve ark., 2013; Obiorah ve ark., 2014).

Apoptoz kontroliiniin bozulmas1 kanser olusumunda 6nemli rol oynar. Kanser
hiicrelerinin normal apoptotik siiregten kagmalar1 sik gbzlenen bir 6zelliktir. Kanser
hiicreleri ya antiapoptotik proteinlerin asir1 aktivasyonu ya da proapoptotik proteinlerin
baskilanmasiyla apoptoza direngli bir nitelik kazanirlar (Olsson ve Zhivotovsky, 2011,
Oztiirk, 2011; Constance ve Lim, 2012; Sun ve ark., 2013). Apoptoz, hiicre icinden
veya hiicre disindan gelen gesitli uyaranlar ile tetiklenebilmektedir. Kanser ilaglarinin

bir¢ogu apoptozu uyaran yolaklarda is gormektedir (Degterev ve Yuan, 2008).

Servikal kanserler, tim diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen kanserler
arasinda lciincii sirada, 0liime neden olmasi agisindan da ikinci sirada yer alir. HeLa
hiicreleri, serviks adenokarsinomlu bir vakadan tiiretilen hiicre soylarindan biridir
(Sherer ve ark., 1953). HeLa hiicreleri HPV18 dizileri igermektedir ve diisiik
seviyelerde p53, normal seviyelerde pRB ifadesine sahiptir (ATCC; Adey, 2013).
Meme kanseri tiim diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen ve 6liime neden olan
kanser tiridir. MDA-MB-231 hiicre soyu, meme kanserli bir vakanin plevral
effiizyondaki malign hiicrelerinden tiiretilmistir (MackIndoe ve ark., 1979). Ostrojen
reseptorii ve progesteron reseptorii negatif olup HER2 amplifikasyonu negatif olan
hiicre soyudur. Bu nedenle MDA-MB-231 hiicreleri, tiglii negatif meme kanseri tipine
ait ornek soydur (ATCC; Kao ve ark., 2009).

Bu ¢aligmanin amaci; Centaurea nerimaniae S. Kiiltiir bitki 6ziitiiniin HelLa ve
MDA-MB-231 hiicreleri tizerine farkli konsantrasyonlarmmin olasi sitotoksik ve
apoptotik etkilerini arastirmaktir. Ayrica bu calisma ile kanser tedavisinde biiyiikk bir
Ooneme sahip olan dogal triinlerden elde edilen ila¢ caligmalarinin tesvik edilmesi ve

ilkemizdeki endemik bitkilerin degerlendirilmesine katkida bulunmak amag¢lanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KANSER

Kanser, genetik ve epigenetik olaylarin hiicresel birikimine bagh multifaktoriyel
kompleks bir hastaliktir. Dogal bir siire¢ veya cevresel faktorlerin etkisi ile genlerde
meydana gelen degisiklikler sonucunda hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesiyle ortaya ¢ikar
(Blagosklonny, 2005; Jemal, 2010). Kanser, normal dokularda hiicre olimi ve
cogalmasi arasindaki dengeyi saglayan homeostatik kontrol mekanizmasinin hasar
gormesi neticesinde gelismektedir (Evan ve Vousden, 2001).

Kanser tedavisinde kemoterapi, radyoterapi, cerrahi yontemler, immunoterapi,
gen tedavisi ve alternatif tedavi gibi ¢esitli yontemler birlikte veya ayr1 ayr
uygulanmaktadir (Mycek ve ark., 1998). Bu yontemler arasinda en sik kullanilani
kemoterapidir (Kumar, 2012).

Gilinlimiizde kansere yakalanan bireylerin sayilari giderek artmaktadir. Diinya
Saglhk Orgiitii (WHO) istatistiklerine gore 2008 yilinda yaklasik 12,7 milyon kanser
vakast goriilmiistiir ve bu saymnin 2030 yilinda 21 milyon artmasi beklenmektedir
(Marie ve ark., 2013). Uluslararasi Kanser Arastirmalart Ajansit (The International
Agency for Research on Cancer, IARC) 2012 yilinda 14,1 milyon yeni kanser vakasi,
8,2 milyon kanser nedeniyle 6liim ve 32,56 milyon kanserle yasayan insan oldugunu
bildirmistir (Ferlay ve ark., 2013). Kanser, 21. yiizyillda da hala diinyadaki en onemli
halk sagligi sorunu olmaya devam etmektedir. Tan1 ve tedavideki ilerlemelere ragmen

hastalarin genel olarak sagkalimi hala diisiikk orandadir (Hanahan ve Weinberg, 2011).

2.1.1. Kanser hiicreleri ve kanser gelisiminde etkili faktorler

Kanser hiicreleri, normal hiicre ¢ogalmasini, farklilasmayr ve sagkalimini
diizenleyen mekanizmalardaki anomaliler sonucunda kontrolsiiz olarak ¢ogalmaya
baglarlar. Siirekli boliinerek normal doku ve organlar istila edip yayilirlar. Kanser
hiicreleri, normal hiicrelerden farkli olarak hiicre dis1 biiyiime faktorlerine daha az
gereksinim duyarlar. Hiicre ¢ogalmasinda etkili olan hiicre i¢i sinyal yolaklarindaki
proteinlerin veya biiylime faktorli reseptorlerinin kontrolsiiz aktivitesinden dolayi,

kanser hiicreleri ¢ogalmay1 saglayan biiylime faktorlerini kendileri salgilayabilirler, bu



da otokrin ¢gogalma uyarimu ile hiicrenin siirekli olarak ¢ogalmasina neden olur (Sekil 2-

1). Ancak, in vitro kosullarda ¢ogalabilmek i¢in biiyiime faktorlerine ihtiyag duyarlar.
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Sekil 2-1: Kanserlesmede rol alan faktorler (Hanahan ve Weinberg, 2011’den uyarlama).

Kiiltiir ortaminda normal fibroblastlar diger komsu hiicrelere temas ettikleri anda
geligsmelerine son verirler ve ¢ogalmazlar (kontakt inhibisyon). Bdylece normal hiicreler
birbirlerine tutunarak diizenli bir sekilde kiiltiir kabinda yer kaplarlar. Ancak, tlimor
hiicreleri komsu hiicrelerle temas ettigi zaman bile hareket etmeye devam ederek ¢ok
katli diizensiz kiimeler halinde ¢ogalmaya devam ederler. Kanser hiicreleri, kontrolsiiz
olarak cogaldiklar1 i¢in normal bi¢imde farklilasamazlar ve farklilasmanin erken
evrelerinde kalirlar (Kalluri ve Zeisberg, 2006; Hanahan ve Weinberg, 2011).

Kanser hiicreleri, normal dokunun igerisine girebilmek i¢in hiicre disindaki
matriks bilesenlerini pargalayan proteazlar salgilayarak invazyon ozelligi gosterirler.
Tliimoriin  bliyimeye devam edebilmesi i¢in yeni kan damarlarinin olugmasi
(anjiyogenez) gereklidir. Bu damarlar, tiimor hiicresi tarafindan salgilanan ve cevre
dokularin damarlarindaki endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini uyaran biiylime faktorlerine

yanit olarak ortaya g¢ikar. Bu da tiimor hiicrelerinin gelisen yeni kilcallara rahatca



girebilmesini ve kanser hiicrelerinin dolagima katilarak metastatik yayilimi baglatmasina
olanak saglar (Benazzi ve ark., 2014; Joosse ve ark., 2015).

Onkogenler, p53 ve Rb gibi tiimor baskilayici genlerde meydana gelen
mutasyonlar da kanser gelisimine neden olmaktadir. Fakat bu durum kanser hiicrelerinin
kromozomal bozukluklarini ve biyogesitliligini agiklamakta yetersiz kalmaktadir. Farkli
bir gorlise gore ise, hiicre boliinmesini kontrol eden genlerde meydana gelen bir
mutasyon anormal replikasyona, delesyona ve duplikasyona yol agarak hiicrelerin belli
bir proteini gereginden az veya fazla iiretir. Eger kromozomal aberasyonlar hiicre
dongiisiinii kontrol eden biiyliime faktorlerinin iiretimini veya tiimor baskilayicilar gibi
bir veya daha fazla proteini etkilerse kanser ortaya cikabilir. Ayrica, hiicre dongiisii,
DNA hasar tamiri ve apopotozda gorevli olan genlerin asir1 metillenmesinin de bazi
kanser tiirlerinde karakteristik olarak goriindiigiine dair gii¢lii kanitlar bulunmaktadir.
Kanser gelisimine yol agabilecek farkli bir¢ok mekanizma olabilir. Bu durum da

kanserin nedeninin belirlenmesini daha da giiglestirmektedir (Adjei ve Blanka 2015).

2.2. KANSER HUCRE SOYLARI: HeLa ve MDA-MB-231

2.2.1. Serviks kanseri ve HeLa hiicre soyu

Servikal kanserler tiim diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen kanserler
arasinda tciincii sirada yer alir. Gelisen diinyada kadinlar arasinda Oliime sebebiyet
veren Kkanser tiirleri arasinda ikinci siradadir. Servikal kanserlerin iki ana histolojik tipi
skuamoz servikal kanserleri (SSK) ve adenokarsinomlari igerir. SSK’ler, tiim diinyada
kadinlarda en sik tanisi konan ikinci kanser tiiriidiir ve tiim vakalarin %70’ini olusturur.
Hemen hemen tiim SSK’ler HPV (Insan Papilloma Virusii)’nin, dzellikle de Tip-16 ve -
18’in tekrarlayan enfeksiyonu sonucu olugmaktadir. Bu kanserler oncii lezyonlarin
erken teshisine ve etkili gortintiileme tekniklerine bagli olarak tedavi edilebilir. Daha
cok Tip-18 HPV ile iliskilendirilmis olan adenokarsinomlar ise tiim vakalarin yaklasik
%?25’inden sorumludur. Adenoskuamdz karsinom ise en az goriilen tiptir ve vakalarin
yaklasik %3-5’inde goriilmektedir (Brown ve Trimble, 2012; Banerjee ve Kamrava,
2014).

HeLa: HelLa (insan servikal adenokarsinom hiicre soyu) hiicreleri, 31 yasindaki

Henrietta Lacks adli bir kadmin serviksinde olusan adenokarsinomdan f{iretilmis,



laboratuvar ortaminda sinirsiz siire yasayan ve bir insana ait olan ilk hiicre soyudur
(Tablo 2-1). Hiicreler epitel karakterli morfoloji gostermekte olup her 24 saatte yeni bir
jenerasyon iiretebilmektedir. HeLa hiicre soyu Keratin igermektedir. Lizofosfatidilkolin
(lyso-PC), protein kinaz-C’den bagimsiz bir yolak vasitasiyla AP-1 aktivitesini ve c-jun
N terminal kinaz aktivitesini uyarmaktadir. HeLa hiicrelerinin genlerinde HPV 18
dizileri icerdigi bildirilmistir. Hiicrelerdeki p53 ifadesinin diisiik ancak pRB’nin
ifadesinin normal oldugu belirtilmistir (ATCC; Adey, 2013).

HeLa hiicrelerinin 6liimsiiz 6zelligi arastirmacilarin daha 6nce imkansiz olarak
goriilen aragtirmalar1 yapabilmesine imkan tanimis ve kesfedilmelerinden hemen sonra
standart hiicre soyu olarak kullanilmigtir. HeLa hiicreleri, kanserin tedavisinde genetik
mekanizmalarin arastirilmasinda, radyasyon ve kemoterapi caligmalarindaki hiicresel
davraniglarin tespiti i¢in siklikla kullanilmaktadir. Bir diger dikkat cekici nokta ise
hiicrelerin ¢ocuk felci asisinin gelistirilmesinde oynadiklar1 roldiir. HeLa hiicreleri,
viriisiin laboratuvar ortaminda yetistirilmesini miimkiin kilmistir. Bir as1 tretilecegi
zaman insanlara uygulanmadan oOnce HeLa hiicreleri iizerinde test edilebilmistir
(http://micro.magnet.fsu.edu/primer/techniques/fluorescence/gallery/cells/hela/helacells.
html).

2.2.2. Meme kanseri ve MDA-MB-231 hiicre soyu

Meme kanseri tiim Diinya’da kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirtidiir.
2012’de 1,67 milyon yeni vakaya tan1 konmustur. Ayrica, yilda 500.000 6liim ile
kadinlar arasinda en ¢ok oliime sebebiyet veren kanser tiirtidiir. En sik goriilme oranlari
diinyanin en gelismis bolgelerinde olup her 100.000 vakada 74,1 yeni vaka teshisi
konurken, bu oran az gelismis bolgelerde 31,3 tiir (Banerjee ve Kamrava, 2014).

Tim meme kanserlerinin yaklasik %10-20'si tiglii negatif meme kanseridir
(UNMK). Ugclii negatif meme kanserini diger meme kanserlerinden ayiran ozellik
“reseptor durumu”dur. Uglii negatif meme kanseri ‘reseptdr negatif’tir, yani; dstrojen
hormon reseptorii (ER), progesteron hormon reseptorii (PR) ve insan epidermal biiyiime
faktorii (HER2) reseptorlerinden higbirine sahip degildir. Uglii negatif grup olarak
tanimlanan bu tiimorlerin diger tiim meme kanserlerinden temel farkliliklar gosterdigine
dair birgok veri vardir. Uclii negatif timdrler meme kanserleri arasinda en kotii seyirli

gruplar arasindadir ve tedavi segeneklerinin sinirli oldugu bu grupta yeni tedavi



yaklagimlar i¢in tiimor 6zelliklerinin daha iyi anlasilmasi gerekmektedir (Shajahan-Hag
ve ark., 2015; Tomao ve ark., 2015). Genel olarak, hormon reseptorlerini ifade eden
tiimorler, Her2/Neu amplifikasyonu olanlardan veya {iclii negatif olanlardan daha iyi
prognoza sahiptir. Meme kanserleri kemoterapi ile tedavi edilebilse de, ila¢ kullanma
secenekleri hem erken hem de geg¢ evredeki bu ii¢ belirtecin ifadesi ile belirgin sekilde
etkilenmektedir. ER ve PR’ yi ifade eden tiimdrlerde hormon iiretimi veya etkinligi ile
etkilesen ilaglar kullanilirken, Her2/Neu’nun ifadesinin asir1 artmis oldugu tiimorlerde
Her2/Neu’yu baskilayan ilaglar kullanilir. Bu hedeflenmis tedaviler hormon reseptorii
pozitif ve Her2/Neu’nun asirt artmis oldugu tiimorlerde basarili sonuglarin esas
anahtaridir. Hem erken evre hem de ge¢ evre UNMK kanserlerinin tedavisinde agirlikl

olarak kemoterapi kullanilmaktadir (Martin ve ark., 2014; Unger-Saldana, 2014).

MDA-MB-231; MDA-MB-231 (insan meme adenokarsinom hiicre soyu) hiicreleri,
metastatik meme kanseri adenokarsinomlu bir vakanin plevral effiizyondaki malign
hiicrelerinden tiiretilmistir (Tablo 2-1). Uglii negatif meme kanseri, ER ve PR negatif
olup HER2 amplifikasyonu gozlenmeyen tipine aittir (ATCC; Kao ve ark., 2009).

Tablo 2-1: Hiicre soylarimin 6zellikleri (ATCC).

HelLa MDA-MB-231

Elde edildigi organizma  Homo sapiens, insan Homo sapiens, insan

Doku

Hiicre tipi
Morfolojisi
Ozelligi
Tiimor tipi
Yas/Cinsiyet
Irk

Saklama kosullar:

serviks

epitel karakterli
epitel karakterli
yapiskan
adenokarsinom
31/K
Siyah

s1v1 nitrojen buhar

meme

epitel karakterli
epitel karakterli
yapigskan
adenokarsinom
51/K
beyaz

s1v1 nitrojen buhar



2.3. KANSER TEDAVI MODELLERI

Kanser tedavisi kanserin tipine, olusum yerine, ilerleme durumuna bagli olarak
degiskenlik gostermektedir. Siklikla ilk secenek olan cerrahi yontem, solid tiimoérlerin
cikartilmasinda kullanilir. Erken evre kanserlerde ve benign tiimoérlerde tek tedavi
yontemi olabilir. Radyasyon, dogrudan timorii hedef alan yiiksek enerjili 1sinlar
kullanarak kanserli hiicreleri oldiirtir. Esas olarak DNA’ya hasar vererek ve
replikasyonunu engelleyerek gorev yapar. Bu nedenle hizla boliinen kanser hiicrelerini
oldiiriir. Ayrica kismen boliinmekte olan normal hiicreleri de Oldiiriir. Cerrahi ve
radyasyon yontemleri siklikla birlikte kullanilmaktadir.

Kemoterapi ilaglar1 hizla biiyiiyen hiicreleri hedefleyen toksik bilesenlerdir. Bu
ilaglarin ¢cogu DNA replikasyonu igin gereken dncii molekiillerin sentezini engellemeyi
hedefleyerek tasarlanir ve hiicrenin S fazin1 tamamlamasi engellenir. Kemoterapi
ilaglar1 genis capli olarak DNA hasar1 olusturur ve replikasyonu durdurur. Mitoz
mekigini olusturan ig ipliklerini baskilayan ila¢ sinifi, hiicre replikasyonunu mitozun
erken evrelerinde durdurur. Mitoz siiresince kromozomlarin ayrilmasi igin
mikrotiibiillere (ig iplikleri) ihtiya¢ duyulur. Mitotik igi baskilayan ilaglar
mikrotiibiillerin sentezini durdurur (Marzo ve ark., 2013). Yetiskin hiicrelerin bircogu
stk sik boliinmediginden, bu tip ilaclara kanser hiicrelerinin oldugundan daha az
duyarhdirlar. Kemoterapi ilaglar1 ayrica gastrointestinal sistem hiicreleri, kemik iligi
hiicreleri ve sa¢ folikiilleri gibi daha hizli boliinen hiicreleri de oldiiriirler. Bu da
gastrointestinal rahatsizliklar, diisiik akyuvar sayisi ve sa¢ kaybi gibi bazi kemoterapiye
bagli yan etkileri ortaya ¢ikartir (Hanahan ve Weiberg, 2011).

