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OZET

Trachystemon orientalis (L.) G. Don BITKiSININ
GASTROINTESTINAL SISTEM KANSER HUCRELERI UZERINE
ETKISININ ARASTIRILMASI

Serkan SOYMAZ
Diizce Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Gorkem DULGER
Aralik 2022, 49 sayfa

Bu ¢alismada, Diizce’de yetisen Trachystemon orientalis (L.) G. Don bitkisinin
gastrointestinal sistem kanser hiicreleri lizerine etkinligi arastirllmistir. Bu kapsamda,
antikanser etkinligi HCT-116 kolon kanseri, HepG2 hepatoseliiler karsinom
hiicrelerinde ve AGS mide kanseri hiicre hatlarinda ¢alisilmistir. Kanser hiicrelerinin
antiproliferasyon diizeyi WST-1 kiti ile incelenmis olup anlamli sonuglar elde
edilmistir. Apoptozun 6nemli bir 6lgiitii olan Kaspaz aktivasyonu ise Kaspaz 3, Kaspaz
8, Kaspaz 9 Elisa kitleri ile belirlenmistir. Antiproliferasyon diizeylerindeki degisimler
ve Kaspaz aktivitelerindeki artiglar goze alindiginda Trachystemon orientalis’in
potansiyel olarak kanser arastirmalarinda kullanilabilecek bir bitki oldugu
gozlemlenmistir. Hepatoseliiler karsinom ve kolorektal kanser hiicrelerine nazaran AGS
mide kanseri hiicrelerinde antiproliferasyon seviyeleri ve 6zellikle kaspaz 8 aktivasyon
seviyeleri arasinda farklar goértinmiistiir. Trachystemon orientalis’in mide kanseri
tizerine etkileri detaylica arastirilmalidir. Bulunan sonuglarin daha fazla gbzlem ve
deney ile desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar sozciikler: Antikanser, Apoptozis, Trachystemon orientalis (L.) G. Don.
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ABSTRACT

Investigation of the Effect of Trachystemon orientalis (L.) G. Don
PLANT ON GASTROINTESTINAL SYSTEM CANCER CELLS

Serkan SOYMAZ
Diizce University
Institute of Graduate Studies, Department of Medical Biology
Master’s Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Gorkem DULGER
December 2022, 49 pages

In this study, the effectiveness of Trachystemon orientalis (L.) G. Don plant grown in
Diizce on gastrointestinal system cancer cells was investigated. In this context,
anticancer activity was studied in HCT-116 colon cancer, HepG2 hepatocellular
carcinoma cells and AGS gastric cancer cell lines. The antiproliferation level of cancer
cells was examined with the WST-1 kit and significant results were obtained. Caspase
activation, which is an important criterion of apoptosis, was determined with Caspase 3,
Caspase 8, and Caspase 9 Elisa kits. Considering the changes in antiproliferation levels
and increases in Caspase activities, it has been observed that Trachystemon orientalis is
a plant that can potentially be used in cancer research. Differences were observed
between antiproliferation levels and especially caspase 8 activation levels in AGS
gastric cancer cells compared to hepatocellular carcinoma and colorectal cancer cells.
The effects of Trachystemon orientalis on gastric cancer should be investigated in
detail. The results found need to be supported by more observations and experiments.

Keywords: Anticancer, Apoptosis, Trachystemon orientalis (L.) G. Don.



1. GIRIS

Kanser, diinyanin her iilkesinde 6nde gelen 6liim nedeni ve artan yasam beklentisinin
oniinde énemli bir engel olarak yer almaktadir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 2019
yil1 tahminlerine gore kanser, 183 iilkenin 112’sinde 70 yas oncesi Oliimlerin birinci

veya ikinci, 23 iilkede ise iigiincii veya dordiincii sirada yer almaktadir?.

Hastaligin mevcut tedavi segenekleri siirlidir ve ¢ogu durumda, zamaninda tani ve
tedavinin yapilamamasi nedeniyle tedavisi zor bir hastalik olarak kabul edilmektedir.
Ayrica cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi gibi kanser tedavisi igin kullanilan
yontemlerin zararlt yan etkileri vardir. Bu nedenle, ¢aligmalarin ¢ogu kanserin tani ve

tedavisi i¢in yeni yaklasimlar bulmaya yonelmistir?.

Kansere iliskin derin ve dogru bilgi, bu durumlarin olas1 nedenleri ve niifus egilimleri
hakkinda temel bilgiler saglar. Bu sayede de Onleme, tarama ve teshis ic¢in etkin
politikalar gelistirmeyi amaglayan zamaninda ve uygun saglik hizmeti miidahalelerinin

olusturulmasi miimkiin olur®.

Karsinogenez normal bir hiicrenin ¢oklu mutasyonlarla bir tiimdr hiicresine donligme
siirecidir. Alt1 ana ozellik ile karakterize edilen karsinogenez, her hiicre, doku ve
organda meydana gelebilir ve ¢ok sayida kanserle sonuglanan patolojik degisimlere yol
acabilir. Progresyonu saglayan baslica mekanizmalar arasinda gelismis anjiyogenez,
apoptozdan kacinma, biiylime karsit1 sinyallere direng, metastaz yapma kapasitesi, kendi

biiyiime sinyallerinin indiiklenmesi ve smirsiz boliinme kapasitesi yer alir?,

Solid tiimdrlerin tan1 ve tedavisindeki onemli ilerlemelere ragmen, uzak metastazlar
kansere bagli Olimlerin ana nedeni olarak bilinmektedir. Tiimor hiicrelerinin erken
yayillmasi, potansiyel olarak etkili miidahaleyi saglayan yiiksek c¢oziintrlikli
goriintiileme teknolojileri tarafindan bile genellikle tespit edilemez®. Organizmalarda,
gelisim sirasinda fazla hiicreler ve ayrica patofizyolojik kosullardan kaynaklanan
potansiyel olarak zararli hiicreler, ¢esitli hiicre 6limii modaliteleri ile elimine edilir.
Bunlar arasinda apoptoz en ¢ok arastirilanidir. Neredeyse 50 yil 6nce hiicrelerin
timorijenik potansiyel kazanmasini Onleyen biiylik bir savunma stratejisi olarak

tanimlanryordu®.