Normal hiicre biiylimesini etkileyen birgok faktdrden biri de hormonlardir. Kanser
hiicreleri her ne kadar biiylime faktorlerine karsi cevap verme ozelliklerini kaybetmis
olsalar da, baz1 kanser hiicreleri biiylimek icin biiyiime hormonlarina ihtiyag
duymaktadir. Kansere karst hormon tedavisi kanser hiicrelerini bu hormonlardan
yoksun birakmay1 amaglar. Her ne kadar bazi ilaglar hormonun sentezini engellese de
bu is genellikle hormonun aktivitesini engelleyen ilaglar ile yapilir. Ornegin, bazi meme
kanseri hiicreleri biiyiimek i¢in dstrojene ihtiya¢ duyar. Ostrojenin baglanma bdlgesini
engelleyen ilaglar kanserin ilerlemesini yavaslatabilir. Bu ilaglara segici Ostrojen
reseptor modiilatorleri (SERM) veya anti-Ostrojenler adi verilir. Tamoksifen ve

Raloksifen bu tip ilaglara 6rnektir. Benzer olarak, testosteron (androjen hormon) bazi
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prostat kanser hiicrelerini uyarir. Segici androjen reseptdr modiilatérii (SARM) adli
ilaglar testosteronun kanserli hiicrelere baglanmasini engeller ve kanserli hiicrenin
bliylimesini durdurur (Wu ve ark., 2014; Piccolella ve ark., 2014; Binkhorst ve ark.,
2015). Yeni kemoterapotik ilaglar ise kanser olusumu ile iligkili reseptorleri, biiyiime
faktorlerini veya kinazlar gibi hiicre sinyal yolaklarmi ve cesitli aktif hiicresel
proteinleri hedefler (Bisi ve ark., 2015).

Baz1 kanser hiicreleri bazi ilaglara karsi direng gelistirdiklerinden kemoterapi
basarisiz olabilir. Toksik ilaglar ile mutasyona ugrayan ve ilaca direng gelistiren kanser
hiicreleri ilaca direngli bir tiimor gelisimine neden olur. Bu probleme karsit kemoterapi
ilaglar1 kombinasyonlar olusturularak kullanilmaktadir. Bazi kanser hiicrelerinde MDR1
(multi-drug resistance/goklu ilaca direng)’in asir1 gen ifadesi gozlenir ve bu gen sadece
birtakim ilaglarin hiicre i¢ine girmesini engellemekle kalmaz, ayn1 zamanda hiicrenin
icindeki ilaglarin da disar1 atilmasina yol agabilir ve tedavinin basarisiz olmasina neden
olur (Kozovska ve ark., 2014).

Kanserde bagisiklik sistemi hiicreleri, kanser hiicrelerini yok etmekte yetersiz
kalabilir. Immiinoterapi, immiin sistem hiicrelerinin kanser hiicrelerini ortadan
kaldirmak i¢in kullanilabilir. Buna 6rnek olarak bazi kanser tedavilerinde kullanilan
interlokin-2 ve interferon alfanin immiin cevabi arttirdigr ileri stiriilmiistiir (Makkouk ve
ark., 2014; Eskander ve ark., 2015).

Bir diger tedavi tipi olan kemo-immiinoterapide, kanser hiicresine 6zgii olan
antikorlar ilaglara eklenerek kullanilir. Bu molekiiller kanser hiicresine 6zgli olan
antikor ve kanser hiicresine girince toksik 6zellik gosteren ilag olmak tizere iki kissmdan
olusur. Antikor, ilact dogrudan kanserli hiicreye tasir ve bdylece kemoterapinin yan
etkilerini azaltmak miimkiin hale gelir. Diger benzer bir strateji ise radyo-
immiinterapidir. Bu tedavi modelinde de belli antikorlar radyoaktif atomlara baglanir ve

oliimciil radyasyonu hedef kanserli hiicreye tagir (Chen ve Emens, 2013).

2.4. DOGAL URUNLER VE KANSER TEDAVISi

Kanser tedavisi icin ilag gelistirme calismalarinda dogal iiriinler 6nemli bir

kaynak olusturmaktadir. Medikal kullanimdaki dogal {irlinler ve bilesikler binlerce
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yildan bu yana bitkiler, hayvanlar veya mikroorganizmalar gibi dogal kaynaklardan elde

edilmektedir.

2.4.1. Tarihge

Bilinen en eski yaz1 M.S. 2600 civarinda antik Mezopotamya’da bulunmustur ve
yiizlerce kil tablet lizerine ¢ivi yazisi ile yazilmistir. Bu tabletler Cedrus tiirleri (Sedir),
Commiphora myrrha (miirriisafi) reginesi, Papaver somniferum (hashas) suyu, 1000’e
yakin bitkiden bahseder. Bu bitki ve formiilasyonlarin bir¢ogu giliniimiizde halen
kullanilmaktadir. M.S. 1550 civarina tarihlenmis olan antik Misir Ebers papiriisiinde
800 civar1 karmasik regete ve Aloe vera (aloe), Boswellia carteri (buhur) ve Ricinus
communis (hintyagi) gibi ajanlarin da bulundugu 700’den fazla dogal ajan
bulunmaktadir. Hippokrat (M.O. 460-377 civari) 400’den fazla dogal ajan toplamis ve
bunlarin kullanim seklini Corpus Hippocratum’da yayinlamistir. Kavun suyunun
laksatif, Ornithogalum caudatum (adasogani)’nin ise diiiretik etkisinden bahsetmis ve
Atropa belladonna (giizelavrat otu)’nin 6ziitiiniin nasil anestetik olarak kullanilacagini
anlatmistir. Ayrica, Veratrum album (beyaz marulcuk) Oziitiiniin antiemetik olarak
(mide bulantisina kars1) kullanilmasini tavsiye etmis, zeytinyaginin yara iyilesmesindeki
faydalarin1 anlatmistir. Roma’li doktorlar bu kapsamli bilgilerin {izerine yeni bilgiler
eklemis ve kendi bakis ac¢ilarini olusturmustur. Pedanius Dioskorides, yaklasik 600 bitki
tirevli ilacin dozunu ve etkisini agiklayan, Avrupa'da farmakolojinin temellerini attig
‘De Materia Medica’y1 derlemistir. Bir bagka {inlii Yunan hekim ve eczaci Galen ise,
540 bitki tiirevli ilag kaydetmis ve bitkisel 6zlerin sadece yararli bilesenleri degil, ayni
zamanda zararli maddeleri de icerdigini gostermistir (Ji ve ark., 2009).

Bitkilerden elde edilen ilk etken maddenin 1805’te Alman kimyaci Serturme
tarafindan afyon bitkisinden izole edilen morfin oldugu, bunu 1820’de kinakinanin
kabuklarindan kinin, 1868’de yiiksiik otu (Digitalin) yapraklarindan kalp yetmezligi
tedavisinde kullanilan digitalin ve 1890°da sogiit dali kabugundan asetil salisilik asidin
izolasyonu takip ettigi bilinir (Baytop, 1984). Daha sonralar1 dogal ilaglarin sentetik
tirevleri sentezlenerek insanlarin hizmetine sunulmustur. Sentetik olarak elde edilen
ilaglarin istenmeyen yan etkilerinin olmasi, insanlar1 tekrar dogal kaynakli ilaglar
kullanmaya yonlendirmistir. Bu amagla yeni dogal ilag ham maddeleri bulmak {izere

bitkiler iizerinde yapilan arastirmalar giin gegtikce artmaktadir (Baytop, 1999; Baser ve
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dig, 2001; Kandemir ve Beyazoglu, 2002; Ertug ve ark., 2004). Tedavi amaciyla
kullanilan ve bilinen tibbi bitki miktarinin 20.000°e ulastigi tahmin edilmektedir.
Bunlardan 4.000 bitkisel ilag yaygin bir sekilde kullanilirken, Avrupa’da 2.000 kadar
bitkisel ilacin ticareti yapilmaktadir (Ozgiiven ve Sekeroglu, 2007). Dogal iiriin veri
tabanlarinda rapor edilen bilesiklerin sadece %41,4’l biyolojik agidan incelenmistir
(Shiezadeh ve ark., 2013).

Bitkiler, dogal ilag hammade kaynaklarinin o6nemli bir bdliimiini
kapsamaktadirlar. Kanser tedavisinde klinik olarak iyi bilinen ve yaygin olarak
kullanilan bitkilerden elde edilmis bilesikler olduk¢a fazladir. Bu ilaglar bitkilerin ham
Ozleri veya onlardan izole edilmis bilesiklerden iretilmistir (Exposito ve ark., 2009;
Ostermann ve ark., 2009; Liu ve ark., 2010; Ali ve ark., 2012; Troger ve ark., 2012;
Weissenstein ve ark., 2014; lwamoto ve ark., 2015).

In vitro yéntemler ila¢ buluslarinin temel tas1 olmaktadir. Su ana kadar dogal
kaynaklardan izole edilen birgok iiriin, in vivo ve/veya in vitro kosullarda test edilmistir.
Ayrica dogrudan bitkilerden hazirlanan oziitler de tedavide onemli yer tutmaktadir.
Bircok modern ilag, kimyasal yollar ile modifiye edilmis bitkisel kaynakli
molekiillerden gelistirilmektedir. Tam sentetik ilaglarin yaklasik yarisi, dogal bir tiriiniin
aktif parcasini taklit eden, dogal iirlinlerin analoglar1 olarak iiretilmektedir. Dogal
bitkiler veya taklit iirlinler, anti-kanser ilaglar veya kanser kemopreventif, nutrasotikler,
kozmesoétikler olarak etkilere sahip olabilirler (Korkina ve Kostyuk, 2012). Kimyasal
ilaclarin yapiminda biiylik bir gelisme olmasina ragmen gelismis iilkelerde kanser
tedavisi i¢in yazilan receteli ilaglarin %75 ini bitkisel kokenli etken maddeleri olan
vinblastin, rezerpin, kinin, asetil salisilik asit (aspirin) gibi ilaglar olusturmaktadir

(Mahata ve ark., 2012).

2.4.2. Kanser Tedavisinde Dogal Uriinlerin Kullanimi

Gilinlimiizde anti-tlimorojenik ve apoptotik etkisi kanitlanmis bircok bitkisel
kokenli bilesik tanimlanmistir (Fulda ve ark., 2008; Gupta ve ark., 2012; Korkina ve
Kostyuk, 2012; Ramasamy ve ark., 2012).

Bitki kokenli anti-kanser ajanlar ile ilgili ilk calisma Robert Noble ve Charles

Thomas Beer tarafindan, Vinca rosea olarak da bilinen Catharanthus roseus’tan elde
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edilen vinka alkaloidler, vinblastin ve vinkristin {izerinde 1950’lerde gerceklestirilmigtir
(Mehdi ve ark., 2013). Giiniimiizde klinik kullanimda bulunan ¢ogu kanser kemoterapi
maddeleri ya bitki kdkenli ya da bitkisel kaynakli bilesiklerin analoglarindan elde
edilmektedir. Ornegin, prostat kanserinde kullanilan kemoterapi ila¢ sinifindan olan
“Docetaxel”, Taxus baccata L.’den (Adi Porsuk Agaci) Oziitleme yontemiyle elde
edilmektedir ve D vitamini ile birlikte kemoterapide kullanilan dogal iiriinlerdendir.
Ginseng’in, kanserde anjiyogenezi ve ilag direncini engelledigi, tiimor hiicrelerinin
taninmasini arttirdigi, cesitli kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik oldugu gosterilmistir
(Sezgin, 2010). 1967 yilinda (Monroe E. Wall ve Mansukh C. Wani) antimitotik etkiye
sahip bilesik olarak Taxus brevifolia bitkisinin kabugunda simbiyotik yasayan bir
mantarin sentezledigi antimitotik taksol izole edilmistir. Taksol gilinimiizde akciger,
rahim ve meme kanseri olmak iizere pekcok kanser tiiriinlin tedavisinde
kullanilmaktadir (Sgadari ve ark., 2000).

Bitkisel iiriinler, sentetik ilaglara gore daha az yan etkiye sahip olmalarina
ragmen, toksisitelerinden tam olarak arinmis degillerdir (De Smet, 2004). Cesitli
bitkilerden elde edilen kimyasallarin yapisal cesitliligi, duyarli ve direngli fenotiplere
sahip farkli kanser hiicre tiplerinin ayrimlanmasinda potansiyel bir éneme sahiptir.
Bitkisel iriinlerin antikanser biyoaktivitelerinin tespiti i¢in bitkilerin farkl
kisimlarindan (kok, govde, yaprak, ¢icek veya tohum gibi) oOziitler hazirlanarak
oncelikle bitkinin sitotoksik etkisi arastirilmakta, daha sonra bitkilerin bilesikleri izole
edilip etken maddeler tayin edilmektedir (Nemati ve ark., 2013).

Anti-kanser ilaglarin birgogu dogal iiriinlerin taklitleri olarak iretilir ve bu tiriinler
ikincil metabolitler olarak tanimlanir. Yiksek bitkilerden elde edilen dogal bilesiklerin
veya ikincil metabolitlerin tiimorogenez tizerindeki etkileri in vitro’da kanser hiicreleri
lizerinde veya in vivo’da deneysel tiimor modeli olusturulan hayvanlar iizerinde
arastirilmaktadir (Korkina ve Kostyuk, 2012).

Birgok geleneksel anti-kanser ajanlarin birincil sitotoksik etki mekanizmasi
DNA hasart ve apoptozun uyarilmasina dayanmaktadir. Kanser hiicreleri, sitotoksik
reaksiyonlara hiicre dongiisii engellenmesi veya gecikmesi ile de cevap verebilir.
Kemoterapotik maddelerin hizli boliinen normal hiicreler tizerindeki sitotoksik etkisi ve
boliinmeyi durdurmalar1 nedeniyle sa¢ dokiilmesi, bitkinlik, enfeksiyon vb. gibi yaygin

yan etkiler goriilebilir (Weissentein ve ark., 2014).
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Bitkisel kokenli anti-kanser ilaclardan az sayida ajan klinik olarak kullanilmak
iizere FDA (Food and Drug Administration - Gida ve ilagDairesi)’dan onay almistir.
Bunlar igin prostat tiimérlerinde kullanilan finasterid ve meme tiimoérlerinde kullanilan
tamoksifen 6rnek verilebilir. Birgok ikincil bitki metabolitlerinin in vitro ve hayvan
deneylerinde kanser hiicrelerinin kontrolsiiz c¢ogalmasimi engelledigi, transforme
hiicrelerin ~ apoptotik ~ potansiyelini  arttirdigi  ve tiimor  hiicrelerinin  pro-
anjiyogenik/metastatik potansiyelini diizenleme yetenegine sahip oldugu gosterilmistir
Bunlardan kemoterapide genis capta kullanilan paklitaksel, vinblastin, vinkristin,
etoposid’e ek olarak son zamanlarda artemisinin, kannabioid, resveratrol, kamptotegin
gibi bazi bilesikler klinik denemelerde kullanilmaya baglamistir (Korkina ve Kostyuk,
2012).

Bitkiler, ila¢ tedavisi ve diger uygulamalarda potansiyel bir kullanima sahip olan
yeni kimyasal bilesiklerin kaynagini olusturmaktadir. Bitkiler; alkaloidler, steroidler,
taninler, glikositler, ugucu yaglar, sabit yaglar, recineler, fenoller ve flavonoidler gibi
bilesikleri yaprak, cicek, aga¢ kabugu, tohum, meyve, kok gibi 6zel bolgelerde biriken
birgok aktif bilesik icermektedirler. Bitki materyallerinin tedavi edici etkileri bu ikincil

tirtinlerin kombinasyonu ile ortaya ¢ikarilmaktadir (Kma, 2013).

2.4.3. Dogal iiriinlerden 6ziit hazirlama yontemleri

Cesitli kanser hiicre soylarinda sitotoksik veya anti-kanser aktiviteye sahip bitki
kokenli tirlinlerin potansiyel etkilerini belirleyebilmek amaciyla, bitki oziitleri (ekstre)
farkli sekillerde hazirlanmaktadir. Oziitleme (ekstraksiyon), standart islemler ile segici
coziiciiller kullanilarak bitki ya da hayvan dokularindaki inaktif bilesenlerden aktif
bilesenleri ayirmak igin kullanilan bir yéntemdir (Handa ve ark., 2008). Oziitleme,
dogal bilesiklerden ila¢ formiilasyonlarinin hazirlanmasindaki ilk 6nemli adimdir.
Modern 6ziitleme yontemleri, geleneksel bitkisel ilaglarin gelisiminde oldukga etkilidir.

Bir bitki materyalinin 6ziitlenmesi ve bilesiklerinin izole edilmesi asagidaki
temel agsamalar1 kapsar (Gupta ve ark., 2012):

1. Toplama ve bitki materyalinin dogrulugunu kanitlama

2. Kurutma

3. Boyut kiigiiltme

4. Ekstraksiyon
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5. Filtrasyon

6. Konsantrasyon

7. Kurutma ve sulandirma

Cesitli bitkisel ozitlerin farkli hazirlanis sekillerine gore (suda, etanolde,

metanolde, kloroformda, heksanda, diklorometanda) farkli kanser hiicre soylarinda
farkli etkilere sahip olduklarini gdsteren ¢ok sayida calisma vardir. Ornegin, Arizona
kaktiistiniin (Opuntia ficus-indica) meyvesi olan kaktiis armudunun sulu 6ziitiiniin HeLa
hiicrelerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu, kaktiis armudunun %1°’lik soliisyonunun
HeLa hiicrelerinin %40-60’1m1 6ldiirdiigii, %5°lik soliisyonunun ise 5. giinde hiicrelerin
tamamini  6ldirdigi  gosterilmistir (Zou ve ark., 2005). Paulownia coreana’in
yapraklarindan elde edilen kloroform &ziitiiniin HeLa hiicrelerinde antiproliferatif etki
gosterdigi  belirlenmistir (Jung ve ark.,, 2012). Goniothalamus macrophillus’un
diklorometan oziitiiniin HeLa hiicrelerindeki sitotoksik etkisi MTT yontemi kullanilarak
arastirtlmis ve hiicreler tizerinde iyi bir sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir (Alabsi

ve ark., 2012; Kma, 2013).