Bu c¢alismada, HCT116 kolon kanseri, AGS mide kanseri ve HepG2 hepatoselliiler
karsinom hiicre hatlarina farkli doz ve siirelerde bitki ekstresi uygulanarak
Trachystemon orientalis (L.) G. Don bitki ekstresinin antiproliferatif etki diizeyi
arastirtlmasi hedeflenmistir. Bunun yaninda apoptozun O6nemli aktivasyon belirtegleri
olan kaspaz-3, 8 ve 9’un aktivasyonunun bu hiicrelerde arastirilmasi amaglanmuistir.
Elde edilen veriler 1s1ginda Trachystemon orientalis (L.) G. Don bitki ekstresinin
uygulandigi hiicre hatlarinda antiproliferatif etki AGS hiicre hattinda, HCT116 ve
HepG2 hiicre hatlarina kiyasla ¢ok daha etkili sonuglar vermistir. Kaspaz seviyeleri soz
konusu oldugunda ise kaspaz3 ve 9 seviyeleri biitiin hiicre hatlarinda 6nemli dlgiide artis
gosterirken, kaspaz 8 seviyelerinde anlamli bir artis yalnizca AGS hiicre hatlarinda

gbzlemlenmistir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Trachystemon Orientalis(L.) G. Don

Trachystemon orientalis (L.) G. Don. Boraginaceae soyuna ait bir bitkidir. Bu bitki
tirti; Dogu Bulgaristan, Bati Kafkasya ve Tiirkiye’nin Karadeniz bdlgesinde yayilis
gostermesiyle bilinmektedir. Bitkinin tiiketilmesiyle beraber biyoaktif polifenol kaynagi
olarak insan saghign iizerinde etki gostermektedir. Yiiksek oranda fenolik bilesikler,
antosiyaninler ve flavonoid icermektedir. Bunlarla beraber antioksidan 6zelligi oldukca

yiiksektir”®,

T. orientalis 30-40 cm yiikseklikte, rizomlu, ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Yapraklar: sert,
tiylii ve ¢icekleri mavi, mor renklidir®. Bitkinin yorelere gore yerel isimleri, Hodan,
Galdirek, Kaldirik ve Kalduruk (Bolu); Burgi (Artvin); Tamara (Trabzon); ve Zilbit
(Karadeniz Ereglisi, Zonguldak) olarak ifade edilmektedir®.

T. orientalis’in rizomlart ¢igekli bir tir olmasina ragmen {ireme organi olarak
kullanilmaktadir. Tiir, 151k yogunlugunun diisiik oldugu habitatlarda bulunur ve bu

nedenle yeterli tohum iiretemez. Bu tiiriin morfolojisi ile ilgili calismalar smirlidir'?,

e

Sekil 2.1. Trachystemon orientalis (L.) G. Don bitkisinin dogal ortamdaki goriintiisii'’.



2.2. Trachystemon Orientalis’in Antioksidan Etkisi

Oksijen, biyolojik sistemler igin yasamsal oneme sahiptir. Ancak bazi kosullarda
potansiyel olarak zararli yan etkilere sahip bir gaz olabilmektedir. Reaktivite, oksijenin
yiiksek enerjili elektron transferlerine katilmasina izin verir ve dolayisiyla oksidatif
fosforilasyon yoluyla biiyiik miktarlarda adenozin-5-trifosfat (ATP) olusumunu
destekler. Bu, karmagik ¢ok hiicreli organizmalarin evrimine izin vermek icin gereklidir
ancak ayni zamanda oksijen, protein, lipit veya DNA olsun, herhangi bir biyolojik
molekiile saldirmaya meyilli haldedir. Sonu¢ olarak, viicudumuz reaktif oksijen

tiirlerinin siirekli oksidatif saldiris1 altindadir?.

Gidalardaki lipidlerin oksidasyonu, kotii tatlarin ve saglia zararli olabilecek
istenmeyen kimyasal bilesiklerin olusumundan sorumludur. Bu yiizden gida
endiistrisinde oksidasyon siirecini geciktirmek igin antioksidanlar kullanilmaktadir®.
Oksidatif stresin insan sagligi iizerindeki olumsuz etkileri ciddi bir sorun haline

gelmistir.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), diinya niifusunun %80’inin temel saglik ihtiyaglar1 i¢in
geleneksel tibba giivendigini ve bu tedavinin ¢ogunun bitki 6zleri ve aktif bilesenlerinin
kullanimimi igerdigini tahmin etmektedir. Stres altinda, viicudumuz enzimatik
antioksidanlardan, glutatyon peroksidaz (GPx), Kkatalaz ve non-enzimatik

antioksidanlardan daha fazla reaktif oksijen tiirii (ROS) iiretir'.

Bu dengesizlik hiicre hasarina ve saglik sorunlarina yol agar. Reaktif serbest radikalleri
sondiirebilen antioksidanlarin  eksikligi, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanserler,
norodejeneratif hastaliklar ve alzheimer hastaligi dahil olmak {izere dejeneratif

hastaliklarm gelisimini kolaylagtirir®,

Oksidatif stresin ana hedefleri proteinler, lipidler ve niikleik asitlerdir. Bu
molekiillerdeki modifikasyonlar mutajenez olasiligini arttirabilir. Ozellikle uzun bir siire
boyunca asirt ROS/RNS {iretimi, hiicresel yap1 ve fonksiyonlarda hasara neden olabilir.
Bu durumda somatik mutasyonlara ve preneoplastik ve neoplastik doniisiimlere neden
olabilir. Daha sonra hiicrelerde ve dokularda asir1i ROS iiretimi, hizli bir Sekilde

azaltilmazsa zararli olabilir®

Dogal olarak tiiretilen antioksidanlarin etkinligine ve kullanimina olan ilginin
artmasiyla birlikte, fonksiyonel gidalar ve nutrasotikler son yillarda cok dikkat

cekmistir. Diyet bitkilerinden ve geleneksel sifali bitkilerden elde edilen meyveler,
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tohumlar, kiispeler ve/veya kabuklart besleyici 6zellikleri ve biyoaktif ilkeleri nedeniyle
insan beslenmesi ve sagliginda 6nemli bir rol oynar. Diyetin énemli bir bilesenini
olusturabildikleri i¢in hem ekonomik yonden faydali olurlarken, besleyicilik agisindan
da 6nemlidirler. Antioksidan kapasiteleri ve beslenme kaliteleri nedeniyle fonksiyonel

gidalar ve nutrasétikler igin potansiyel bir kaynaktirlar®’.