2.5. TIBBI KULLANIMDAKI ENDEMIiK TURLER

Yeryiiziiniin belirli bir bélgesinde yasayan ve bagka sahalarda rastlanmayan bitki
ve hayvan tiirleri “endemik tiir” olarak isimlendirilir. Endemik bir tiir boyutu ¢ok dar ya
da ¢ok genis bir alan olabilir. Onemli olan, séz konusu bitki veya hayvan tiiriiniin
yayilisinin belirli bir bolgede olmasidir. Tersi durumlarda endemizmden s6z edilemez.
Canlilar dogal engellerle karsilastiklar1 zaman, yayilislar1 kesintiye ugrar ve endemik
topluluklar pargalanarak farklilagir. Par¢alanan yasam alanlarinda gelisen tiirlerin gen
yapilar1 degiserek yeni tiirler ortaya cikar. Bir sahadaki endemizm orami o alanin
jeolojik yasina, izolasyon derecesine ve siiresine, ayrica topografik 6zelliklerine bagh
olarak degisiklik gosterir. Bolge jeolojik olarak ne kadar yasl ise, orada ¢ok oncelere ait
flora veya fauna izleri bulma olasilig1 da o kadar yiiksek olur (Ering, 1978).

Degisik iilkelere ait olan 0©zel bitkiler, glinlimiizde c¢ok farkli yerlerde
yetistirilebilmektedir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO), insanlarin %60’ min saglk

sorunlar1 karsisinda bitkilerden ilag olarak yararlanildigini tahmin etmektedir. Anadolu
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da bulundugu dogal konumu sebebiyle bir¢ok 6zel bitki florasina sahiptir. Halen yapilan

caligmalar ile yeni tiirler bulunmakta ve tanimlanmaktadir (Avci, 2005).

2.5.1. Tiirkiye’de Endemik Bitki Cesitliligi

Tiirkiye, diinyada bulundugu cografik konum agisindan bircok doga 6zelligini
bulunduran bir iilkedir. Ulkemiz, Avrupa ve Asya’nin birlestigi yerde ii¢ tarafi
denizlerle c¢evrili, 6nemli bir cografik bolgenin lizerinde konumlanmistir. Degisik iklim
ve toprak Ozellikleri gosterir ve buna bagli olarak da farkli cografik bolgelere
ayrilmistir. Bu bolgelere gore endemik bitki tiirlerinin dagilimi da degismektedir.

Tiirkiye iklim olarak iliman kusakta yer almaktadir. Bitki ¢esitliligi agisindan
diger 1liman kusak {ilkeleri arasinda onemli bir yere sahip olan bitki florasinin 1/3
kadar1 endemik bitkilerden olusmaktadir. Endemik tiirlerin bazilar1 diinyada 6nemli
ekonomik degerlere sahiptir. Bu nedenle iilkemizde yetisen endemik tiirlerin korunmasi
biiyiik 6nem tagimaktadir (Rigg ve ark., 2005).

Tiirkiye, cografi 6zelliklerine bagli olarak cok fazla bitki ¢esitliligine sahiptir.
Yapilan arastirmalarda 12.000’in iizerinde bitki taksonu (sinifi) oldugu ve endemizm
oraninda %34 ile diinyada ¢ok 6nemli bir yere sahip oldugu gosterilmistir (Avei, 2005).
Tiirkiye, bagka tlilkelerle karsilastirildiginda bu cesitlilik daha da iyi anlasilmaktadir.
Sekil 2-2°de goriildiigii gibi Yunanistan, Avrupa kitasinda 800 ile en fazla endemik tiire
sahipken, Tiirkiye’de 3000°den fazla endemik tlir bulunmaktadir (Karagdéz ve ark.,
2010).

W Tiirkiye
3500
M Yunanistan
3000 - M ispanya
z 2500 - o [talya
g M Bugaristan
3 2000
= M Fransa
£
%é 1500 m Almanya
i
1000 1 M ingiltere
Remanya
500 ;
M [ran
0 f M Irak

Ulkeler Norveg

Sekil 2-2: Ulkelere gore endemik tiir sayilar: (Yogunoglu, 2011°den).
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Tiirkiye’nin endemik tiir sayist diger iilkelere gore ¢ok fazladir (Sekil 2-3).
Topraklarimizda yetisen 100°den fazla bitki tiiriiniin genis degisim gosterdigi 5 mikro
gen merkezi vardir. Bunlar diinya lizerinde kiiltiirii yapilan birgok bitkinin gelecekte

yetistirilebilmesi i¢in onemli genetik kaynaklardir (Atik ve ark., 2010).

M Akdeniz
Bolgesi

M Dogu
Anadolu
Balgesi

M g Anadolu
Bolgesi

M Karadeniz
Balgesi

Lindemik Tir Sayis

M Ege
Balgesi

M Marmara
Bolgesi

Balgeler

GDogu
Anadolu
Balgesi

Sekil 2-3: Tiirkiye'deki cografi bolgelere gore endemik tiirlerin dagilimi ve sayisi
(Yogunoglu, 2011°den).

Cesitlilik acisindan 1. bolge Akdeniz Bolgesi olup, en az endemik tiire sahip bolge
Giineydogu Anadolu Bélgesidir (Yogunoglu, 2011).

2.5.2. Centaurea cinsi

Centaurea cinsi, Asteraceae familyasinin Cyanarae tribusunda yer alan tek yillik,
iki yillik ve ¢ok yillik otsu bitkilerdir (Davis, 1975; 1988; Giiner, 2000). Centaurea
cinsinin ayni veya farkl tiirleri farkl yorelerde yasayan halk tarafindan Cobangalgidan,
Acimik otu, Mavi Siipiirge ¢icegi, Peygamber diigmesi, Acimik, Gokbas, Peygamber
cicegi, Kotankiran, Candir dikeni, Deve dikeni, Esek ¢alisi, Deligéz dikeni, Yaban
dikeni, Esek dikeni, Cakirdikeni, Cali siipiirgesi, Gelindili, Sar1 diken, Zerdal dikeni,
Kotiiriim, Coban dikeni, Cobangdkerten, Yandak dikeni, Deniz geveni, Kavgalaz

dikeni, Kaynana dili gibi farkli isimlerle tanimlanmaktadir (Tuzlaci, 2006).
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Centaurea cinsi (Asteraceae), 0zellikle Akdeniz Bolgesi ve Bati1 Asya’da olmak
tizere diinya capinda 600’den fazla tiir icermektedir. Bu cins, Tiirkiye’de 120’si yerli
olmak tizere 180’den fazla tiir ile temsil edilmektedir. Bu nedenle Tiirkiye, Centaurea
i¢cin ana gen merkezidir (Aktiimsek ve ark., 2013).

Centaurea tiirleri halk arasinda o6zellikle kuvvet verici, istah agici, gogis
yumusatici olarak, karaciger ve bobrek rahatsizliklarinin tedavisinde, nefes darligi, tilser
ve sitma hastaligr tedavisinde, bas, g6z ve bogaz agrilarinin giderilmesinde, goz
cevresinde goriilen sisliklerin tedavisinde, siniis enfeksiyonlarinda, yilan 1sirmalarina ve
akrep sokmasina karsi, dikenleri sigile batirilarak sigillerin yok edilmesinde kullanilir
(Baytop, 1999; Tuzlaci, 2006).

Centaurea tiirleri iizerinde yapilan calismalar ile bu tiirlerin yukarida belirtilen
etnobotanik kullanimlarini destekleyen antienflamatuar, antipiretik, anitiilserojenik ve
antimalaryal etkilerinin yaninda, antimikrobiyal, antiviral, diiz kaslar iizerinde
antispazmoidik, hipoglisemik, immiinolojik, nd&rotoksik, sitotoksik, vazodilator,
antidiyareik etkilerinin oldugu gosterilmistir (Arif ve ark., 2004). C. pulchella, C.
drabifolio, C. triumfetti, C. depressa ve C. virgata dahil olmak iizere bir¢ok Centaurea
tirti tibbi amaglar i¢in geleneksel olarak kullanilmaktadir. C. triumfetti ve C. urvillei
subsp. stepposa’nin bazal yapraklari gida maddesi olarak kullanilmakta ve taze iken
yenmektedir. Ayrica C. iberica’nin taze kokii, diger kisimlarinin soyulmasinin ardindan
yenilebilmektedir (Aktiimsek ve ark., 2013).

Ayni cinse ait degisik tiirlerde degisik etken maddelerin farkli dozlarda
olabilecegi yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir (Aktiimsek ve ark., 2011; Chicca ve
ark., 2011; Forgo ve ark., 2012; Salla ve ark., 2013). Bu farkliliklar sicaklik, toprak
icerigi ve rakim (yiikseklik) gibi ¢esitli faktorlere baglanmistir.

Cesitli Centaurea tiirleri ile bitkinin ¢esitli bolgeleri ucucu yag bilesimi,
antioksidan kapasitesi ve ikincil metabolitlerinin tespiti igin aragtirilmistir (Aktiimsek ve
ark., 2013). Centaurea tiirlerinin ¢ogunlukla toprak ftstii kisimlart galigilmistir.
Centaurea cinsine ait olan tiirlerde genel olarak gayanolit, germakranolit, elemanolit ve
6desmanolit yapilarindaki seskiterpen lakton bilesikleri, cok sayida metoksi ve hidroksi
grubu tastyan flavonoidler ve lignanlar tasidiklari bulunmustur (Zapesochnaya ve ark.,
1977; Ferguson ve ark., 2003; Trendaflova ve ark., 2007; Djeddi ve ark., 2008).
Centaurea cinsi bitki tiirlerinden elde edilen ugucu yaglar veya 6ziitlinden izole edilen

baz1 bilesiklerin antimikrobiyal ve antifungal etki gosterdigi saptanmistir (Kose ve ark.,
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2007; Djeddi ve ark., 2008; Rosselli ve ark., 2009). Centaurea cinsine ait bitki
tohumlarindan izole edilen lignan sinifi bilesiklerin antioksidan o6zellik gosterdikleri
ancak i¢lerinden bazilarinin bu etkilerine ek olarak sitotoksik 6zelliklere sahip oldugu
da ileri striilmiistiir (Forgo ve ark., 2012).

Centaurea cinsi ile total fenolik ve flavonoid icerigini belirlemek, farkli in vitro
testler kullanarak antioksidan 6zelliklerini gozlemlemek, bitkinin yag asidi bilesimlerini
tanimlamak amaci ile yapilan ¢alismalar vardir (Tepe ve ark., 2006; Karamenderes ve
ark., 2007; Aktiimsek ve ark., 2013). Centaurea’da 30 adet Ozgiin yag asidi
tanimlanmistir. Arastirilan yaglar igerisinde linoleik ve linolenik asit i¢eriginin total yag
asitleri i¢inde %30’luk bir degeri oldugu goriilmistiir. C.salicifolia subsp. abbreviata ve
C. babylonica’daki palmitik asit %29,3-%40,4 oraninda iken, C. pseudoscabiosa subsp.
araratica ve C. pulcherrima var. pulcherimma ise %29,81-%29,93 oraninda linoleik
asit bakimindan zengindir (Aktiimsek ve ark., 2011). Bu yag asitleri insan viicudunda
sentezlenmediginden, Centaurea tiirlerinde bulunmalar1 olduk¢a 6nemli ve degerlidir.

Centaurea tiirleri nemli etken maddelere sahip olmalarindan dolay1 fonksiyonel

besin formiilasyonlari i¢in 6nemli bir kaynak olusturabilecekleri distiniilmektedir.

2.5.2.1. Centaurea nerimaniae

Centaurea cinsi, Tiirkiye’deki en zengin bitki ¢esitidir. Bu bitki % 64’ endemik
olan 198 tiir tarafindan temsil edilmektedir. Bu calismada kullanilan Centaurea
nerimaniae (C. nerimaniae) Tiirkiye'nin Igel ili kuzeybatisinda, Arslankdy ilgesine
yakin Bolkar Dagi’ndan 2004 yilinda toplanmustir (Sekil 2-4). C. nerimaniae Giiney
Anadolu'ya endemiktir ve bir Akdeniz bitkisidir (Sekil 2-5). Bu yeni tiir, Tirk
florasinin arastirilmasi ve korunmasina degerli katkilar1 i¢in Tiirk botanik¢i Prof. Dr.
Neriman OZHATAY onuruna adlandirlmustir (Kiiltiir, 2010).

C. nerimaniae bitki oziitliniin kimyasal bilesenleri heniiz belirlenmemis olup, bu
bitki tirli ve oOziti ile ilgili herhangi bir in vivo ve/veya in vitro ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu bitkinin 6ziitii, HeLa ve MDA-MB-231 kanser hiicre soylari
tizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkilerinin arastirilmast amaciyla ilk kez bu

calismada kullanilmustir.
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Sekil 2-5: C. nerimaniae sp. (Kiiltiir, 2010).

(A: tiim bitki yapisi, B: yapraklar; a: alt kisim, b: orta kisim, c: {ist kisim)

C. nerimaniae bilgileri

[simlendirme: Centaurea nerimaniae S. Kiiltiir sp. nov. (Asteraceae)

Lokalizasyon: C5 igel, Mezitli-Arslankdy arasi, Mezitli’den 30 km sonra, 900 m
yiikseklikte

Toplayan: Stikran Kiiltiir ve Tuncay Kiiltiir

Teshis eden: Siikran Kiiltiir

Kodu: ISTE 98163
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2.6. APOPTOZ

Apoptoz (programli hiicre 6liimii), hiicre proliferasyonunun kontrolii i¢in veya
DNA hasarma yanit olarak hiicrelerin sectigi fizyolojik bir oliim seklidir.
Embriyogenez, morfogenez, normal doku yenilenmesi gibi fizyolojik olaylar sirasinda
ya da c¢esitli patolojik kosullarda hiicre i¢i veya hiicre disi uyaranlar ile
tetiklenebilmektedir.

Apoptozun tipik morfolojik 6zellikleri; hiicre biiziilmesi, hiicre membraninin
tomurcuklanmasi, kromatin kondensasyonu ve nukleus par¢alanmasidir (Sekil 2-6).
Apotozun erken evrelerinde hiicre yiizeyinde birtakim degisiklikler ortaya ¢ikar. Plazma
membranimin i¢ yiiziinde yer alan Fosfatidilserin (PS) membran disina tasinir.
Makrofajlar veya komsu hiicreler, apoptotik hiicreleri ylizeydeki bu molekiilleri
tantyarak fagositoz ile yutarak ortadan kaldirirlar. Bu temizlik siireci organizmalarin
gelisimi ve homeostasisi i¢in Onemlidir. Annexin-V, fosfatidilserin’e baglanan
rekombinant bir protein olup, PS uglaryla giiclii bir sekilde etkilesir ve apoptozun
tespitinde kullanilabilir. Apoptotik hiicrenin bu sekilde yok edilmesi inflamasyon
olusumunu engeller. Bu islem sonucunda veya sirasinda olusabilecek herhangi bir hata
veya yetmezlik sonucunda gesitli hastaliklar ortaya ¢ikabilir. (Hacker, 2000; Ziegler ve
Groscurth, 2004; Elmore, 2007; O’Brien ve ark., 2008; Oztiirk, 2009; Oztiirk, 2011;
Galuzzi, 2012).
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Sekil 2-6: Apoptoz morfolojisi  (http:/php.med.unsw.edu.au/cellbiology’den uyarlama).
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1.1.1. Apoptoz mekanizmalari

Apoptotik hiicre 6liimiinde hiicre ici veya hiicre disindan gelen 6liim uyaranlarina
gore esas olarak iKi hiicresel mekanizma ig goriir.
1) Oliim reseptérleri aracil1 yolak

2) Mitokondriyum aracili yolak

Oliim reseptérleri aracih yolak: Hiicre dis1 6liim sinyalleri toksinler, hormonlar,
bliylime faktorleri eksikligi veya sitokinler olabilir. Hiicre membraninda yer alan 6liim
reseptorleri (TNFR-1, Fas/CD95, TRAIL1, TRAIL2) ligandlar1 ile etkileserek oliim
sinyallerini hiicre icine iletir. Oliim reseptdrlerinin sitoplazmik bdlgelerinde yer alan
olim bolgesi (death domain - DD) aktifleserek sitoplazmadaki bir araci protein ile
etkilesir ve ardindan kaspaz aktivasyonu gergeklesir (Sekil 2-7). Ornegin Fas reseptorii
Fas ligandi ile etkilestiginde reseptoriin sitoplazmik ucundaki DD uyarilir ve Fas iligkili
olim bolgesi igeren (FADD) adaptor protein ile etkileserek oliim sinyal kompleksi
(DISC) olusur. Bu kompleksi tantyan bolgelere sahip olan prokaspaz-8 DISC’e baglanir
ve aktif kaspaz-8’e donustiriilir. Kaspaz-8 de kaspaz-3’ii aktiflestirir. Bunun
sonucunda bir¢ok hiicresel protein ve DNA yikilarak apoptoz gerceklesir. Bazi
kosullarda 6liim reseptor yolag: ile alinan 6liim sinyali, mitokondri yolag: ile baglanti
kurabilir ve iki yolak birlikte calisabilir. Ozellikle DISC kompleksi kaspaz-8’i
aktiflestirmede yetersiz kaldigi zaman kaspaz-8 Bid’i keser ve tBid olusur. Bu da
mitokondri membranina yerleserek mitokondriyal yolagin tetiklenmesine neden olur.
(Hacker, 2000; Ziegler ve Groscurth, 2004; Elmore, 2007; O’Brien ve ark., 2008;
Oztiirk, 2009; Oztiirk, 2011; Galuzzi, 2012).