Dogal olarak, viicutta iiretilen serbest radikallerin miktar1 ile viicudu zararli etkilere
kars1 korumak icin onlar1 temizleyen veya sondiiren antioksidanlar arasinda dinamik bir
denge vardir. Normal fizyolojik kosullar altinda mevcut olan antioksidan ilkelerin
miktari, patolojik kosullar altinda iiretilen serbest radikalleri noétralize etmek igin
yetersiz olabilir. Bu nedenle, zararli hastaliklara karst korunmak icin diyetimizi
antioksidanlarla zenginlestirmek 6nemlidir. Bu nedenle, bitkisel materyallerden dogal
antioksidanlarin gelistirilmesinde gida endiistrisine ve koruyucu hekimlige artan bir ilgi

olmustur'®,

Trachystemon orientalis’in sulu ¢ozeltisinin antioksidan aktivitesi, indirgeme giicii gibi
cesitli antioksidan testler kullanilarak arastirildigi bir bilimsel ¢alismada Fenolik ve
flavonoid igerikleri de belirlenmistir. Bu calisma ile icerdigi flavonoid, fenolik ve
antosiyanin igerigi nedeniyle T. orientalis ekstraktinin yararli bir dogal antioksidan

kaynagi olarak kabul edilebilecegi gosterilmistir.

Gida ve kozmetik endiistrilerinde, oldukga toksik diger sentetik antioksidanlara
alternatif bir katki maddesi olarak T. orientalis 6zii kullanilabilecegi belirtilmistir. Tim
bunlarin yani sira ucuz ve erisiminin kolay olmasi sebebiyle de alternatif bir kaynak
olarak hizmet edebilmektedir'®.

Antioksidan savunma mekanizmalar1 hem enzimatik hem de enzimatik olmayan
stratejileri igerir. Yaygin antioksidanlar arasinda A, C ve E vitaminleri, glutatyon ve
stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz enzimleri

bulunur.

Diger antioksidanlar arasinda lipoik asit, karisik karotenoidler, koenzim Q10, ¢esitli
biyoflavonoidler, antioksidan mineraller (bakir, ¢inko, manganez ve selenyum) ve
kofaktorler (folik asit, B1, B2, B6, B12 vitaminleri) bulunur. Birbirleriyle ve farkl
serbest radikal tilirlerine karst sinerji  icinde c¢alisirlar. E  Vitamini, lipid
peroksidasyonunun yayilmasini baskilar; C vitamini, E vitamini ile hidroperoksit

olusumunu engeller?,



Fenolik Bilesikler

Bitkiler, kalp hastaliklarin1 6nlemek, iltihabi, kanser ve diyabet insidansini azaltmak ve
ayrica insan hiicrelerinde mutajenez oranlarmi indirgemek i¢in antioksidan goérevi
gorebilen molekiiler olarak zengin fenolik bilesik kaynaklaridir. Meyve, sebze ve
baklagiller gibi bitkisel liriinlerin tiiketiminin sagladigi koruma, ¢ogunlukla fenolik
bilesiklerin varlig1 ile iliskilidir. Fenolik bilesikler bitkilerde kismen patojen ve bocek
saldirisi, UV radyasyonu ve yaralanma gibi ekolojik ve fizyolojik baskilara yanit olarak
sentezlenir. Fenolik bilesiklerin temel yapisal 6zelligi, bir veya daha fazla hidroksil
grubu tasiyan aromatik bir halkadir. Biiyiik yapisal degiskenlige sahip 8000°den fazla
fenolik bilesik vardir; iki ana gruba ayrilabilirler: flavonoidler ve flavonoid olmayanlar.
Flavonoidler meyve ve sebzelerde en bol bulunan fenolik bilesiklerdir, diyet fenolik

bilesiklerinin yaklasik iigte ikisini olustururlar; ve grup olarak en biyoaktif olanlardir?!.
Flavonoidler

Flavonoidler, tim damarli bitkilerde bulunan, dogal olarak olusan, diisiik molekiiler
agirlikli bilesiklerin biiyiikk bir grubunu igerir. Meyveler, sebzeler, kuruyemisler,
tohumlar, saplar, ¢igekler, aga¢ kabugu, ¢ay ve sarapta bulunurlar. Ortalama bat1 diyeti
giinde 100 ila 1000 mg igerir. Bu bilesiklerin sergiledigi dikkate deger ozellikler,
bunlarin dogal hastalik onleyici, sagligi gelistirici maddeler olarak kabul edilmelerini
miimkiin kilar. Flavonoidlerin birka¢ on yil boyunca hem in vitro hem de in vivo
deneysel sistemlerde antialerjik, antiinflamatuvar, antiviral, antikanser ve
antikanserojenik aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica, bazilart giigli

antioksidanlardir??.