Mitokondriyum aracih yolak: Biiylime faktorii eksikligi, hiicre iginde asiri
kalsiyum (Ca*?) birikimi, oksidatif stres ve DNA hasar1 gibi etkenler bu yolag
tetiklemektedir. Hiicre icinden gelen o&liim sinyalleri ile Bcl-2 protein ailesinin
kontroliinde olan mitokondriyum membranlarindaki porlarin gecirgenlik kontrolii
bozulur ve mitokondriyumun membranlar1 arasindaki alanda yerlesik olan sitokrom-c,
AIF (apoptoz tetikleyici faktor) Endo-G, Smac/DIABLO, Htr/Omi gibi pro-apoptotik
proteinler mitokondriyumdan sitoplazmaya salinir. Sitokrom-c’nin sitoplazmaya

salinmasi geri doniisiimsiiz bir adimdir (Sekil 2-7). Salinan sit-c, sitoplazmada
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prokaspaz-9 toplayan adaptor protein Apaf-1 ile birlikte multimerik kaspaz aktiflestirici
apoptozom kompleksini olusturur, burada kaspaz-9 aktiflesir ve kaspaz-3’i aktifler,
ardindan apototik yikimlar baslar. Bircok hiicresel protein ve DNA parcalanir.
Smac/Diablo ve Htr2A/Omi, apoptoz inhibitor proteinlerinin negatif diizenleyicisidir.
AIF ve Endo-G nukleusa tasinir ve DNA’nin fragmentasyonuna yol acan kromatin
pargalanmasini baglatir. (Hacker, 2000; Ziegler ve Groscurth, 2004; Elmore, 2007
O’Brien ve ark., 2008; Oztiirk, 2009; Oztiirk, 2011; Galuzzi, 2012).
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Sekil 2-7: Apoptoz mekanizmalar1 (Wong, 2011°den uyarlama).
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2.6.1. Apoptozun kontroliinde rol alan proteinler

Apoptozun mitokondriyal olaylarinin diizenlenmesi ve kontrolii Bcl-2 protein
ailesinin tyeleri tarafindan gerceklestirilir. Bcl-2 protein ailesi hiicrenin kaderinde
onemli rol oynayan bir kontrol noktasinda bulunur. Birgok durumda, apoptoz
yolaklarinin  etkinlesmesi  kaspazlarin  aktiflesmesine yol acar. Apoptozun
gerceklesmesinde kaspaz ailesinden bir¢ok proteaz is goOriir. Apoptoz inhibitor
proteinleri (IAP’lar) bir¢ok uyarana karsi, hiicresel [AP’lar kaspazlarin dogrudan
inhibitorii olarak gorev yapar. Timor baskilayict protein olan p53°in de apoptoz
siiresince Bcl-2 protein ailesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rolii bulunmaktadir.
(Hacker, 2000; Ziegler ve Groscurth, 2004; Elmore, 2007, O’Brien ve ark., 2008;
Oztiirk, 2009; Oztiirk, 2011; Galuzzi, 2012).

2.6.1.1. Bcl-2 ailesi

Bcl-2 ailesine ait proteinler mitokondri biitiinligiin  korunmasinda ve
mitokondriye ait proteinlerin sitoplazmaya saliniminin kontrol edilmesinde 6nemli rol
oynarlar. Bcl-2 ailesi iki alt grupta toplanir; proapoptotik proteinler (Bax, Bak, Bad,
Bid, Bim, Puma, Noxa, Bmf, Hrk, Bik, Bok) ve antiapoptotik proteinler (Bcl-2, Bcl-xL,
Bcl-w,Mcl-1, A1/Bfl-1, Bcl-B/Bcl2L10) (Sekil 2-8). Hiicreler antiapoptotik ve
proapoptotik Bcl-2 proteinlerinin dengesine bagimli olarak apoptotik uyaranlara karsi
duyarlidirlar. Proapoptotik Bcl-2 proteinleri hiicresel hasar veya strese karsi sensor
olarak goérev yaparlar ve sitozolde bulunurlar. Hiicresel stres uyaranlari ile mitokondri
yiizeyine go¢ ederler. Proapoptotik ve antiapoptotik Bcl-2 proteinleri arasindaki
etkilesim ile mitokondri membranlarindaki porlarin gegirgenlik kontrolii bozulur,
mitokondriye 0zel bazi proapoptotik molekiiller (Smac/Diablo, AIF, Endo-G ve
sitokrom-C) bu porlardan sitozole kagarlar ve apoptotik 6liim adimlari ilerler.

Bcl-2 ailesinin homoloji gésteren, 4 ortak boliim i¢eren “BH” bolgeleri (BH-1,-
2,-3,-4) dimerizasyon islevlerinde ve apoptozun kontroliinde Snemlidir. Apoptotik
uyarana yanit olarak oncelikle sadece-BH3 proteinleri, transkripsiyonel uyarim yolu ile
(Bax, Noxa, Puma), proteoliz yolu ile (Bid), yeni bir hiicresel yerlesim kazanarak (Bim,

Bmf) veya defosforile olarak (Bad) aktiflenirler. Aktiflesen sadece-BH3 proteinleri
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antiapoptotik Bcl-2 {iyelerini baskilayarak apoptotik hiicre 6liim mekanizmasini
calistirirlar (Dewson ve Kluck, 2000; Petros ve ark., 2004).

Anti-apoptotik proteinler
3012 B Bk
Pro-apoptotik proteinler

Sadece-BH3 proteinleri

i Bid, Bim, Bax, Puma,
i Noxa, Bik, Bmf, Hrk, Bnip3

Sekil 2-8: Bcl-2 ailesi proteinleri (Martinou ve Youle, 2012’den uyarlama).

2.6.1.2. Kaspazlar

Kaspazlar, proteinleri aspartik asit bolgelerinden proteolitik olarak kesen sistein-
aspartil proteazlardir. Sitoplazmada inaktif halde bulunurlar ve g¢esitli uyaranlarla
aktiflesirler. Kaspaz selalesi olusturarak apoptozun ilerlemesine katilirlar. Apoptozun
hem morfolojik hem de biyokimyasal degisikliklerinden sorumludurlar. Hiicreye ait
yapisal ve fonksiyonel bir¢ok sitoplazmik ve nuklear proteinlerin, ayrica nuklear
DNA’nin yikilmasini gergeklestirirler. Memelilerde kaspaz ailesinin 14 farkli iiyesi
bulunmustur. Apoptozdan sorumlu kaspazlar; baslatici kaspazlar (kaspaz-8, -9, -2, -10,
-12) ve efektor kaspazlar (kaspaz-3, -6, -7) olmak iizere iki alt grupta toplanirlar (Sekil
2-9). Diger kaspaz ailesi iyeleri kaspaz-1, -4, -5, -11 ve -13 ise enflamatuar
kaspazlardir. Oliim uyaranlar1 baslatic1 kaspazlar1 aktiflestirir, baslatici kaspazlar da
efektor kaspazlari uyarirlar. Baglangi¢ kaspazlart olan kaspaz-8 ve -10, 6lim efektor
bolgeleri (DED) ile, kaspaz-9 ve -2 ise (CARD) bolgeleri ile aktiflesirler. Hiicresel
yikimdan sorumlu olan efektor kaspazlar, kaspaz-3,-6 ve -7’dir ve baslatici kaspazlar
tarafindan aktiflestirilir. Aktif kaspaz-3 bir seri hiicresel proteinin yikimi ile hiicre
Oliimiiniin biyokimyasal ve morfolojik asamalarinin tamamlanmasinda kilit rol oynar.

Apoptozun en 6nemli belirteglerinden birisi de nukleustaki DNA’nin internukleozomal



26

bolgelerden kirilmasidir. Kaspaz-6 ve -3, nuklear parcalanmay1 gerceklestirir. Kaspaz-3,
ICAD’i (kaspazla aktiflesen DNaz inhibitorii) serbestlestirir ve CAD (kaspaz bagimli
DNaz), kromatini internukleozom bdlgelerinden kirarak nukleusun apoptotik
parcalanmasin1 saglar. Apoptoz tayininde DNA’nin nukleozomal iiniteler seklinde
pargalara ayrilmasi jel elektroforezinde 6zel bir DNA bant sekli ile (DNA merdiven
goriintlisil) ile tespit edilir. Kaspaz-6 ise niikleer laminlerin yikilmasinda, ardindan
kromatin yogunlagsmasinda ve nukleusun apoptotik par¢alanmasinda 6nemli rol oynar

(Zhivotovsky, 2003; Salvesen ve Riedl, 2008).

: — Apoptotik
NHy Kaspez-10 Kaspazlar

o AR - 00 Kespaz5
Enflamatuar
NH_CODH Kaspaz-11 Kaspaz'ar
I Biiyiik katalitik alt birim
BN ik katalitik altbirim N+~ - COCH Kaspoz-14

Sekil 2-9: Kaspaz ailesi (Lavrik ve Krammer, 2009’den uyarlama).

2.7. KANSER VE APOPTOZ

Yetiskin insan viicudunda her saniye mitoz ile ylizbinlerce yeni hiicre olusurken,
homeostasinin saglanmas: adma bir o kadar1 da apoptoz ile Slmektedir. Apoptotik
sinyallerdeki bozukluk cesitli hastaliklarda birinci veya ikinci diizeyde rol oynayabilir.

Kanser, normal bir hiicreyi malign bir hale ¢eviren degisiklikler/mutasyonlar

nedeniyle, hiicrelerin sayisinin asir1 artmasina, apoptozun azalmasina veya apoptoza
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diren¢ gosterilmesine neden olan bir hastaliktir. Bel-2 ailesine ait proteinlerin anormal
calismas1 kanserde siklikla goriilmektedir. Bcl-2 birgok kanser tiiriinde asir1 ifade
edilmekte ve apoptozun dogrudan baskilanmasina yol acgarak kanserin gelisimine neden
olmaktadir. Bcl-2 proteinin asir1 sekilde ifade edilmesi hematopoetik hastaliklarda
siklikla goriilmektedir.

Bax, Bak ve Bad gibi proapoptotik genlerdeki mutasyonlar veya aktivasyon
degisiklikleri bircok kanser tipi ile iliskilidir. Insana 6zgii kanserlerin neredeyse
yarisinda onkogen etkinlesmesine, hipoksiye ve o6zellikle DNA hasarina bagli olarak
pS3 mutasyonlar1 goriilmekte ve bu da biiyiimenin durmasina ve/veya apoptozun
uyarilmasina neden olmaktadir. p53°iin hedef genleri arasinda p21, Bax, Puma, Noxa,
Apaf-1 ve Fas bulunur. p53 aymi zamanda Bcl-2, Bcl-XL veya Survivin gibi
antiapoptotik proteinlerin de ifadesini baskilar. Transkripsiyondan bagimsiz p53
apoptoz yolaklarinda p53 mitokondriye go¢ eder, Bcl-XL ile etkilesir, porlarin
permeabilizasyon kontrolii bozulur ve sitokrom-c’nin salinmasina neden olur. Bim,
Raf/Mek/Erk yolagini baskilayarak melanoma hiicrelerinin 6ldiiriilmesinde énemli bir
rol oynar.

Molekiiler mekanizmalart hizlica c¢oziilen apoptotik hiicre  Sliimiiniin
engellenmesi  veya uyarilmasmna yonelik yeni teshis ve tedavi modelleri
gelistirilmektedir. Proapoptotik veya antiapoptotik genlerin mutasyonlar1 ile veya bu
molekiillerin yoklugu ya da asir1 ifadeleri ile apoptoz mekanizmasinin bozulabildigi ve
cesitli hastaliklarin patogenezinde rol oynadigi bir ¢ok calisma ile gosterilmistir.
Apoptoz yolaklar1 gen tedavisi, antisens stratejiler, rekombinant bilesikler, klasik
organik kimyasallar kullanarak engellenerek veya uyarilarak tedavi amaciyla bir¢ok
deneysel ve klinik caligsmalar yapilmaktadir. Kanser tedavisinde ¢ok sayida gelistirilmis
ve piyasa siiriilmiis olan apoptoz ile iligkili ilaglar bulunmaktadir.

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin bir¢ogu, apoptozu kontrol eden genlerin
ekspresyonlar1 iizerine etkilidirler. Deneysel modeller ile hiicre 6liim reseptorlerine
agonist veya antagonist rekombinant molekiiller ile 6liim reseptorlerinin islevlerinin
baskilandig1 veya uyarildigi gosterilmistir. TRAIL agonistleri ile kanser ve diger bazi
hastaliklarin tedavisinde klinik ¢alismalar hizla devam etmektedir. Meme epitelinde
Bcl-2 ekspresyonu Ostrojene bagimlidir ve anti-Gstrojen etkili tamoksifen in kullanimi
ile meme kanserlerinde Bcl-2 ekspresyonlart baskilanir ve apoptoz uyarilir. Bir diger

ajan olan vitamin D ve sentetik analoglari, vitamin D reseptorlerini uyarir ve ¢ogu
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antiapoptotik Bcl-2 ailesine ait genin, o&rnegin Bcl-2, Bcl-XL ve Mcl-1’in
ekspresyonunu baskilar. (Lockshin ve Zakeri, 2007; Hanahan ve Weiberg, 2011;
Oztiirk, 2009; Oztiirk, 2011; Goldar, 2015).

2.8. HUCRE CANLILIGI VE SITOTOKSISITE

Sitotoksisite, 6liim mekanizmalarindan bagimsiz kimyasal bir bilesigin hiicre
oldiirme Ozelligi olarak tanimlanir. Sitotoksisite testi, etken bir maddenin kanser
hiicreleri tizerindeki toksik etkisini belirlemek amaciyla yapilan bir yontemdir.
Geleneksel tedavi modelleri i¢inde yer alan sitotoksik kemoterapi, hala bircok kanser
tirti icin tercih edilmektedir (Kumar ve ark., 2012). Kemoterapi amaglh kullaniimakta
olan sitotoksik maddeler, boliinme evresindeki bir hiicreyi, Go fazindaki bir hiicreye
oranla daha fazla etkilemektedir. Bu nedenle, sitotoksik etkinin saptanmasi biiylik 6nem
tasimaktadir. Potansiyel antikanser bilesikler igin yapilan tarama ¢aligmalarinda
sitotoksisite miimkiin olan en diisiik konsantrasyonda taranmalidir (Mycek, 1998;
Alabsi ve ark., 2012).

Sitotoksik etki, tiimor hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde bliylimesini dnlemek
amaciyla antikanser tedavilerde tercih edilir. Kullanilan sitotoksik ilaglar, hiicre
¢ogalmasinin kontroliinde rol oynayan kinazlar, membran reseptdrleri veya hiicre i¢i
sinyal molekiillerinin islevlerine miidahale eder. Bu nedenle sitotoksik bir etki, hiicre
Olimiiniin uyarilmasindan once hiicre biiylimesi ve bdliinmesini engelleyerek
durdurmaktadir (Kustermann ve ark., 2013).

Hiicre canliligimin 6lgiimi, hiicre biyolojisinde temel adimdir. Sitotoksisitenin
saptanmasinda ¢esitli analiz yontemleri kullanilmaktadir. Klasik olarak Tripan mavisi
testi, LDH testi, Notral kirmizi testi, MTT, MTS, WST-1, XTT testleri gibi hiicre
canliligin1 ve sitotoksisiteyi tespit etmekte kullanilan bir¢ok yontem vardir. Bu
yontemlerin yani sira son yillarda hassas analizler yapabilen sistemler gelistirilmistir

(Berridge ve ark., 2005; Stoddart, 2011).
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Klasik sitotoksik analiz yontemleri:

Tripan Mavisi: Vital olmayan bir boyadir ve membran biitiinliigii bozulmus
hiicrelerde birikmektedir. Tripan mavisi ile boyanmis hiicrelerin sayist Hemositometre
ile mikroskop altinda tespit edilmektedir (Drake ve ark., 1972).

LDH Testi (laktat dehidrojenaz): LDH sizma testi, ekstraseliiler
medyumdaki laktat dehidrojenaz dl¢iimiine dayanmaktadir. Intraseliiler LDH nin kayb1
(azalis1) ve kiiltiir medyumuna salinimi, hiicre membran hasarina bagl olarak meydana
gelen geridoniisiimsiiz hiicre 6liimiiniin belirteci olmaktadir (Koh ve Choi, 1987).

Noétral Kirmizi Testi: Notral kirmizi, vital bir boyadir. Canli hiicrelerin
icerisinde birikerek yasayan hiicrelerin tespit edilmesini saglamaktadir. Notral kirmizi
ile boyanan canli hiicrelerin oran1t Hemositometre ile mikroskop altinda sayilarak tespit
edilmektedir (Borenfreund ve Puerner, 1985).

MTT  (3-(4, 5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,  5-diphenyl-2H-tetrazolium
bromide) Testi: Temel olarak, ¢ogalan hiicrelerin artan dehidrojenaz enzim aktivitesi ile
tetrazolyumu Kullanarak formazan (mor renkli) {iretmesi sonucu goriilen renk
degisiminin absorbans olarak spektrofotometre ya da ELISA okuyucu ile olgiilmesi
prensibine dayanmaktadir. Formazan {irlinii hiicre membranlari i¢in gegirgen degildir,
bu nedenle saglikl hiicrelerde birikmektedir (Mossmann, 1983).

MTS (3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-5- (3-karboksimetoksifenil)-2-  (4-
sulfofenil)-2H -tetrazolyum) Testi: Fenazin metosiilfat (PMS) varliginda, fosfat
tamponlu tuzlu su (PBS) iginde 490-500 nm. degerinde maksimum absorbansa sahip
olan bir formazan {irtiniinii tretir. MTT testindeki gerekli adimlar olmadan, hiicre
kiiltiirtine dogrudan bir reaktif ekleme kolayligi sunan tek asamali MTT testi olarak da
tanimlanmaktadir (Malich ve ark., 1997).

WST-1 (2-(4- iyodofenil)-3- (4-nitrofenil)-5- (2,4-disulfofenil)- 2H-
tetrazolyum) Testi: Hiicre proliferasyonu, hiicre canliligi, sitotoksisitesi ve radyoaktif
olmayan 6l¢limii i¢in uygulanan kolorimetrik bir testtir. Tetrazolyum tiirleri arasinda en
iyi alternatiflerden biridir. Diger tuzlara gore cabuk renk degisimi gostermektedir
(Ishiyama ve ark., 1996).

XTT (3-Bis(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum) Testi: XTT,
renksiz ya da hafif sar1 bir madde olup, indirgendigi zaman parlak turuncu rengini alir.
Bu renk degisimi, sadece pozitif yiliklii dordiinciil tetrazol halkasinin pargalanmasiyla

gerceklestirilir (Jost ve ark., 1992).



30

xCELLigence Sistemi (Ger¢ek zamanh, hiicre indeksi analizi): Hiicresel
biyolojik olaylar, bu sistem tarafindan hicbir isaretleme yapilmadan empedans tabanli
ger¢ek zamanh hiicre analizi ile tespit edilebilmektedir. Sistem, elektrodlu plakalarin
(E-plaka) zeminine yerlestirilmis mikro-elektrodlar sayesinde elektriksel empedans
Olger (Sekil 2-10). Empedans 6l¢timii hiicre sayisi, hiicre canliligi, hiicre morfolojisi ve
hiicre hareketi dahil olmak {izere hiicrelerin ¢esitli biyolojik durumu hakkinda kantitatif

bilgi verir (Ke ve ark., 2011).

Sekil 2-10: xCELLigence sistemi (Roche, 2008).

XCELLigence (Roche Applied Science, Mannheim, Almanya ve ACEA
Biosciences, San Diego, CA) sistemi; empedans tabanli ger¢ek zamanli hiicre analizorii,
RTCA tek plaka istasyonu, entegre yazilim programi bulunan RTCA bilgisayar1 ve tek
kullanimlik 96’lik E-plaka olmak {izere 4 ana bilesenden olusur (Roche, 2008; Ke ve
ark., 2011).

RTCA sistemi, yapiskan (adherent) hiicrelerin 6zel E-plakalardaki her bir
kuyunun altinda bulunan mikroelektrod sensorlerle etkileserek yapismasina ve bu
kuyularda meydana gelen elektrik empedansdaki (6z direng) degisiklikleri 6lgmektedir
(Sekil 2-11). Bu cihaz, hiicre yapismasi, ¢ogalmasi, hiicre 6liimii, yayilma ve diger
morfolojik degisikliklerin uzun dénemde ve gercek zamanli izlenmesine olanak verir
(Kustermann ve ark., 2013).

Sistemin temelini olusturan ve gercek zamanli olarak hiicre empedansin
Olgmekte kullanilan 96’lik E-plaka, tek kullanimlik olup 96 kuyucuk igerir. Her bir

kuyucugun alt kisminda altindan yapilmis mikroelektrod sensor bulunur. Sistem,
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mikroelektrodlar iizerine yapisan hiicrelerin empedansini 6lger. Kuyucuklara ekilen
hiicre sayisi, ayrica hiicrelerin elektrodlarla etkilesebilme potansiyeli ve toplam hiicre
morfolojisi empedansi etkileyen faktorler arasinda yer almaktadir (Urcan ve ark, 2010).
Ortamda 1pA kadar alternatif akim uygulanmasi, hiicreler ile mikroelektrodlar
arasinda elektriksel alanin olugsmasini saglar. Hiicreler elektrodlar {izerine yerlestikleri
andan itibaren, sistemden gegen akim hiicrelerin elektrik empedansina esit olur. Sistem
tarafindan siirekli olarak empedans Ol¢iimii yapilir, empedans verileri bilgisayara

gonderilir ve yazilim tarafindan analizi gerceklesir (Ke ve ark., 2011).
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Sekil 2-11: Hiicrelerin elektrik empedansinin él¢iimiiniin sematik gosterimi (Roche, 2008).

Ortamda elektroda yapismis bir hiicre olmadiginda, elektrodun empedansi,
elektrod c¢ozeltisinin ve kuyucuktaki bos c¢ozeltinin etrafindaki iyonik c¢evrenin
empedansina gore belirlenir. Ancak elektroda yapismis hiicreler oldugunda, elektrodun
sensOr yiizeyine yapisan hiicreler bir yalitkan gibi davranacagindan ve elektrod
¢oOzeltisinin ylizeyindeki iyonik ¢evreyi degistireceginden, empedansta bir artisa sebep
olur. Elektrod iizerinde ne kadar hiicre ¢ogalirsa, alinan empedans degeri de o kadar
artar. Elde edilen empedans degeri “hiicre indeksi” adi verilen bir parametre ile lgiliir.
Uretici firmanin énerdigi hiicre indeksi en az 0,5, ideal olarak ise 1 ya da daha yiiksek
deger kabul edilir. Ayrica, kullanilacak hiicre sayisi, hiicre indeksi/hiicre sayist lineer

araliginda olmalidir. Her bir kuyucugun sahip oldugu elektrodtan alinan empedans
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Ol¢iim degerleri, kuyucukta elektroda yapismis hiicre olup olmadigina, kuyucugun
elektrod geometrisi ve kuyucuktaki iyon konsantrasyonuna goére degisiklik gosterir

(Roche, 2008; Martinez-Serra ve ark., 2014).

xCELLigence sistemi; ilag gelistirme, toksikoloji, kanser, tibbi mikrobiyoloji ve
viroloji aragtirmalarinda ¢esitli uygulamalarin bir arada yapilabilmesi i¢in dinamik,
gercek zamanli, isaretleme igermeyen hiicre analizini saglayan hiicre bazli

mikroelektronik bir biyosensor sistemidir (Ke ve ark., 2011).
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali’nda 2013-2015 yillar1 arasinda yapilmustir.*

3.1. BITKI OZUTU

Calismada kullanilan endemik bir tiir olan Centaurea nerimanie S. Kiiltiir bitki
oziitii Dog. Dr. Giillay MELIKOGLU’ndan (Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmakognozi Anabilim Dali) temin edildi. Bu c¢alismada, Bolkar Dagi’ndan 2004
yilinda Dog. Dr. Siikran KULTUR tarafindan toplanan bitkinin toprak iistii kisimlari
laboratuvar 1sisinda kurutulduktan sonra toz edildi. Saf metanol ile perkole edilip
rotavaporda 30-35°C’de yogunlastirildi. Elde edilen bitki ozitii liyofilize edilerek
kullanildi.

3.2. HeLa ve MDA-MB-231 HUCRE SOYLARI

HeLa (Insan Servikal Adenokarsinom Hiicreleri - Human Cervical
Adenocarcinoma Cells): ATCC (American Type Culture Collection) kokenli olarak
Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Radyobiyoloji Anabilim Dalr’'ndan temin edildi.

MDA-MB-231 (insan Meme Adenokarsinom Hiicreleri - Human Breast
Adenocarsinoma Cells): ATCC (American Type Culture Collection) kdkenli olarak
Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dalr’'ndan temin edildi.

3.3. HUCRE KULTURU

Hiicre kiiltiiriinde besiyeri olarak kullanilan medyum (DMEM, Gibco Lab.) distile
suda ¢oziindiiriilerek igerisine 100 pg/ml streptomisin (Streptomisin siilfat, I.E. Ulagay)
ile 100 IU/ml penisilin (Pronapen, Pfizer) eklendi, daha sonra 0,22 pum olan steril
filtreden (Millipore) gegirildi. Hazirlanmis olan stok besiyeri, +4 °C’de saklandi.

HeLa ve MDA-MB-231 hiicreleri, %10 Fotal Bovine Serum (FBS, Gibco Lab.)
iceren Minimum Essential Medium’da (MEM), pH 7,2’de, 37°C’de, haftada iki kez

Hiicre kiiltiirii calismalarimn bir boliimii Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali’nda yapimistir.
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diizenli pasajlar1 yapilarak yetistirildikten sonra bu hiicrelerin standart hiicre kiiltiirii
besiyerine, % 10 FBS eklenerek ve pH’s1 % 4,4’lik NaHCOs ile 7,2’ye ayarlanarak 25
cm?’lik steril kiiltiir kaplarinda, % 5 CO2 ve % 95 hava igeren nemli atmosferde,

37°C’de tek tabaka kiiltiir olacak sekilde inkiibasyonlar1 gergeklestirildi.

3.3.1. Hiicrelerin pasaj islemi

HeLa ve MDA-MB-231 hiicreleri, yetistirildikleri kiiltiir kaplar1 igerisinde
yeterli yogunluga eristiklerinde pasaj islemine baslandi. Hiicreler, bulunduklari
yiizeyden kaldirilmalari amaci ile 3 ml tripsin ile 4 dakika inkiibe edildi. Siispanse
edilen hiicreler bulunduklar kiiltiir kabindan toplanarak santrifiij tiipiine aktarildi ve
tripsini baskilamak amaciyla tizerine 3 ml besiyeri eklendi. 500xg dénme hizinda 5
dakika santrifiij edilerek hiicrelerin ¢okmesi saglandi. Coken hiicrelerin siipernatant
kismi uzaklagtirildi. Deney i¢in gerekli hiicre sayilar1 hematositometre ile hesaplanip,
besiyeri ile sulandirma yapilarak, her deney i¢in daha dnce belirlenen optimum sayida

hiicrelerin ekim iglemi gerceklestirildi (Freshny, 2000).

3.3.2. Hiicrelerin ekimi

Hiicrelerin ekim islemleri, sitotoksisite (xCELLigence sistemi) deneyi igin 96
kuyucuklu kiiltiir kaplarina 10.000 hiicre/ml; Immiinhistokimya (IHK) ve TUNEL
yontemleri i¢in 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarma 150.000 hiicre/ml, ayrica apoptotik
hiicrelerin morfolojilerinin floresan mikroskobunda goriintiilenmesi amaciyla uygulanan
DAPI boyamasi igin 20.000 hiicre/ml olacak sekilde yapildi. Hiicrelerin ekim
islemlerinin ardindan pH 7.2’de, %5 CO2 ve % 95 hava igeren inkiibatorde 37°C’de, 24
saat bekletilerek inkiibasyon gergeklestirildi.

3.4. OZUTTEN FARKLI KONSANTRASYONLARIN HAZIRLANMASI

Deneylerde kullanilan C. nerimaniae bitkisinin toprak fistii kisimlarindan
metanolde hazirlanmig olan 6ziitten farkli konsantrasyonlarin hazirlanmasinda daha
once yapilmis olan ¢alismalar referans alindi (Dagdeviren, 2010; Erel ve ark., 2014). C.
nerimaniae bitkisinin 6zitii, serumsuz DMEM’de c¢oziindiiriilerek steril filtreden
gecirildi ve stok soliisyon elde edildi. Hazirlanan stok soliisyondan % 10 FBS iceren
steril DMEM ile sulandirilarak 8 farkli konsantrasyon (0.001 - 0.005 - 0.01 - 0.05-0.1 -
0.5 - 1 - 5 mg/ml) hazirlandi.
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3.5. GERCEK ZAMANLI SITOTOKSISITE ve HUCRE INDEKSi OLCUMU

Oziitiin 8 farkli konsantrasyonun (0.001 - 0.005 - 0.01 - 0.05-0.1-05-1-5

mg/ml) HeLa ve MDA-MB-231 kanser hiicre soylar1 iizerindeki sitotoksisitesi ve hiicre

indeksinin analizi xCELLigence sistemi kullanilarak yapildi (Ke, Wang, Abassi, 2011).

1.

HeLa ve MDA-MB-231 kanser hiicre soylar, kiiltiir kaplarinda (flasklarda) %75
doluluga ulastiktan sonra 1x10* hiicre/100 pl olacak sekilde resiispanse edildi.
[lk adimda cihazdaki 96 kuyulu 6zel plakaya (E-plate) 100 pl medyum
eklenerek saglama degeri alindi. Daha sonra bu kuyulara ait hiicre ekimleri
(10.000 hiicre/kuyu) yapildi ve ardindan E-plaka cihaza yerlestirildi.
XCELLigence (RT-CES, xCELLigence; Roche Applied Science, Mannheim,
Germany, and ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA) sistemine ait software
programi agilarak plaka 19 saat boyunca tutuldu ve 19 saat sonra (hiicre indeksi
1 oldugunda) 8 farkli konsantrasyonda hazirlanan 6ziit (0,001 - 0,005 - 0,01 -
0,05-0,1-0,5-1-5 mg/ml) hiicreler ile muamele edildi.

Kontrol olarak 3 ayr1 kuyuda 6ziit icermeyen %1 serumsuz medyum kullanild1.
Oziit uygulamasmin ardindan empedansa bagh hiicre indeks degisimi (hiicre
canlilif1) 72 saat boyunca izlendi.

Uygulama 15’er dakikalik arayla 72 saat boyunca, 3 tekrarli olarak yapildi.

Bitki oziitiintin farkli konsantrasyonlarinin hiicre soylar1 tizerindeki sitotoksik
etkisi ve ICso degeri, RTCA Software 1.2.1 kullanilarak hesaplandi.

HeLa ve MDA-MB-231 kanser hiicre soylar1 i¢in en uygun etken doz ve saat

belirlemesi analizi yapildi.

3.6. ETKEN DOZLARA GORE DENEY GRUPLARI

A. Hela (serviks adenokarsinomu) hiicre soyu

1. Kontrol grubu: Oziit uygulanmayan grup

2. Deney grubu: C. nerimaniae 6ziitiiniin etken dozunun uygulandigi grup
B. MDA-MB-231 (meme adenokarsinomu) hiicre soyu

1. Kontrol grubu: Oziit uygulanmayan grup

2. Deney grubu: C. nerimaniae 6ziitiiniin etken dozunun uygulandigi grup



36

3.7. MORFOLOJIiK GORUNTULEME YONTEMLERI

HeLa ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda, morfolojik olarak apoptotik hiicrelerin
tespiti ve apoptotik indeksin belirlenmesi amaciyla 24'lii kuyulara 150.000 (TUNEL ve
[HK) - 20.000 (DAPI) hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi. 24 saat boyunca 37°C
inkiibatorde bekletildi. Daha sonra, 6ziitiin XCELLigence sistemi ile belirlenen etken

dozlar1 HeLa ve MDA-MB-231 hiicre soylarina belirlenen saat siiresince uygulandi.

3.7.1. Faz-Kontrast Mikroskobu
C. nerimaniae bitkisinden hazirlanan 6ziitiin etken dozlarinin uygulandigi HelLa
ve MDA-MB-231 hiicrelerinde meydana gelen degisimler, 48 ve 72 saat deney
stiresinin sonunda x20’lik objektifte Olympus CKX41 marka faz-kontrast mikroskobu
ile incelendi. Deney gruplarindaki hiicrelerde genel sitotoksisite ve apoptoza 0zgi

olusan morfolojik degisimler gdzlemlendi.

3.7.2. Isik Mikroskobu
Hiicre soylar;, Immiinhistokimya ve TUNEL tekniklerinin uygulanmasi icin

asagidaki islem sirasina uygun olarak hazirlandi.

1. Kiiltiir kaplarinda tek tabakali hale ulasan hiicreleri yiizeye kaldirmak igin

3 ml tripsin eklendi ve tripsin aktivasyonu i¢in 4-5 dakika boyunca 37°C’lik
etiivde bekletildi.

Kiiltiir kaplarindan toplanan hiicreler 5 dakika 500g’de santrifiij edildi.
Siipernatant uzaklastirilarak pellete 1 ml medyum (DMEM) eklendi.

Hiicreler pipeta; ile iyice homojenize edildi ve sayimlar1 yapildi.

o B~ w N

Hiicrelerin 24’liik kuyulara ekimi i¢in gerekli olan ve dnceden sterilize edilmis

olan 15cm’lik yuvarlak lameller alevden gecirilerek kuyulara yerlestirildi.

6. IHK ve TUNEL yo6ntemi igin her bir kuyuya 150.000 hiicre ekildi ve optimum
hiicre yogunlugu saglandi.

7. Lameller kuyulara yerlestirildikten sonra, HeLa ve MDA-MB-231 hiicreleri
150.000 hiicre/kuyu olacak sekilde eklendi.

8. Eklenen hiicrelerin iizerine kuyular1 Iml’ye tamamlayacak sekilde medyum
eklendi.

9. Hicrelerin lamellere iyice tutunup yapismasi i¢in 24’liik plakalar 37°C’lik

etiivde 1 giin boyunca inkiibe edildi.
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HeLa ve MDA-MB-231 hiicreleri igin belirlenen etken 6ziit dozlar
hazirlanarak steril filtrelerden (Millipore) gegirildi.

24°liik plakalardan medyum uzaklastirildi. Kontrol ve deney grubu, 12’serlik
kuyular seklinde ayarlandi.

Kontrol grubuna 1 ml medyum, her iki deney grubuna taze olarak hazirlanmis
olan bitki 6ziitiinlin etken dozlar1 eklendi, ardindan 1ml’ye tamamlanacak
sekilde medyum ilave edildi.

HelLa (48 saat) ve MDA-MB-231 (72 saat) hiicre soylar1 belirlenen saatler
stiresince 37°C’lik etiivde inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyon sonunda hiicreler faz-kontrast mikroskop altinda incelenerek 151k
mikroskopi islemleri i¢in hazir olduklar1 tespit edildi.

Tween-20/PBS ile 3 kez 5 dakika siireyle hiicreler yikandi.

Hiicreler; IHK igin %4’liikk paraformaldehit ile, TUNEL ydntemi i¢in %10’luk
formol ile 20 dakika fikse edildi (fiksatifler steril filtreden gecirilerek
kullanildi).

Tween-20/PBS ile 3 kez 5 dakika siireyle hiicreler yikandi.

[HK ve TUNEL yéntemlerine baslamadan 6nce igin her bir kuyuya 1 ml PBS
eklendi ve 24’liik plakalar daha sonra kullanilmak iizere +4°C’ye kaldirildi.

3.7.2.1. immiinhistokimya

Apoptoz belirteglerinden olan aktif kaspaz-3 antikoru (Santa Cruz Biotech; Sc-7148,

1:100 diliisyon) kullanilarak %@4’liikk paraformaldehit ile tespit edilen hiicrelere

uygulanan Streptavidin-Biotin-Peroksidaz yontemi ile kit (Histostain-Plus Bulk Kit,

Zymed LAB-SA Detection System, Amerika) iginde tavsiye edilen islem sirasi bazi

degisiklikler ile optimize edilerek immiinhistokimyasal boyama uyguland: (Wang,

2014).

1. Hiicreler, 3 defa 5’er dakika PBS ile yikand.

2. Maskeleme (blocking) soliisyonu ile 20 dakika muamele edildi (istenmeyen

antijenlerin baskilanmasi).

3. Aktif kaspaz-3 antikoru (1:100) ile bir gece +4°C’de nemli ortamda muamele
edildi.

4. Hiicreler, 3 defa 5’er dakika PBS ile yikandi.

5. % 0.3 H202’de 10 dakika muamele edildi.
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Hiicreler, 3 defa 5’er dakika PBS ile yikandi.
Biotin ile isaretli ikinci antikor ile 20 dakika muamele edildi.
Hiicreler, 3 defa 5’er dakika PBS ile yikandi.

Streptavidin-Peroksidaz kompleksinde 20 dakika muamele edildi.