Antosiyanin

Antosiyaninler, ¢ok cesitli ¢igek renkleri ve desenlerinden sonbahar yapraklarinin
canliligina kadar bitkilere verdikleri kirmizi, mavi ve mor tonlariyla en iyi bilinen
kimyasal bilesiklerdir. Bu bilesikler, potansiyel olarak erken kara bitkilerine kadar
uzanan flavonoid 06zel metabolitler grubunun iyeleridir. Bitkisel dokuda
antosiyaninlerin varliginin fazla 15181 emerek fotosentetik mekanizmalari korudugu
kurakliga, soguga, yiiksek tuzluluga ve besin eksikligine karsi tolerans: arttirdigi ayni
zamanda otcullara ve patojenlere karsi bitkileri savundugu One siiriilmiistir.
Anjiyospermlerin ortaya ¢ikmasmin ardindan, antosiyaninler, c¢icek ve meyvelerde

tozlayicilarin ve tohum dagiticilarin cekiciligi igin kritik bir rol iistlendi?.



Antosiyaninler olgunlagsmanin belirtegleridir, ¢iinkii ¢ogu meyve bu bilesikleri yalnizca
olgunlagsma evrelerinde biriktirir. Antosiyaninler ayrica saglik i¢in potansiyel faydalar
olan bilesikler olarak kabul edilmektedir. Antosiyaninler, bilesiklerin flavonoid sinifina
aittir ve yapisal olarak bir veya daha fazla seker pargasina bagli bir antosiyanidin

aglikon igerir?*.

Cesitli klinik Oncesi ve sonrasi calismalar bitkisel iiriinlerin ve kemoterapdtiklerle
kombinasyonlarmin, apoptozu tesvik etmede, asir1 hiicresel proliferasyonu inhibe
etmede ve bagisiklik sistemini harekete gecirmede yer alan gesitli sinyal yollarmin
modiilasyonu yoluyla antikanser etkilerine aracilik ettigini ortaya koymustur. Bitkisel
ilaglarin geleneksel kemoterapotik ilaglara gore daha az yan etkilerinin yani sira
biyolojik aktiviteleri nedeniyle kanser tedavisi i¢in kullanimi tiim diinyada

artmaktadir?®,

2.3. Kanser

Kanser, hiicresel homeostazin ve fonksiyonunun geri dondiirilemez Sekilde
bozulmasiyla tetiklenen heterojen bir hastaliktir. Kanser ilerlemesi, kontrolsiiz hiicre
biliylimesi ve farklilagmasinin yani sira, neoplastik hiicre popiilasyonunda biiylik bir
genislemeye yol agan apoptotik fonksiyonlarin kaybinin bir sonucudur. Kanserin dahili
nedenleri apoptotik fonksiyon eksikligi, genetik mutasyonlar, oksidatif stres ve hipoksi
ile iliskilendirilebilirken, kanserin dis nedenleri ultraviyole isinlarina, radyasyona,

kirlilige, sigaraya ve strese asir1 maruz kalma ile baglantili olabilir?®.

Kanserler 200 milyon yildan fazla bir siiredir ¢ok hiicreli canlilar1 rahatsiz etmektedir.
Modern insanin atalarinin arasinda bir milyon yildan eskiye dayanan kanserlere dair

izler bulunmaktadir?’.

Kanserin heniiz tedavi edilmedigi goz oniine alindiginda, gecen ylizyilin bagindan beri
bir¢ok hipotez veya teori One siiriilmiistiir. Bu teoriler, kansere viriislerin neden oldugu,
kromozomal anormallikler, somatik mutasyonlar, birikmis c¢oklu mutasyonlar,
immiinolojik goézetimler, iyilesmeyen yaralar, mutajenik olmayan mekanizmalar ve
doku organizasyonu alan teorilerini igermektedir?®. Biitiin bu nedenleri belirlememize
ragmen ¢ozim konusunda ayni basartyr sergiledigimizi sOyleyemeyiz. Onkoloji,
kardiyovaskiiler hastaliklardan {i¢ kat daha diisiik basar1 oranlariyla, klinik gelistirme

asamasindaki arastirma ilaclari arasinda en kotii oranlara sahiptir?®.



Kanser baslangici, igsel hiicresel programlari etkileyen bir dizi genetik mutasyona bagli
gibi goriindiigi i¢in, bugiine kadarki kanser aragtirmalarinin biiyiik ¢cogunlugu, kanser
hiicrelerinin bu genetik ve molekiiler 6zelliklerinin tanimlanmasi ve karakterizasyonuna
odaklanmistir®. 2020 yilina kadar, Diinya Saglik Orgiiti (WHO), kiiresel olarak 15
milyondan fazla insanin kansere maruz kaldigini ve her yil 10 milyon insanin kanserden

oldiigiinii bildirmektedir®!.

Daha fazla arastirma, geleneksel olarak kullanilan bitkilerin yeterli dozlarda uygulanan
biyoaktif bilesikler igerdigini ve saglik iizerinde olumlu etkileri oldugunu
gostermistir. Bu etkiler, bilesiklerin antioksidan, antiinflamatuvar, antimikrobiyal ve
ayrica antikanser gibi biyolojik 0zelliklerinden kaynaklanmaktadir. Giiniimiizde,
antikanser bilesiklerinin kaynag1 olarak bitkilerin potansiyeli hem geleneksel tipta hem

de deneysel bulgularda iyi bir Sekilde belirlenmistir®?.

2.3.1. Gastrointestinal sistem kanserleri

Yetiskin insan gastrointestinal sistemi ~7 m uzunlugundadir ve yiizeyi viicuttaki en hizli
yenilenen epitel ile kaplidir®®. Gastrointestinal sistem (GIS) kanserleri, diinya ¢apinda
kansere bagl dliimlerin yaygin bir nedenidir®. GIS kanserleri; yemek borusu, safra
kesesi, karaciger, pankreas, mide, ince bagirsak, kalin bagirsak, rektum ve aniis dahil
olmak iizere sindirim sistemi organlarinin kanseri olarak tanimlanir. Mevcut tedaviler
sisplatin, mitomisin ve dosetaksel kemoterapi rejimlerini, cerrahi, radyasyon veya

bunlarin kombine uygulamasini icerir®,

Cogu hastada metastaz, kemoterapiye diren¢ ve niiks gelistigi i¢in mevcut terapotik
tedaviler yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle, gastrointestinal kanserli hastalar igin tedavi

etkilerini iyilestirecek yeni stratejilere ihtiya¢ duyulmaktadir®.