. Hiicreler, 3 defa 5’er dakika PBS ile yikandi.
11.

Substrat-kromojen (AEC = 3-aminoetil 9-karbazol) soliisyonu ile 20 dakika renk
reaksiyonu (kirmizi1) gézlenene kadar inkiibe edildi.

Distile suda yikandi.

Hiicrelere 40 saniye boyunca metilen mavisi zit boyasi uygulandi.

Distile suda yikandi.

[HK yéntemi uygulandiktan sonra kuyulardaki lameller dikkatli bir sekilde ince
uglu pens yardimiyla kaldirilip, lamlar iizerine damlatilan gliserin-jelatin ile

kapatildi ve 1 saat 37°C’lik etiivde tutuldu.

Immiin boyama 6zgiilliigiiniin kontrolii: Immiin boyamanin kontrolii i¢in negatif

kontrol kullanildi. Negatif kontrol olarak IHK islem sirasinda primer antikor yerine

PBS damlatilarak tiim islem basamaklar1 aynen uygulandi.

3.7.2.2. TUNEL Yontemi

Apoptotik 6liimiin belirte¢lerinden olan DNA kiriklariin in situ olarak saptanmasi

icin TUNEL metodu (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick and labeling)
kit (ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Peroksidase Kit -S7101-KIT,

Chemicon, Almanya) i¢inde tavsiye edilen islem siras1 bazi degisiklikler ile optimize

edilerek (Wu, 2008) uygulandi. Apoptotik siiregte kirilan DNA pargalarinin 3’OH

uclari,

Terminal deoksiniikleotidil transferaz (Tdt) enzimi kullanilarak digoksigenin

isaretli dUTP ile isaretlendi ve islem sonunda isaretlenmis apoptotik hiicreler AEC (3-

aminoetil 9-karbazol) ile boyanarak mikroskopta goriiniir hale getirildi.

1.
2.

Hiicreler Tween-20/PBS (25ul Tween-20 + 50 ml PBS) ile 15 dakika yikandi.
Hiicreler, PBS ile hazirlanmis % 0.3 H2O; ile 5 dakika oda 1sisinda muamele
edildi (endojen peroksidazin maskelenmesi i¢in).

Hiicreler, 3 defa 2’ser dakika Tween-20/PBS ile yikandi.

Lamellerin ¢evresi dikkatlice kurulanip, hiicrelerin iizerine 75 pl 1 x Dengeleyici
Tampon konulup plastik lameller ile kapatildi. 30 dakika oda 1sisinda inkiibe
edildi.
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5. Plastik lameller kaldirildi, lamellerin etrafi kurulandi ve tizerlerine 55 pl TdT
enzimi konularak plastik lameller ile kapatildi. 37°C’lik etlivde 1 saat inkiibe
edildi.

6. Plastik lameller kaldirildi, hiicreler durdurma/yikama tamponu ile oda 1sisinda
10 dakika yikandi.

7. Hiicreler 3 defa 5’er dakika Tween-20/PBS ile yikandi.

8. Her lamel lizerine 65 pl Anti-Digoksigenin-Peroksidaz konuldu ve tizerlerine
plastik lameller tekrar kapatilarak oda 1s1sinda 30 dakika bekletildi.

9. Plastik lameller kaldirildiktan sonra hiicreler 3 defa 5’er dakika yikandi.

10. Hiicrelerin bulundugu lamellerin etrafi kurulandiktan sonra her birine 75 pl AEC
damlatildi. 6-7 dakika sonra pozitif renk reaksiyonu mikroskop altinda kontrol
edildi.

11. Renk reaksiyonunun olusmasindan sonra hiicreler distile su ile 3 defa 1’er
dakika yikandi.

12. Hiicreler zit boyama i¢in metil yesili ile 2 dakika boyandi, distile su ile boyama
durduruldu.

13. TUNEL yontemi uygulandiktan sonra kuyulardaki lameller dikkatli bir sekilde
ince uglu pens yardimiyla kaldirilip, lamlar tizerine damlatilan gliserin-jelatin ile
kapatildi ve 1 saat 37°C’lik etiivde tutuldu.

Uygulama esnasinda taze olarak hazirlanan soliisyonlar:

% 0.3 H20, (PBS ile)
Tdt: 77 pl Reaksiyon Tamponu + 33 pl Tdt Enzimi = 110 pl
Durdurma/Yikama tamponu: 10 pl Yikama soliisyonu + 340 pl Distile Su =
350 ul
TUNEL Boyama ozgiilliigiiniin kontrolii: Boyamanin kontrolii i¢in negatif
kontrol kullanildi. Negatif kontrol olarak hiicre ekili lamele TUNEL islem
sirasindaki Tdt enziminin uygulandigi asamada, Tdt enzimi yerine distile su

damlatildi. Daha sonra tiim islem basamaklar1 aynen uygulandi.
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3.7.3. Floresan Mikroskobu
HeLa ve MDA-MB-231 hiicre soylarina 0ziit uygulamasi ile ortaya c¢ikan
apoptotik hiicrelerin ve nukleus morfolojilerinin tespiti igcin DAPI boyama yontemi

uygulandi ve floresan mikroskobunda incelendi (Huang, 2007).

1. Isik mikroskopi yonteminin igslem sirasi aynen uygulandi. Sadece 6. ve 16.
adimlar asagida verildigi sekilde uygulandi.

2. 6. islem sirasinda 24°liik plakalardaki her kuyucuga 20.000 hiicre/kuyu olacak
sekilde HeLa ve MDA-MB-231 hiicre soylar ekildi.

3. 16. islem sirasinda, hiicreler saf metanol ile 20 dakika tespit edildi.

4. Tween-20/PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi.

5. Kuyucuklara PBS ile sulandirilan DAPI (SC-3598) (1:1000) eklendi ve 5
dakika karanlikta inkiibe edildi.

6. Lameller dogrudan lamlar iizerine kapatildi.

7. Hazirlanan lamlar Olympus BX51 floresan mikroskobunda (Aex 364 nm; Aex

454 nm) incelendi.

3.8. APOPTOTIK INDEKS

Apoptotik indeksin tespiti, LEICA marka 11k mikroskobunda ve x20 biiylitmede
rastgele segilen 12 alanda TUNEL pozitif olarak isaretlenen apoptotik ve normal
nukleuslar sayilarak apoptotik indeks (Tun¢demir ve Oztiirk, 2008) asagidaki formiile

gore hesaplandi.

Apoptotik indeks (Al) = Apoptotik nukleus sayisi / Toplam hiicre sayist x 100

3.9. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Deney gruplarindan elde edilen veriler karsilagtirmali olarak degerlendirildi. HeLa
ve MDA-MB-231 hiicrelerinin sitotoksisite 6l¢tim sonuglar1 tek yonlii ANOVA’ya gore
Tukey testi ile, deney gruplarinin kontrol grubuna goére ve birbirleri ile olan
anlamliliklar1 ise Mann-Whitney U Testi ile degerlendirildi. Anlamlilik degeri olarak
p<0.05 seviyesi temel alindi. Degerlendirmeler “GraphPad Prism version 6.00,
GraphPad Software, San Diego California USA, Anonim-c” programi kullanilarak

yapildi.
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3.10. Kullanilan kimyasal malzemeler

1-

10-
11-
12-
13-
14-

Antikor sulandiric1 (Zymed)

DAPI (4°,6-Diamidino-2-phenylindole) (Santa Cruz)
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Gibco)
Etanol (Merck)

FBS (Fetal Bovine Serum) (invitrogen)

Formol (Merck)

Gliserol (Santa Cruz)

H>0> (Hidrojen peroksit) (Merck)

Kaspaz-3 antikoru (Santa Cruz)

Paraformaldehit (Merck)

PBS (Phosphate Buffered Saline) (pH 7,4) (Gibco)
Penisilin (LE. Ulagay)

Streptomisin (Pronapen, Pfizer)

Tripsin % 0.25 (Invitrogen)

3.11. Kullanilan geregler

10-
11-
12-
13-
14-
15-
16-

Ayarlanabilir hacimli pipet seti (Eppendorf)
Balon joje (500, 1000 ml)

Buzdolabi (Ariston)

Derin dondurucu (-20 °C) (Elektrolux)
Enjektor (10, 50 cc)

Floresan mikroskop (Olympus BX 51)
Hassas terazi (Ohaus Galaxy 4000)

Isik mikroskobu (Leica DM 2500)
Inkiibatér (CO2’li) (Eppendorf)

Invert (faz-kontrast) mikroskop (Olympus, CKX41)
Kriyojenik tiipler (Santa Cruz)

Laminar kabin (ESCO Class Il Type A2)
Mavi kapakli sise (100, 500, 1000 ml)
Membran filtre (0.22 pum) (Millipore)
Meziir (25, 50, 200 ml)

pH metre (Scheat pH-meter CG825)



17- Pipette controler (CAPP)

18- Saf su cihaz1 (Millipore Elix 3)

19- Santrifiij (Hettich EBA 8S)

20- Santrifiij tiipii (15, 50 ml) (Santa Cruz)

21- Serolojik Pipet (5 ml) (Santa Cruz)

22- Sonikator (United Jewelry Tool Supplies)
23- Steril pipet uglar1 (10,100, 1000 ul) (Expell)
24- Thoma Lam1

25- xCELLigence cihazi (ACEA, Roche)

26- Yuvarlak Lamel (15 mm)

27- 25 cm? ve 75 cm?kiiltiir kaplar1 (Santa Cruz)
28- 12’1ik, 24’lik ve 96°lik kuyucuklu plakalar (Santa Cruz)

3.12. Kullanilan tampon ve ¢ozeltiler
1- %10’luk formol

% 37 Formaldehid (Merck) 100 mi
Distile su 900 ml

2- % 4’liik paraformaldehit

Paraformaldehit 4gr
PBS 100 ml’e tamamlandi.
65°C°de karistirici ile ¢ozelti berraklasincaya kadar 1IN NaOH damlatilarak

karistirildi. Steril filtre ile stiziildii.

3- Fosfat tuz tamponu (PBS) (PH: 7.2-7.4)

NaCl 8.79 gr.
KH2PO4 0.272 gr.
NaHPO4 1.135gr.

1000 cc distile su ile tamamlandi.
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3- Tween-20/PBS

Tween-20
PBS

4- Gliserin jel

Gelatin
Gliserol
Ultra saf su

5- H202

H202
PBS

25 ul
50 ul

7 ml
6 ml

1mil
9 ml

43
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4. BULGULAR

4.1. GERCEK ZAMANLI SITOTOKSISITE ve HUCRE INDEKSI ANALIZI

Gergek zamanl hiicre analizi i¢in XCELLigence sisteminde E-plakalara ekilen
(Tablo 4.1) HeLa ve MDA-MB-231 hiicre soylarinin hiicre indeksinin 1’1 gectigi 19.
saatte tespit edildi. Hazirlanan 8 farkli konsantrasyon, E-plaka yerlesimine bagli olarak
kuyucuklardaki hiicrelere uygulandi ve 6ziit konsantrasyonlarin hiicreler lizerindeki

sitotoksisitesi ve canliliga etkilerinin analizi RTCA software kullanilarak yapildi.

Tablo 4-1: HeLa ve MDA-MB-231 hiicre soylarimin ekildigi ve 8 farkh oziit
konsantrasyonunun ayarlandigi 96 kuyucuklu E-plaka yerlesimi (CN: Centaurea
nerimaniae).

seumaus medyum(l)  serumauz medyum (0) serumsuz medyum (0) HELA(10000) HELA{10000) HELA(10000) MDA-MB-231(10000) MDA-MB-231{(10000) MDA-MB-231(10000)
A 0 0 (1} CN(1.00mg/mt) CN(1.00mg/mi) CN(1.00mz/ml) CN(100.00uz/ml) CN(100.00ug/ml) CN(100.000g/mi)
HELA(10000) HELA(10000) HELA(10000) HELA{10000) HELA(10000) HELA(10000) MDA-MB-231(10000) MDA-MB-231{10000) MDA-MB-231(10000)
B 0 0 0 CN(5.00mg/mt) CN(5.00mg/mD) CN(5.00mg'ml) CN(500.00ug'm!) CN(500.00ug/ml) CN(500.00ug/mI)
HEL A(10000) HELA{10000) HELA(10000) MDA-MB-231(10000) MDA-MB-231(10000) MDA-ME-231{10000)
C  CN(1.00ug/mD) CN(1.00ug/ml) CN(1.00ug/mi) CN(1.00mp/mt) CN(1.00mg/ml) CN(1.00mg/mi)
HELA(10000) HELA(10000) HELA(10000) MDA-MB-231(10000) MDA-MB-231(10000) MDA-MB-231(10000) MDA-MB-231(10000) MDA-MB-231(10000) MDA-MB-231(10000)
D CN(5.00ug/my) CN(5.00ug/ml) CONS.00ug/mI) 0 0 0 CON(5.00mg/mi) CON(S.00me/mi) CON(S.00me/m1)
HELA(10000) HELA(10000) HELA(10000) MDA-MB-231(10000) MDA-MB-231{10000)  MDA-MB-231(10000)
E  C10.00ug/ml) CN(10.00ug‘mt) CN(10.000g/m1) N1 O0ug/mt) CN(1.00ug/m1) CON(1.00ug/m1)
HELA(10000) HELA(10000) HELA(10000) MDA-MB-231(10000) MDA-MB-231(10000) MDA-MB-231(10000)
F  CN(50.00ug/ml) CN(50.00ug/'m!) CN(50.00ug/mi) CN(5.00ug/m!) CN(5.00ug/'mI) CN(S.00ug/'m!)
HELA(10000) HELA(10000) HELA(10000) MDA-MB-231(10000) MDA-MB-231(10000) MDA-MB-231(10000)
G ON100.00uzml)  CN(100.00sz/ml)  CN(100.00ug/mi)  CN(10.00ug/ml) CN(10.00ug/mY) CON(10.002'm1)
HELA(10000) HELA(10000) HELA(10000) MDA-MB-231(10000) MDA-MEB-231(10000) MDA-MB-231(10000) dmem(0) dmem(0) dmem(0)
H CN(500.00ug/ml) CN(500.00ug/ml) CN(500.00ug/ml) CN(50.00ug/ml) CN(50.00ug/ml) CN(50.00ug/'ml) 0 0 0

Sonuglara gore, Sekil 4-1 ve Sekil 4-2°de gosterildigi gibi, Oziitiin uygulandigi an
0. saat olarak kabul edildi. Canlilik egrileri her 15 dakikada bir yazilim sistemi
tarafindan cizilerek, 6ziit konsantrasyonlarinin HeLa ve MDA-MB-231 hiicrelerinin
canlilif1 tizerindeki etkileri saptandi.

HeLa hiicrelerinde (Sekil 4-1) en yiiksek doz degeri olan 5 mg/ml’nin hiicrelerin
tamamina toksik etki gosterdigi, en diisiik doz olan 0.001 mg/ml’den 0.01 mg/ml’ye
kadar artan doz degerlerinin hiicre O6liimii iizerinde ¢ok fazla etkili olamadigi, bu
nedenle de HeLa hiicrelerinin ¢ogalmaya devam ettigi tespit edildi. Oziit uygulanan

HeLa hiicre soyu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, hiicre canlilig1 {izerine etki eden
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ilk dozun 0.5 mg/ml oldugu, hiicre indeksinde en etkili dozun ise 1 mg/ml oldugu
(p<0.001) ve kontrole gore hiicre canliligini inhibe ettigi gdzlendi.

Zamana bagl hiicre indeksi grafiginde (Sekil 4-2), MDA-MB-231 hiicre soyunda
en diisiik doz degerinden 0.5 mg/ml’ye kadar artan konsantrasyonlarin hiicre oliimii
tizerinde etkili olamadigi, 5 mg/ml son doz degerinin Hela hiicrelerinde de goriildiigii
gibi hiicrelerin tamamina toksik etki gosterdigi saptandi. XCELLigence sisteminde
MDA-MB-231 hiicrelerine ait analiz sonuglarinda beklenenden farkli bir grafik elde
edildi. 0.1 mg/ml ve 0.5 mg/ml dozlarinda proliferasyon yoniinde farkli bir egri
cizdikleri, ancak sitotoksik dozlarin 1-5 mg/ml arasinda oldugu tespit edildi. Elde edilen
hiicre analiz grafigindeki bu degisikliklerin MDA-MB-231 kanser hiicresinin fenotipik
ozelliklerine baglandi. Oziitiin 1 mg/ml’lik dozunun hiicrelere toksik etki gdstermeye
basladig1 ve kontrol grubuna gore hiicre canliligini inhibe ettigi tespit edildi (p<0.001).

Oziit uygulamasinin ardindan 72 saat sonra elde edilen bulgular, xCELLigence
sistemi RTCA software programi tarafindan analiz edilerek detayli bir sekilde
degerlendirildi. HeLa ve MDA-MB-231 hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saatteki zamana bagh
empedans degerleri ile hiicre indeksi degerleri (ICso: hiicrelerin yarisini inhibe eden doz
degeri) elde edildi. Sekil 4-3’teki grafiklerde 24, 48 ve 72 saat sonunda Hela hiicre
soyuna ait ICsp degerleri sirasiyla gosterildi. Bu degerlerin 24 saatte 1,2902 mg/ml, 48
saatte 1,4271 mg/ml ve 72 saatte 1,1278 mg/ml oldugu tespit edildi. Sekil 4-4’teki
grafiklerde sirasiyla 24, 48 ve 72 saat sonunda MDA-MB-231 hiicre soyuna ait ICso
degerleri gosterildi. Bu degerlerin 24 saat i¢in 7,69 mg/ml, 48 saat i¢in 5,503 mg/ml ve
72 saat i¢in 3,67 mg/ml oldugu tespit edildi.

Elde edilen sonuclara gore etken dozlarin zamana bagh etkileri gbz Oniinde
bulunduruldu. Her ii¢ zaman diliminde de HeLa hiicre soyu i¢in elde edilen ICsg
degerleri birbirlerine ¢ok yakin oldugundan, en uygun etken zamani tespit edebilmek
icin 24, 48 ve 72 saatte belirlenen etken dozlarim HeLa hiicreleri tizerindeki etkileri
arastirildi. En diisiik etken doz (1,1278 mg/ml - 72 saat) zamana bagh olarak hiicrelere
uygulandi ve 72 saat sonunda faz-kontrast mikroskobunda gozlenen hiicrelerde c¢ok
fazla harabiyet oldugu, bu dozun 72 saat sonunda hiicre canlilig1 iizerine giiglii toksik
etki gosterdigi belirlendi. 24. saatteki etken doz (1,2902 mg/ml) uygulandiginda ise
hiicrelerdeki ¢ogalmanin halen devam ettigi goriildii. Bu c¢alismalar 3 kez tekrarlandi.
Sonug olarak, HeLa hiicre soyu igin 48 saatteki ve MDA-MB-231 hiicre soyu i¢in de 72

saatteki etken dozlarin uygulanmasi gerektigi tespit edildi.
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Sekil 4-1: C. nerimaniae oziitiiniin artan konsantrasyonlariin HeLa hiicreleri iizerindeki

72 saatlik gercek zamanh hiicre analizi (»J/: 24. saat,

48. saat, ,: 72. saat).
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Sekil 4-2: C. nerimaniae oziitiiniin artan konsantrasyonlarinin MDA-MB-231 hiicreleri

iizerindeki 72 saatlik gercek zamanh hiicre indeks analizi (J: 24. saat,

1: 72. saat).

48. saat,
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Sekil 4-3: 24, 48 ve 72 saat siirelerinin sonunda xCELLigence sisteminden elde edilen C.
nerimaniae oziitiiniin 8 farklh konsantrasyonunun HeLa hiicreleri iizerindeki
(1Cs0) egrileri.

(Tablo 4-1’e gore degerlendirilen kuyucuklar; B1, B2, B3, C1, C2, C3, D1, D2, D3, E1, E2, E3, F1, F2, F3, G1, G2,

G3, H1, H2, H3, A4, A5, A6, B4, B5, B6; Veri noktaralari ortalama + S.E.M degerlerini temsil
etmektedir.)
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Sekil 4-4: 24, 48 ve 72 saat siirelerinin sonunda xCELLigence sisteminden elde edilen C.
nerimaniae oziitiiniin 8 farklh konsantrasyonunun MDA-MB-231 hiicreleri
iizerindeki (ICso) egrileri.

(Tablo 4-1’¢ gore degerlendirilen kuyucuklar; D4, D5, D6, E4, E5, E6, F4, F5, F6, G4, G5, G6, H4, H5, H6, A7, A8,

A9, B7, B8, B9, C7, C8, C9, D7, D8, D9; Veri noktaralar ortalama = S.E.M degerlerini temsil
etmektedir.)
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Sekil 4-5: C. nerimaniae bitki éziitiiniin farkh konsantrasyonlarinin HeLa hiicre soyuna
uygulandiktan 24, 48 ve 72 saat sonundaki hiicre indeksi degerleri

MDA-MB-231
16
14
12
10
8
6
4
2
0

kontrol  0.001 0.005 0.01 0.05
mg/ml mg/ml  mg/ml  mg/ml mg}'ml mg}'ml mgfml mg,a"ml

|
=]

u MDA-MB-231 24sa  mMDA-MB-231 48 sa = MDA-MB-231 72 sa

Sekil 4-6: C. nerimaniae bitki oziitiiniin farkh konsantrasyonlarinin MDA-MB-231 hiicre
soyuna uygulandiktan 24, 48 ve 72 saat sonundaki hiicre indeksi degerleri
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4.2. MORFOLOJIK GORUNTULEME YONTEMLERI

4.2.1. Faz-Kontrast Mikroskobu

Centaurea nerimaniae Oziitiiniin ~ sitotoksisite degerleri g6z Oniinde
bulundurularak en etkili olan dozun HeLa igin (1,42 mg/ml) ve MDA-MB-231 igin
(3,67 mg/ml) oldugu saptandiktan sonra, C.n. deney grubunun uygulandigi hiicre
soylarinda faz-kontrast mikroskobu ile morfolojik olarak tipik apoptotik hiicreler
gozlemlendi (Sekil 4-7, 4-8). Deney siirelerinin sonunda HeLa (48 saat) ve MDA-MB-
231 (72 saat) hiicre soylarinda meydana gelen sitotoksik etkinin uygulanan

konsantrasyon ve saate bagli olarak arttig1 gorildii.

Sekil 4-7: HeLa hiicre soyunda (A) kontrol grubunun ve (B) C. nerimaniae bitki 6ziitiiniin
etken dozunun (1,42 mg/ml) uygulandig1 deney grubunun 48 saat sonunda faz-
kontrast mikroskop goriintiisii (x20).

Sekil 4-8: MDA-MB-231 hiicre soyunda (A) kontrol grubunun ve (B) C. nerimaniae bitki
oziitiiniin etken dozunun (3,67 mg/ml) uygulandigi deney grubunun 72 saat
sonunda faz-kontrast mikroskop goriintiisii (x20).
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4.2.2. Isik Mikroskobu

4.2.2.1. immiinhistokimya

Aktif kaspaz-3 immiinhistokimyasal boyama sonucu, sitoplazmalari boyanmis
olan hiicreler (Sekil 4-9, 4-10) kaspaz-3 (+) olarak degerlendirildi. Baz1 hiicrelerde aktif
kaspaz-3 immiinreaktivitesi nukleusun sitoplazmik yiizeyine yakin bdlgelerde
yogunlagmis olarak saptandi. HeLa ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda rastgele secilen
12 alanda yapilan kaspaz-3 immiinpozitif hiicrelerin sayimi sonucunda, kaspaz-3
immiinpozitif hiicre sayimlarinin ortalama degerleri (Tablo 4-2) ve grafigi (Sekil 4-12)
verildi.

Aktif kaspaz-3 immiinpozitif hiicrelerin sayimi sonucunda, HeLa hiicre soyunun
deneyli grubunda kaspaz-3 immiinpozitif hiicre sayisinin kontrol grubuna kiyasla
belirgin bir artis gosterdigi (p<0.0001) gozlendi (Sekil 4-9). MDA-MB-231 hiicre
soyunun deneyli grubunda da kontrol grubuna kiyasla aktif kaspaz-3 immiinpozitif
hiicre sayisinda artis gézlendi (p<<0.001). Sadece MDA-MB-231 hiicre soylarinda etken
dozda 0Oziit uygulanan grupta apoptotik veya apoptotik olmayan morfolojilere sahip
kanser hiicrelerinde kaspaz-3 immiin boyanmasinin sitoplazma disinda, sadece
nukleusta veya nukleus+sitoplazmada pozitif oldugu gozlendi (Sekil 4-10, 4-11). Bazi
hiicre gruplarinda aktif kaspaz-3 nukleus pozitifligi ayrica nukleusun ¢evresinde de
belirgin olarak gézlendi (Sekil 4-10).

. )»";

Sekil 4-9: HeLa hiicre soyunda aktif kaspaz-3'iin immiinhistokimyasal olarak
gosterilmesi.

(A) Kontrol grubu ve C. nerimaniae bitki 6ziitiiniin etken dozunun (1,42 mg/ml) uygulandig: (B, C) deney grubuna
ait 48 saat sonunda sitoplazmalar1 aktif kaspaz-3 immiinpozitif hiicreler (Bar; A, B: 80 um, C: 40 um).
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Sekil 4-10: MDA-MB-231 hiicre soyunda aktif kaspaz-3’iin immiinhistokimyasal olarak
gosterilmesi.
(A) Kontrol grubu ve C. nerimaniae bitki 6ziitiiniin etken dozunun (3,67 mg/ml) uygulandig1 (B, C, D, E, F, G,
H) deney grubunun 72 saat sonundaki aktif kaspaz immiinpozitifliginin 11k mikroskobu goriintiileri (C, D,

E: nukleus aktif kaspaz-3 hiicreler (¥); F: nukleus + sitoplazma (+) hiicreler ( A ), sadece nukleus (+)
hiicreler (V); G: nukleus periferindeki sitoplazmada (+)’lik gosteren hiicreler (*); H: sadece nukleus periferi

(+) hiicreler () ), (Bar: A, B, C, E: 20 um; D, F, G, H: 40 pm).
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Sekil 4-11: MDA-MB-231 hiicre soyunda sitoplazmada, sadece nukleusta veya

nukleus+sitoplazmada aktif kaspaz-3 immiinpozitif hiicrelerin ortalama sayisi.

Tablo 4-2: HeLa ve MDA-MB-231 deney gruplarina ait ortalama aktif kaspaz-3
immiinpozitifliginin degerleri.

Kontrol C.n.

HelLa 13,08 £ 5,47 68,34 + 5,00
MDA-MB-231 4,63 +7,29 45,37 +£ 30,10
Aktif Kaspaz-3

80
. * %
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E 50 *
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2
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Kontrol C.n. Kontrol C.n.
Hela MDA-MB-231

Sekil 4-12: HeLa ve MDA-MB-231 deney gruplarina ait aktif kaspaz-3 immiinpozitif
hiicre sayimi sonuclarinin (%) istatistiksel degerlendirilmesi (MDA-MB-231,
*p<0.001 kontrol grubuna gore; HelLa, **p<0.0001 kontrol grubuna gore).
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4.2.2.2. TUNEL Yontemi ve Apoptotik indeks

Apoptotik isaretli nukleuslara sahip hiicreleri saptamak i¢in yapilan TUNEL
yontemi sonucu, nukleuslar1 kahverengi olarak boyanmis olan hiicreler apoptotik olarak
degerlendirildi (Sekil 4-13, 4-14). TUNEL yo6ntemi ile boyanan hiicrelerin, LEICA DM
2500 marka 151k mikroskobunda x20 objektif biiyiitmesi ile rastgele secilen 12 alanda
TUNEL (+) hiicreler sayilarak apoptotik hiicre indeksi hesaplandi (Tablo 4-3).

HeLa ve MDA-MB-231 C.n. deneyli gruplarinda apoptotik hiicre indeksi
kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksek (p<0.0001) tespit edildi (Sekil 4-15).
Ancak her iki hiicre soyunun etken dozlarinin uygulamasi sonucunda MDA-MB-231
hiicrelerinin HeLa hiicrelerine kiyasla daha direncli olduklar1 ve apoptotik indeksinin

daha diisiik (p<0.0001) oldugu tespit edildi (Sekil 4-16).
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Sekil 4-13: HeLa hiicre soyunda TUNEL yontemi ile apoptotik hiicrelerin gosterilmesi.

(A) Kontrol grubu ve C. nerimaniae bitki 6ziitiin etken dozunun (1,42 mg/ml) uygulandig: (B, C) deney grubunda 48
saat sonunda TUNEL pozitif apoptotik hiicreler ( T ), (Bar; A: 80 pm, B, C: 40 um).
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Sekil 4-14: MDA-MB-231 hiicre soyunda TUNEL yo6ntemi ile apoptotik hiicrelerin
gosterilmesi.

(A) Kontrol grubu ve C. nerimaniae bitki 6ziitiiniin etken dozunun (3,67 mg/ml) uygulandig: (B, C) deney
grubunda 72 saat sonunda TUNEL pozitif apoptotik hiicreler ( ), (Bar; A: 40 um, B, C: 20 um).

Tablo 4-3: HeLa ve MDA-MB-231 deney gruplarina ait ortalama apoptotik hiicre indeksi
degerleri.

Kontrol C.n.

HelLa 10,67 = 7,06 67,34 + 3,66
MDA-MB-231 14,54 £ 12,83 45,08 + 11,79

TUNEL

Apoptotik indeks (%)

Kontrol C.n. Kontrol C.n.

Hela MDA-MB-231

Sekil 4-15: HeLa ve MDA-MB-231 deney gruplarina ait apoptotik hiicre indeksinin (%)
kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak degerlendirilmesi (*p<0.0001, kontrol
gruplarina kiyasla).
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Sekil 4-16: HeLa ve MDA-MB-231 deney gruplarina ait apoptotik hiicre indeksinin (%)
istatistiksel olarak degerlendirilmesi (HeLa deney grubuna kiyasla *p<0.0001)

4.2.3. Floresan Mikroskop

Centaurea nerimaniae bitki oziitiiniin (1,42 mg/ml) dozunun HeLa hiicre soyu
tizerine ve (3,67 mg/ml) dozunun MDA-MB-231 hiicre soyu iizerine uygulanmasi
sonucunda 48 ve 72 saat deney siireleri sonunda meydana gelen apoptoza 6zgii nukleus

morfolojisinin 6zellikleri DAPI ile floresan mikroskopta gozlendi (Sekil 4-17, 4-18).

Sekil 4-17: HeLa hiicrelerinin DAPI boyamasi ile apoptotik hiicrelere ait nukleus
morfolojilerinin floresan mikroskobunda gosterilmesi.

(A) Kontrol grubunda normal ve mitotik ( T ) nukleuslar, ve C. nerimaniae éziitiiniin etken dozunun (1,42

mg/ml) uygulandigi (B, C) deney grubunda 48 saat sonunda gozlenen apoptotik hiicreler ( ), (x40).
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Sekil 4-18: MDA-MB-231 hiicrelerinin DAPI boyamasi ile apoptotik hiicrelere ait nukleus
morfolojilerinin floresan mikroskobunda gosterilmesi.

(A) Kontrol grubunda normal nukleuslar ve C. nerimaniae 6ziitiiniin etken dozunun (3,67 mg/ml)

uygulandigi (B, C) deney grubunda 72 saat sonunda gdzlenen mitotik ( ) nukleus ve apoptotik hiicreler

(1), (x40).
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, Tirkiye i¢in endemik bir bitki tiirii olan Centaurea nerimaniae
bitkisinin toprak iistii kisimlarindan elde edilen metanol Oziitinden 8 farkli
konsantrasyon hazirlanarak Hela (insan serviks adenokarsinomu) ve MDA-MB-231
(insan meme adenokarsinomu) hiicre soylar tizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri

arastirildi.

Diinya iistiinde degisik bolgelerde endemik olarak yetisen Centaurea bitkisiyle,
farkli tedavi amaglart i¢in farkl: tiirlerin 6ziit ve/veya bilesikleri ile yapilan ¢alismalarda
degisik etki mekanizmalari ortaya konulmasina ragmen (Koca ve ark., 2009; Csupor ve
ark., 2010; Zengin ve ark., 2010; Aktiimsek ve ark., 2013; Erel ve ark., 2014; Ozbilgin
ve ark., 2014; Kog¢ ve ark., 2015) bu bitkiye ait tiirlerin kanser hiicreleri tizerindeki
etkileri konusunda ¢ok az sayida ¢alisma vardir (Csupor ve ark., 2009; Csapi ve ark.,
2010; Chicca ve ark., 2011; Erel ve ark., 2011; Forgo ve ark., 2012). Centaurea
bitkisinin Tiirkiye’de yetisen endemik tiirleri ile yapilan daha oOnceki caligmalarda
antimikrobiyal (Yayl ve ark., 2005; Buruk ve ark., 2006; Kdose ve ark., 2007; Ugur ve
ark., 2010; Kahriman ve ark., 2011), antibakteriyal (Ugur ve ark.,, 2009),
antienflamatuar (Koca ve ark., 2009; Erel ve ark., 2014), antimalaryal (Ozbilgin ve ark.,
2013), antipiretik (Akkol ve ark., 2009), antiviral (Ozcelik ve ark., 2007),
antililserojenik (Giirbiiz ve ark., 2007, Yesilada ve ark., 2004) ve antioksidan
(Aktiimsek ve ark., 2011; Zengin ve ark., 2012; 2013; Erel ve ark., 2014; Kog ve ark.,
2015) etkileri gosterilmistir. Sitotoksik etkileri konusunda ise sadece iki g¢alisma
bulunmaktadir (Erel ve ark., 2011; Erel ve ark., 2014).

Centaurea tiirlerinden farkli ¢ozeltiler (metanol, etanol, kloroform, vb.)
kullanilarak hazirlanan 6ziitlerin yaninda ayrica hazirlandiklar: bitki boliimlerine bagh
olarak da farkli etkilere sahip olduklar1 gosterilmistir. Erel ve ark. (2014), C.
aphrodisea, C. athoa, C. hyalolepis, C. ibericave C. polyclada tiirlerinden elde edilen
kloroform ve metanol 6ziitleri ile SK-MEL (insan deri malignant melanoma), BT-549
(insan meme karsinomu), KB (insan oro-laringeal skuaméz karsinomu), SK-OV-3
(insan ovaryum adenokarsinomu) hiicre soylar1 tizerindeki ¢alismalarinda C. athoa’nin
kloroform oOziitiiniin tiim tiimor hiicre soylarinda sitotoksik etki (40-56 pg/ml)

gosterdigini, buna karsilik C. polyclada’nin kloroform 6ziitiiniin BT-549, KB, SK-OV-3
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hiicrelerinde (sirasiyla, 30, 33 ve 47 pg/ml) en giiglii sitotoksik aktiviteye sahip
oldugunu bildirmislerdir. Tiirlerin metanol Oziitlerinin ise ¢ogunlukla antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu tespit etmislerdir. Csapi ve ark. (2010), C. arenaria
kloroform o6ziitiiniin 10 pg/ml’lik etken dozunun HelLa, A431 (insan deri epidermoid
karsinomu) ve MCF-7 (insan meme adenokarsinomu) hiicre soylarinda antiproliferatif

etkiye sahip oldugunu bulmuslardir.

Ayni cinse ait farkli tiirler i¢erisinde, birtakim etken maddelerin degisik dozlarda
bulunabilecegi ¢esitli ¢alismalarda gosterilmistir (Aktiimsek ve ark., 2011; Chicca ve
ark., 2011; Forgo ve ark., 2012; Salla ve ark., 2013). Bu farkliliklarin sicaklik, toprak
icerigi ve rakim gibi cesitli faktorlere bagl olabilecegi ileri stirtilmistiir. Centaurea’nin
cesitli tiirlerinin bir¢ok etken madde igerdigi, 6zellikle ¢cok sayida metoksi ve hidroksi
grubu iceren flavonoidler ve lignanlarin disinda baz tiirlerde linoleik asit ve palmitik
asit gibi cesitli yag asitleri igerdikleri de tespit edilmistir. Bu ozelliklerinden dolay1
Centaurea tiirlerinin gida endiistrisinde, kozmetikte ve ila¢ yapiminda kullanilabilecegi
ileri stiriilmiistiir (Zapesochnaya ve ark., 1977; Ferguson ve ark., 2003; Trendaflova ve
ark., 2007; Djeddi ve ark., 2008; Aktiimsek ve ark., 2013).