2.3.2. GIS kanserlerinin epidemiyolojisi

Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajansi’ndan (IARC) bilim adamlar1 ve ortaklari
tarafindan yapilan bir ¢alismaya gore Gastrointestinal kanserler, kiiresel kanser insidans
yiikiiniin %26’sin1 ve kansere baglh tiim oliimlerin %35’ini olusturmaktadir; 2018°de
diinya ¢apinda tahmini 4,8 milyon yeni vaka ve 3,4 milyon buna bagli 6liim meydana

gelmistir®.

Ayrica, ¢oklu GI (Gastrointestinal) kanserleri insidans ve mortalite agisindan ilk 10°da

yer almakta ve bircok {ilke i¢in ciddi bir yiik olusturmaktadir. Gastrointestinal



kanserlerin yiikleri gastrointestinal kanserlerin insidansi ve 6liim orani da iilkeler ve
bolgeler arasinda farklilik gostermektedir. Asya yemek borusu, mide ve karaciger
kanserlerinin en yaygin oldugu en fazla sayida vaka ve 6liim oranindan muzdariptir®’.
Bugiine kadar, arastirmalarin ¢cogu en yaygin Gi kanseri formlar1 olan mide kanseri ve
kolorektal kanserin (KRK) oOnlenmesine yonelik olmustur. Kiiresel Kanser
Istatistiklerine gore, KRK kansere bagl &liimlerin ikinci énde gelen nedenidir ve GK
(Gastrik kanser) onu yakindan takip eder. GK, 2018’de bir milyondan fazla yeni kanser
vakasindan ve diinya genelinde her 12 6liimden 1’ine denk gelen tahmini 783 bin
6liimden sorumluydu. 2018’de 1,8 milyondan fazla yeni KRK vakasi ve 881 bin 6liimiin
meydana geldigi tahmin edilmektedir. Cevresel faktorler, diyet ve yasam tarzi

faktorlerinin yani sira aile dykiisii GI kanser icin en énemli risk faktorleridir®,

2.3.3 GIS Kkanseri risk faktorleri

Yas

Yaglanmanin temel Ozelligi, ilerleyen fizyolojik biitiinlik kaybidir ve bu da islev
bozukluguna ve 6lime karsi artan hassasiyete yol agar. Bu bozulma kanser, diyabet,
kardiyovaskiiler bozukluklar ve norodejeneratif hastaliklar dahil olmak iizere insanlar1
etkileyen hastaliklarin ¢ogu i¢in birincil risk faktoriidiir. Yash niifus, giiniimiizde 65 yas

ve {izeri kisiler olarak tanimlanmaktadir®.
Obezite

2016 yilinda Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajanst (IARC), 16 kanser tiirliniin
muhtemel bir Sekilde asir1 yaglanma ile iliskili oldugunu ve obezitenin sigaradan sonra
ikinci 6nde gelen kanser nedeni oldugunu bildirmistir. [ARC raporu, asir1 viicut yaginin
yoklugunun ¢ogu kanser riskini azalttig1 sonucuna varmistir. Obezite ile iligkili bircok
kanserin yag depolarinin i¢inde veya bitisiginde ortaya c¢iktigini ve degisen yag
biyolojisinin yerel ve sistemik olarak kanser gelisimini destekledigi sonucuna
varilmistir. JARC ve Diinya Kanser Arastirma Fonu (WCRF) Siirekli Giincelleme
Projesi’ne gore, asir1 yaglanma pankreas, karaciger, yemek borusu, kolorektum, mide ve
safra kesesi dahil olmak iizere gastrointestinal kanserler i¢in bir neden veya olasi risk
faktoriidiir. Diinya capinda obezite oranlarindaki hizli artig, gastrointestinal kanser

yiikiiniin artmasina neden olmaktadir*’,



Diyet

Genel olarak, meyve ve sebzeler gibi lifli gidalarin GI kanser riskini azalttig1, islenmis
gidalarin, et ve seker tiiketiminin ise riski artirdigi kabul edilmektedir. Akdeniz veya
Okinawa gibi belirli diyetlerin, bir popiilasyon diizeyinde kanser riskinin azalmasiyla
iligkili olduguna dair kanitlar vardir ancak bunlari benimsemenin yiiksek riskli yerlerde

riski azaltip azaltmadigi tam olarak belli degildir®.

Alkol kullanim1 gesitli gastrointestinal kanserler icin 6nemli ve potansiyel olarak
degistirilebilir bir risk faktoriidir. Yiiksek riskli alkol kullanimimi ele almak,
gastrointestinal kanser yiikiinii azaltmak i¢in bir stratejidir. Alkol alimi nedensel olarak
girtlak kanseri, 6zofagus, mide kanseri, hepatoseliiler karsinom, meme kanseri,

kolorektal karsinom (KRK) ve biiyiik olasilikla pankreas kanseri ile iliskilidir®.
Kalitim

KRK’nin hastalarin %25 kadarinda kalitsal veya ailesel bir yatkinliga baglanabilecegine
dair kanitlar vardir. Bununla birlikte, kalitsal oran, kalitimin tanimina baglidir. Bazi
arastirmalar, birinci derece akrabalarinda (ebeveyn, kardes veya c¢ocuk) KRK’li
hastalar1 ailevi bir hastaliga sahip olarak tanimlarken, digerleri sadece kalitsal bir kanser
sendromu varsa ailesel vakalar icerir. Hastalarin yaklasik %3-5’i Lynch sendromuna
(LS) veya kalitsal polipsiz kolorektal kansere sahiptir. Diger sendromlar nadirdir ve tiim
KRK hastalarinin yaklasik %1’ini olusturur. Bununla birlikte, tiim vakalarin %]15-
20’sinde KRK’nin ailesel agregasyonunun mevcut oldugu 6ne siiriilmistiir, ancak germ
hattt mutasyonlar1 ve genetik varyantlar heniliz tanimlanmamistir. Bu hastalarda altta
yatan kalitsal nedenlerin karmasik olmasi ve ¢esitli molekiiler, epigenetik ve genetik

faktorleri igermesi muhtemeldir®.

Kalitsal yaygin mide kanseri, yaygin mide kanserinin kalitsal bir seklidir. Koti
prognoza, ge¢ prezentasyona ve yiiksek invaziv tiimor 6zelliklerine sahiptir. Genellikle
Hp (Helicobacter pylori) ile iliskili degildir; Bu tiir vakalarin %30-50’sinde CDH1

mutasyonlar1 vardir®,

Kalitsal hemokromatoz, al-antitripsin eksikligi, Wilson hastalig1 ve hepatik porfiria gibi
belirli metabolik bozukluklar, hepatoseliiler karsinoma gelisimi i¢in yiiksek risk ile
iligkilidir. Bu kalitsal hastaliklarin, artan inflamasyon ve hepatoseliiler hasarin bir

sonucu olarak hepatokarsinogenezi destekledigi bilinmektedir®.
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2.3.1.1 Kolorektal kanserler

Kolon ve rektum, insan sindirim sisteminin son bolimiinii olusturur, ince bagirsagin
sonunu belirleyen ileogekal valv ile baglar aniiste biter ve kabaca 90 santimetre

uzunlugundadir®®.

Kolorektal kanser (KRK), diinya genelinde erkeklerde en sik goriilen dordiincii kanser
ve kadinlarda en sik goriilen ii¢lincli kanserdir. Kolorektal kanser igin risk faktorleri
arasinda obezite, meyve ve sebzelerde diisiik ve doymamis yaglarla kirmizi et agisindan
zengin bir diyet, fiziksel hareketsizlik ve sigara igmek yer alir. Bu nedenle
poplilasyonlar1 tipik olarak bu faktorleri sergileyen gelismis iilkelerde uzun siiredir
gozlenen bir hastaliktir. Bununla birlikte, son yillarda, riskin gegen onyillarda diisiik
oldugu diinya c¢apinda Ki yeni gelismis ve gelismekte olan iilkelerde yiiksek kolorektal

kanser oranlar1 bildirilmistir*'8.

Inflamatuvar bagirsak hastalig: (iilseratif kolit ve Crohn hastaligi) olan hastalarda
kolerektal kanser riski daha yiiksektir ve yakin klinik takip gerektirir. FAP (ailesel
adenomat6z polipoz) ve HPNNC (kalitsal polipsiz kolerektal kanser) gibi kolerektal
kanser gelisimi ile iliskili oldugu bilinen kalitsal sendromlar, hastalik vakalarinin %5’ini
olusturur. Ailesel  kiimelenmenin ~ vakalarin  diger  %20’Sini  olusturdugu
varsayilmaktadir. Sporadik kolerektal kanser vakalar1 biiyiikk c¢ogunlugu olusturur
(yaklasik %75)%.

Kolorektal bolgede baslayan kanserlerin biiylik c¢ogunlugu (%95’in iizerinde)
adenokarsinom olarak siniflandirilir. Bunlar kolon ve rektumu kaplayan mukus iireten
bezlerde baslar. Kolorektal bolgenin daha az goriilen diger kanserleri arasinda karsinoid
tiimorler (hormon treten bagirsak hiicrelerinde baslar), gastrointestinal stromal tlimorler
(Cajal’n interstisyel hiicreleri olarak bilinen 6zel kolonik hiicrelerde olusur), lenfomalar

(bagisiklik sistemi kanserleri) bulunur®.

Abdominal obezite, dolasimdaki insiilin seviyelerindeki degisikliklerle iliskilidir.
Insiilin direncinin ve ardindan gelen hiperinsiilinemi ve tip 2 diyabetin(T2D), kanser
riskini ozellikle kolon kanseri, pankreas ve karaciger kanserleri riskini arttig1
bildirilmistir’!. KRK icin standart geleneksel tedaviler cerrahi, kemoterapi ve
radyoterapidir. Hastaligin lokalizasyonuna ve progresyonuna bagli olarak bu tedaviler

kombinasyon halinde kullanilabilir. Laparoskopik ve transanal cerrahi yaklagimlar
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yoluyla total mezorektal eksizyon ( TME) genellikle lokalize kanser igin ve timor

lokasyonuna erisimin kolay oldugu durumlarda kullaniimaktadir®.

2.3.1.2 Kolorektal kanserin molekiiler mekanizmasi

Kolorektal kanserin gelistigi {ic ana molekiiler mekanizma vardir: kromozomal
kararsizlik, mikro uydu kararsizligi ve metilasyon. Bunlarin her biri farkli klinik

fenotiplerle sonuclanir®,

Kromozomal kararsizlik (CIN), ag gecidi siiriici geni APC’de etkisizlestirici bir
mutasyonla baslayan ve KRAS, SMAD4 ve TP53’teki diger siiriici mutasyonlari
boyunca ilerleyen bir Sekilde temsil edilir. APC mutasyonu, hiicreyi kromozomal
kararsizliga yatkin hale getirir, bu da heterozigosite kayb1 (LOH) ve anoploidiye yol
acar. Kromozomal kararsiz kanserlerin genetik testi bunlarin CIMP-negatif ve mikro
uydu kararli (MSS) oldugunu gésterir*. CIMP (CpG adas1 metilatér fenotip) DNA
hipermetilasyonunun gozlendigi CpG adaciklarini yogun bir Sekilde iceren kanser

dokular1 olarak bildirilmistir.