Forgo ve ark. (2012), Macaristan’da endemik olarak yetisen Centaurea jacea
tirliniin toprak dstii kisimlarindan hazirlanan kloroform oziitleri ile yaptiklari bir
calismada, insan tiimor hiicre soylar1 tizerindeki giiglii antiproliferatif etkisinin 6ziitiin
icerdigi flavon ve seskiterpenoidlere bagli oldugunu gostermislerdir. Ayn1 6ziitiin HeLa,
MCF-7 ve A431 hiicreleri lizerindeki biiylime inhibisyon aktiviteleri incelenmis, hiicre
soylar1 {izerindeki en yiiksek aktiviteyi Centaureidin adli flavonol gostermistir (ICso:
HelLa=0,08; MCF-7=0,13; A431=0,35 uM). Ayrica izole edilen diger bilesiklerden;
apigenin, cirsilol, hispidulin ve cnicin’in de kanser hiicre soylar1 {izerinde orta derecede

antiproliferatif etki gosterdigini gozlemlemislerdir.

Erel ve ark. (2011), endemik bir tir olan C. calolepsis tiiriiniin ikincil
metabolitlerini incelemis ve Cnicin’in, LLC-PK1, SK-MEL, KB, BT-549, SK-OV-3,
Vero (Afrika yesil maymun bobrek fibroblastlarr) ve LLC-PK1l (domuz bdbrek
epitelyal hiicreleri) hiicre soylarindaki sitotoksik etkisini arastirmiglardir. Calismanin
sonucunda, Cnicin’in Vero hiicreleri igin toksik olmadigi fakat LLC-PK11 (IC50: 23
uM) hiicreleri {izerinde ¢ok az bir toksisite gosterdigi, ayrica diger 4 kanser hiicre

soylar1 arasinda SK-MEL ve BT-549 hiicrelerinde (sirasiyla ICso: 14 ve 18 puM)
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sitotoksisite gosterdigi gozlemlenmistir. Boylece Cnicin maddesinin sitotoksik etkiye

sahip oldugu gosterilmistir.

Centaurea nerimaniae tiirii ile daha 6nce yapilmis herhangi bir in vivo ve in
vitro c¢alisma bulunmamaktadir ve kimyasal icerigi heniiz tespit edilmemistir. Bu
calisma ile ilk kez Centaurea nerimaniae’den hazirlanan metanol Oziitiiniin HelLa ve
MDA-MB-231 hiicre soylar {izerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri saptanmustir.
Icerdigi bilesiklerin izolasyonlar1 tamamlandiginda sitotoksik ve apoptotik etkilere

neden olan maddelerin tespiti onemli bir rol oynayacaktir.

Malign dokularda kanser hiicrelerinde apoptotik hiicre oliimiiniin uyarimu,
kanser ilaclarinin gelistirilmesinde stratejik bir dneme sahip olmustur (Ramasamy ve
ark, 2012; Parsaee ve ark., 2013). Cogunlugu bitkilerin ham o6ziitlerinden ve/veya
bilesiklerinden Yyararlanilarak yapilan dogal kaynaklarin antikanser etkilerinin
arastirilmasinda, hayvan deneyleri ve klinik ¢alismalardan once kanser hiicre soylari
tizerinde sitotoksik ve apoptotik etkinin degerlendirilmesi yapilmaktadir (Ramasamy ve

ark., 2012).

Sitotoksisite ve hiicre canliligini tespit etmek amaciyla kullanilan Tripan mavisi,
MTT ve XTT gibi yontemlerin yaninda son zamanlarda yeni sistemler gelistirilmistir.
Bu calismada hiicre canliligi ve sitotoksisitenin tespit edilmesi amaciyla kullanilan
XCELLigence sistemi, higbir isaretleme yapilmadan gergek zamanli olarak goriintiilleme
saglayan ¢ok yonlii bir aragtir. Diger klasik yontemlere gore farkli konsantrasyonlarin
farkli zaman dilimlerindeki etken dozlarinin belirlenmesi i¢in hassas analizler yapabilen
ve kisa siirede daha hizli sonug veren giivenilir bir sistemdir (Urcan ve ark., 2010; Ke ve
ark., 2011; Daker, 2012; Yal¢in ve ark., 2013; Ozdemir ve Ark, 2014) Centaurea
nerimaniae bitki ozitiiniin 8 farkli konsantrasyonunun HeLa ve MDA-MB-231 kanser
hiicre soylarindaki sitotoksik etkilerini ve hiicre canliligin1 dlgmek i¢in hiicre indeksi
(CI) profilleri xCELLigence sistemi kullanilarak tespit edildi. Centaurea nerimaniae
metanol Oziitiiniin hiicreler lizerindeki zamana bagli sitotoksik etken dozlari, HeLa
hiicre soyunda 48. saatte 1,42 mg/ml ve MDA-MB-231 hiicre soyunda 72. saatte 3,67

mg/ml olarak belirlendi.

Bu calismada HeLa hiicre soyu icin 48. saatte 1,42 mg/ml olarak saptanan
sitotoksik etken dozun, daha 6nce HeLa hiicreleri iizerinde yapilan caligmalar ile
karsilagtirildiginda (Shiezadeh ve ark., 2013; Matic ve ark., 2013; Akindele ve ark.,
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2015) kabul edilebilir sinirlarda oldugu ve bu dozun apoptotik hiicre 6liimiinii belirgin
olarak indiikledigi gosterildi. Ancak MDA-MB-231 hiicre soyu icin 72. saatte 3,67
mg/ml olarak tespit edilen sitotoksisite diizeyinin gerek daha once bu hiicre soyu ile
yapilan sitotoksisite ¢alismalarina (Meng ve ark., 2011; Wong ve ark., 2013; Shebaby
ve ark., 2014) gerekse antikanser ajanlari igin onerilen sitotoksite diizeylerinin lizerinde
oldugu tespit edildi. MDA-MB-231"in etken dozunun sitotoksik ve apoptotik etkilerine
ragmen HeLa hiicreleri ile kiyaslandiginda MDA-MB-231 hiicre soyunun daha direngli
oldugu ve kullanilan 6ziitiin HeLa hiicre soyu i¢in anti-kanser amagh kullaniminin daha
uygun olabilecegi diislintildii. Ancak daha sonraki ¢aligmalarda C. nerimaniae oziitii
farkli maddelerle (kloroform, etanol, vd.) ¢oziindiiriildiigiinde MDA-MB-231 hiicre

soyu iizerindeki etkilerinin aragtirilmasi uygun olacaktir.

Centaurea nerimaniae’nin sitotoksik etken dozunun HeLa ve MDA-MB-231
soylar1 lizerindeki hiicresel etkilerini degerlendirmek amaciyla morfolojik goriintiileme
yontemleri kullanildi ve apoptozun uyarildigi tespit edildi. Etken doz uygulanan
gruplarda hem HelLa hem de MDA-MB-231 hiicre soyunda faz-kontrast mikroskobu ve
floresan mikroskobu altinda apoptotik hiicrelerin nukleuslarinda meydana gelen tipik
morfolojik degisiklikler tespit edildi. Etken doz uygulamalari ile HeLa ve MDA-MB-
231 hiicrelerinde yuvarlaklagsma, membran tomurcuklanmasi, kromatin kondensasyonu
ve apoptotik cisimler gibi apoptoza 6zel morfolojik degisimler tespit edildi. Her iki
hiicre soyu grubunda sitotoksik etken dozlarin apoptotik hiicre oliimiinii uyardig

TUNEL yo6ntemi ve aktif kaspaz-3 tayini ile de desteklendi.

Apoptoz uyarilmasi ile sitoplazmada bulunan aspartat-spesifik sistein proteazlar
olan kaspazlarin aktivasyonu apoptoza 6zgii morfolojik degisimlerin ortaya ¢ikmasinda
cok onemli bir role sahiptir. Apoptoz uyaranlari ile mitokondriyumdan sitokrom-c’nin
sitozole salinimindan sonra, sit-c, Apaf-1, dATP ve prokaspaz-9, birlikte apoptozomu
olustururlar ve kaspaz-9 bu komplekste aktiflestirilir, aktif kaspaz-9 da kaspaz-3’ii etkin
hale getirir. Diger taraftan dis kaynakli apoptoz uyaranlari ile 6liim reseptorleri araciligi
ile aktiflestirilen kaspaz-8 de kaspaz-3’i aktiflestirir. Kaspaz-3, basta hiicre iskeleti
proteinleri olmak tizere hiicre i¢inde birgok islevsel ve yapisal proteinin yikilmasinda
rol alir. Ayrica ICAD’1 keserek aktiflesen endonukleaz, CAD’in nukleusa girisini

saglar, nukleusta DNA fragmentasyonuna neden olarak hiicreyi 6liime gétiiriir. (Hacker,
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2000; Ziegler ve Groscurth, 2004; Elmore, 2007; O’Brien ve ark., 2008; Salvesen ve
Riedl, 2008; Oztiirk, 2011; Galuzzi, 2012).

Kaspaz-3 aktivasyonu, apoptotik sinyal iletiminde ve islevlerinde ¢ok onemli bir
rol alir ve apoptotik hiicre 6liimiiniin bir belirteci olarak kabul edilir. Bu c¢aligmada
HeLa i¢in kullanilan 6ziitiin 1,42 mg/ml dozu, MDA-MB-231 i¢in 3,67 mg/ml dozunun
sitotoksik etkisinin apoptoz iizerinden ve kaspaz-3 aktivasyonu uyarilmasi ile iligkili
oldugu tespit edildi. Her iki hiicre soyunda da o6ziit uygulamasi yapilan gruplarda
kontrol grubuna kiyasla kaspaz-3 aktivasyonunun anlamli bir sekilde artmis oldugu

tespit edildi.

Apoptoz belirteci olarak kabul edilen kaspaz-3 aktivasyonunun tespiti i¢in
kullanilan THK boyama yontemi ile sitoplazmalar1 pozitif boyanan hiicreler, apoptotik
hiicreler olarak kabul edilir. Bu ¢alismada da sitoplazmalar1 boyanan kaspaz-3 (+)
hiicreler, Oziitiin uygulandigi HeLa hiicrelerinde (p<0.0001) ve MDA-MB-231
hiicrelerinde (p<0.001) kontrol gruplarina kiyasla yiiksek oranda tespit edildi. Ancak
Ozellikle her iki hiicre soyu karsilastirildiginda, HeLa hiicrelerinde kaspaz-3
aktivasyonunun MDA-MB-231 hiicrelerine kiyasla daha yiiksek oldugu (p<0.0001) ve
MDA-MB-231 hiicrelerinin bu 6ziite kars1 kaspaz bagimli apoptotik hiicre 6liimiine

daha direngli oldugu sonucuna varildi.

Bu c¢alismada gozlenen bir diger 6nemli bulgu da MDA-MB-231 hiicre soyuna
ait deney grubunda tespit edildi. Etken dozun uygulandigi grupta, hiicrelerin
sitoplazmalarinin haricinde nukleus ve/veya sitoplazma pozitifliklerinin de varligi
saptandi. Apoptozun uyarilmasinin ardindan nukleusun morfolojik degisikliklerinden
sorumlu olan aktif kaspaz-3 normal kosullarda sitoplazmada yerlesik olarak bulunur.
Ancak diger bazi ¢aligmalarda da, nukleusta kaspaz-3 immiinpozitifliginin gozlendigine
dair bulgular bildirilmistir (Martins ve ark., 1997; Gu ve ark. 1999; Kim ve ark., 2000).
Kim ve ark. (2000), Leydig hiicre kiiltiirinde, EDS (etan dimetanesiilfonat)’nin
apoptozu indiikledigini TUNEL (+) ve kaspaz-3 (+) ile tespit etmisler ve ¢alismalarinda
kaspaz-3 IHK boyanmalarinin = sitoplazma haricinde nukleusta da oldugunu
gostermiglerdir. Ozellikle yogun nuklear kaspaz-3 immiinreaktivitesinin TUNEL (+)
hiicrelerde oldugunu vurgulamiglar, EDS uygulamasindan 12 ve 24 saat sonra gozlenen
bu boyanmanin aktif kaspaz-3’iin nukleusa transportu ile iliskili oldugunu ileri

stirmislerdir. Sitoplazmadaki aktif kaspaz-3’iin nukleusa tasinmasindaki roliiniin ne
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oldugu bilinmemekle birlikte, DNA fragmentasyonu ve apoptotik islemlerdeki
nukleusun terminal olaylarinin gergeklesmesinde rol alan birtakim proteinlerin

aktivasyonlari ile ilgili rol oynayabilecegini ileri siirmiislerdir.

Kamada ve ark. (2005), anti-Fas antikoru ile uyarilan HepG2 (insan karaciger
karsinomu) hiicrelerinde, aktif kaspaz-3’iin pl7 ve pl2 alt iinitelerinin [HK ile
nukleustaki varliklarini gostermislerdir. GFP (yesil floresan protein) kullanarak kaspaz-
3’tin nukleusa aktif olarak tasindigini gostermisler, bu konuda heniiz bilinmeyen ve
saptanmayan birtakim tasiyici proteinlerin is gordiigiinii ve transport mekanizmalarinin
molekiiler yolaklarinin aydinlanmasi gerektigini belirtmislerdir. Daha sonra Lou ve ark.
(2010), aktif kaspaz-3’iin crm-1-bagimsiz nuklear eksport sinyali (NES) tagidigini ve
bazi kosullarda heniiz bilinmeyen birtakim mekanizmalarla herhangi bir apoptotik
uyaran olmaksizin da nukleusa tagindigini ileri siirmislerdir. Kamada ve ark. (2005)
bazi durumlarda aktif kaspaz-3’iin yogun bir sekilde nukleusun sitoplazmik yiiziine
bakan bolgesinde yogunlastigini, nukleuslarin c¢evresinde veya i¢inde pozitif olarak
bulundugunu tespit etmislerdir. Aktif kaspaz-3 tarafindan kesilen CAD, DFF 40 (DNA
fragmentasyon faktorii 40) ve Acinus (apoptotik kromatin kondensasyon indiikleyici)
gibi  baz1 nukleus g¢evresinde bulunan sitoplazmik substratlarin  apoptoz
indiiksiyonundan sonra nukleusa gectikleri ve apoptotik nuklear morfolojiyi

olusturduklarini bildirmislerdir.

Bu calisgmada da MDA-MB-231 hiicre soyunda o6ziitiin etken dozunun
uygulandigi grupta, Kim ve arkadaslariin (2000) Leydig hiicreleri iizerine EDS
uygulamasiyla uyardiklar1 apoptotik hiicrelerde gozlemledikleri gibi, hem TUNEL
pozitif hiicrelerde hem de apoptotik olmayan kanser hiicrelerinde kaspaz-3 nuklear
pozitifliginin oldugu, bazi hiicre gruplarinda ayrica nukleusun gevresinde aktif kaspaz-3
immiinpozitifligi belirgin olarak gozlendi. Nukleustaki kaspaz-3’iin varliginin tespit
edilmesine karsmn, halen buradaki roliiniin ne oldugu tam olarak bilinmemektedir.
Faleiro ve Lazebnik (2000), kaspaz-9’un nuklear transportu bozdugu, 6zellikle nuklear
porlarin difizyon limitlerini arttirdigi ve kaspaz-3’iin bu yolla nukleusa gectigini ileri
sirmiislerdir. Bu c¢alismada da metastatik o6zelligi giiclii olan MDA-MB-231
hiicrelerindeki nuklear aktif kaspaz-3 varliginin, hiicre soyunun apoptotik yolaklardaki
yanitina bagli olabilecegi ve nukleusta DNA fragmentasyonunu kontrol eden
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proteinlerin veya hiicre dongiisiinii kontrol eden proteinlerin {izerinde rolii olabilecegi

distiniildi.

Bu calismada ayrica MDA-MB-231 deneyli grupta, bazi TUNEL pozitif
hiicrelerde nuklear kondensasyonun belirgin olarak nukleus periferine yerlestigi tespit
edildi. Zhou ve ark. (2009), UC14 (insan mesane hiicre soyu) hiicrelerinde apoptoz
uyarimindan sonra TUNEL boyamasmin o6zellikle periferal nuklear kromatin
kondensasyonu seklinde oldugunu ve bu hiicrelerde kaspaz-3 ve Kkaspaz-9
aktivasyonuna dair bir bulgu tespit etmediklerini bildirmislerdir. Kaspaz bagimsiz DNA
fragmentasyonu oldugunda, bazi durumlarda TUNEL pozitifliginin bu sekilde oldugu
bildirilmistir. Bu c¢alismada kullanilan 6ziitin MDA-MB-231 hiicreleri tizerindeki
apoptotik etkisinin kaspaz bagimli ve kaspaz bagimsiz gibi farkli yollardan hiicreleri

apoptoza gotlirdiigl diisiintildii.

Bu tez calismasinda, iilkemize 0zgii endemik bir bitki olan Centaurea
nerimaniae bitki Oziitiniin farkli konsantrasyonlarinin, HeLa ve MDA-MB-231
hiicrelerinde sitotoksik, apoptotik ve anti-tiimoral etkilere sahip oldugu ortaya
cikarilmigtir. Bu tez ¢alismasi, C. nerimaniae bitki oziitii ile yapilan ilk calisma

Ozelligine sahiptir.

Bu ¢alisma ile elde edilen sonuglar, yeni ve daha etkili anti-tiiméral ajanlarin
bulunmasinda iilkemizde yetisen endemik tiirlerin 6nemini bir kez daha ortaya
koymaktadir. Bu endemik tiirler, bilimsel alanda saglayacagi fayda disinda, iilkemiz

ekonomisine de dnemli katkilar1 olacagindan biiyiik neme sahiptir.

Daha sonraki ¢aligmalarda Centaurea nerimaniae’den izole edilecek etken
bilesiklerin kimyasal yapilarinin belirlenmesi ile her birinin sitotoksik, antiproliferatif
ve apoptotik hiicre yolaklar1 tizerindeki molekiiler etkilerinin tespit edilmesi, oziitiin

kansere kars1 yeni bir ajan olarak degerlendirilmesine katkida bulunacaktir.
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