Mikrosatelitler, dongli uyumsuzluklar1 yaratan DNA replikasyonu sirasinda kaymaya
egilimli kisa tekrarlayan niikleotid baz dizileridir. Onarilmamis uyumsuzluklar bir
timordeki belirli bir mikro uydunun uzunlugunun normal bir hiicredekinden farkli
oldugu “kararsiz” mikro uydular olarak goriliir. Bu, Lynch sendromunda ve bagka
nedenlerle (bir uyumsuzluk onarim geninin metilasyonu veya bialelik somatik
mutasyonlart gibi) uyumsuzluk onarim islevini kaybetmis kanserlerde goriilen kusurlu
DNA uyumsuzlugu onarimmin bir 6zelligidir®®. Mikro uydu kararsizligi (MSI), Lynch
sendromu tiimdrlerinin bir 6zelligidir ve genetik testler, bunlarin CIMP-negatif, MSI-

Yiiksek oldugunu gosterir™.

Metilator tiimorler, kromozomal kararsiz kanserlerden tamamen farkli bir genetik ve
histolojik yoldan ortaya cikar. Ilk olay, BRAF veya KRAS’ta bir siiriicii gen
mutasyonudur. Daha sonra gesitli diger siiriicii genlerin metilasyonu, histolojik olarak
hiperplastik polipler, sapsiz tirtikli adenomlar/polipler ve displastik tirtikli polipler gibi
tirtikli mukozal lezyonlar olarak goriinen neoplaziyi ilerletir. Bu kanserler CIMP-
pozitiftir®®.

Bazi CIMP-pozitif kanserler MSI-yiiksek’dir (bir uyumsuzluk onarim geni olan
hMLHZ2’in metilasyonundan dolay1), digerleri ise CIMP-negatiftir. Sporadik kolorektal

kanserlerin %15’inde metilatér ve mutator mekanizmalar arasinda bir miktar Ortiisme
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vardir, burada birincil mekanizma hipermetilasyondur ve uyumsuzluk onarim geni

hMLH1 metillenir ve mutator fenotip ile sonuglanir®.

Cogu kanser (%70) kromozomal kararsizdir (MSS/CIMP-negatif). Bu kanserler, bir
siiriicii. APC mutasyonundan kaynaklanan adenomlar yoluyla ortaya ¢ikar ve diger
kanser genotiplerinden daha sik sol taraflidir. ikinci bir makalede, bu ayni grup
gostermistir ki hemen hemen tiim rektum kanserleri MSS/CIMP-negatiftir. Sag tarafli
kolon kanserleri ise genellikle metilasyona bagl olarak CIMP-pozitif/MSI-Yiiksek ve
CIMP-pozitif/MSS arasinda neredeyse esit dagilim gostermektedir®’.

2.3.1.3. Hepatoseliiler karsinom

Karaciger kanseri, diinya ¢apinda en yaygim altinci kanser tiirii olup, genel kanser
vakalarmin %5.7’sini olusturmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde meydana gelen
vakalarin ¢ogunlugu (%82, 2002°de erkeklerde 366.000 yeni vaka, kadinlarda 147.000

yeni vaka) gelismis tlkelerle (erkeklerde 74.000 yeni vaka ve 36.000 kadin)
karsilastirildiginda, insidansta genis cografi farkliliklar vardir®®. Hepatoseliiler karsinom
(HSK), karacigerin en sik goriilen primer malinitesidir ve gelismis bati lilkelerinde
goriilme sikl1g1 artmaktadir. Goriintiileme ¢aligmalar1 hepatoselliiler karsinom tanisinda
kilit bir rol oynamaktadir ve giderek daha yaygin olarak hastalara asemptomatik bir

asamada tan1 konulmaktadir®®.

Kronik karaciger hastalig1 ve siroz, viral hepatit ve asir1 alkol alimmin diinya ¢apinda
onde gelen risk faktorleri hepatoseliiler karsinom’un geligimi igin en dnemli risk olmaya
devam etmektedir. Kronik viral hepatit siroza ve/veya hepatoseliiler karsinom’a yol
acabilir. Hepatit B ve C diinyadaki kronik hepatitin en yaygin nedenleridir®. Tedavi,
goriintiileme, tibbi cihaz gelistirme, girisimsel radyoloji, cerrahi teknikler ve karaciger
transplantasyonundaki ilerlemeler hepatoseliiler karsinom i¢in lokal (ablasyon
teknikleri), bolgesel (radyoembolizasyon) ve cerrahi tedavide onemli geligsmelerle
sonuglanmistir®. Asirt alkol tiiketimi karaciger kanseri icin iyi bilinen bir risk faktorii
iken daha diisiik tiiketim diizeylerinin etkisi tam olarak arastirllmamistir. Prospektif
calismalarin meta-analizinde agir alkol tiikketimi (>3 igecek/giin) hepatoseliiler karsinom
riskinde %16 artis ile iligkilendirilmistir, ancak daha diisiik tiiketim seviyeleri ile bir

iliskisi bulunmamistir®?,
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2.3.1.4. Hepatoseliiler karsinomun molekiiler mekanizmasi

Hepatoseliiler karsinom gelisimi diger kanser tiirleriyle benzer Sekilde, genetik ve
cevresel faktorlerin bir kombinasyonundan kaynaklanan karmasik, ¢ok asamali bir
siirectir®. Etiyolojiden bagimsiz olarak, hastalarin ¢ogunda siroz HSK’den 6nce gelir.
Siroz sirasinda retilen yenileyici nodiiller, normal hepatositlerin displastik
hepatositlere, neoplastik lezyonlara donligmesi ve ardindan genetik ve epigenetik
degisikliklerin birikmesi yoluyla HSK ile sonuglanmasi i¢in uygun bir mikro ortam

saglar®,

Bugiine kadar, preneoplastik lezyondan displastik hepatositlere ve son olarak hepatik
neoplazmaya kadar ardisik hepatokarsinogenez gelisimi tam olarak anlagilamamuistir.
Hepatokarsinogenez siirecinin tamaminin, tiimér mikrogevresindeki degisiklikler,
nekroinflamasyon, oksidatif stres ve hipoksi gibi ¢esitli hiicresel mekanizmalarin ve
sitokinlerin, kemokinlerin ve biiyiimenin transkripsiyonu ve aktivasyonu dahil olmak

tizere diger molekiiler mekanizmalarin ortak hareketini igerdigi varsayilmaktadir.

Faktorler, DNA hasar1 ve DNA metilasyonu. Cok sayida klinik ve epidemiyolojik
calisma, inflamasyon ve kanser gelisimi arasinda giiglii bir iliski oldugunu ortaya
koydu. HSK’lerin %90’1ndan fazlas1 karaciger hasar1 ve inflamasyon baglaminda ortaya
ciktigi i¢cin HSK enflamasyonla iliskili karsinogenezde daha kapsamli olarak

arastirilmaktadir®®.

HBV veya HCV’nin neden oldugu kronik karaciger enfeksiyonu veya aflatoksinlere
veya alkole maruz kalma kalict karaciger hasarina ve hepatosit hiicre oliimiine ve
eszamanli hepatosit rejenerasyonuna neden olur. Bu nedenle diizensiz hepatosit
proliferasyonunu ve ardindan hepatik enflamasyonunu tetikler®. Premalign ortamda
inflamatuar hiicreler ¢ok sayida sitokin, kemokin, biiyiime faktorii, prostaglandin ve
proanjiyogenik faktor salarak hepatik ortami bir genetik mutasyon birikimi ile hepatosit
transformasyonu i¢in uygun bir bolge haline getirir. Doniistiiriilmiis hepatositlerin
hayatta kalmasi, anti-apoptotik yolaklarin aktivasyonu ve immiin siirveyansin
baskilanmasi ile miimkiindiir®” Farkli proinflamatuvar (interlokin-6 veya I1L-6, Timor
Nekroz Faktorii veya TNF-a gibi) ve anti-inflamatuvar sitokinlerin (Doniistiiriicii
Biiyiime Faktorleri a ve f veya TGF-a ve B), farkli transkripsiyon faktorleri (NF-«f,

STAT-3) ve bunlarin sinyal yollar1t HSK gelisiminde rol oynar®®®.
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IL-6 ve TNF-a

Kronik karaciger hasar1 sirasinda IL-6 ve TNF-a’nin ekspresyonu, karaciger
mikrogevresinde neoplastik doniisiimii yonlendiren STAT3 transkripsiyon faktoriiniin
asagl akis hedeflerini aktive eder. Ayrica TNF-a, hepatik tiimor biiylimesini ve HSK
niiksiinii destekler. Jing ve arkadaslart TNF-a’nin asir1 ekspresyonunun, hepatik
progenitdr hiicrelerin (HPH) aktivasyonu yoluyla hepatoseliiller karsinoma’y1
destekledigini ve TNF-a’nin yikilmasinin, HPH aktivasyonunu ve proliferasyonunu
inhibe ederek tiimor olusumunu azalttigi gézlemlenmistir. Bu olaylarin 1s18inda biz
TNF-o’nin  karaciger hasar1 ve prognozunda Onemli bir rol oynadigini

soyleyebilmekteyiz®.

Nikleer Factor-k (NF-k[3)

Niikleer faktor-«f (NF-kf), inflamatuvar yanitin ve hiicre Olimiiniin ana
transkripsiyonel diizenleyicisidir. Bir dizi g¢alisma, hepatoseliiller hasar, karaciger
fibrozu ve HSK gelisiminde NF-kB’nin roliinii dogruladi. Aktif NF-«xf, etiyolojiden
bagimsiz olarak HSK’de sik goriilen ve erken bir olaydir ve hepatokarsinogenez
sirasinda doniistiiriilmiis bir fenotipin elde edilmesiyle baglantilidir. Bu nedenle, NF-
kpB’nin karaciger hasari, fibrozis ve HSK arasinda merkezi bir baglanti oldugu 6ne

stiriilmektedir®®.
TGF-q

Hiicresel proliferasyonu ve transformasyonu destekleyen bir polipeptit olan TGF-a’nin
hepatokarsinogenez ile yakin bir iligkisi oldugu diisiiniilmiistiir. Normal karaciger
hiicrelerinde, diisiik bir TGF-a ekspresyonu vardir. Karaciger hasarini takiben kronik bir
inflamatuvar yanit olarak salgilanan farkli sitokinlerin birlesik eylemleri, karacigerde
TGF-a’y1 1srarla yukar regiile eder ve sonug olarak hepatositlerin rejenerasyonuna,
hepatosit proliferasyonuna, hepatosit displazisine ve son olarak HSK gelisimine izin
verir. TGF-B ayrica HSK’de yukari regiile edilir ve tiimdr hiicresi gogiinii ve istilasini

indiikleyerek HSK ilerlemesinde kritik bir rol oynar™.

2.3.1.5. Mide kanseri

Mide kanseri, diinya ¢apinda en sik goriilen dordiincii kanser ve kansere bagli 6liimlerin

ikinci O6nde gelen nedeni olmasi nedeniyle 6nemli bir saglik sorunudur. Her yil
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950.000°den fazla yeni tan1 konulmaktadir. 2012 yilinda tahminen 720 000 hasta mide

kanserinden Slmiistiir*.

Kitalar arasinda insidansta biiyiik farkliliklar vardir. En yiiksek insidans (yilda 100.000
kisi basina 69 vakaya kadar) kuzeydogu Asya’da (Japonya, Kore ve Cin) erkeklerdedir.
Orta dereceli vakalar Avrupa ve Giiney Amerika’da goriiliir; Kuzey Amerika, Afrika,
Giliney Asya ve Okyanusya (Avustralya ve Yeni Zelanda dahil), 100.000 kisi basina 4-

10 vaka oraniyla diisiik insidansh bolgelerdir’?,

Erkekler mide kanserlerinden bes kat daha fazla etkilenir. Mide kanseri insidans oranlari
siyahlar, diisiik sosyoekonomik gruplar ve gelismekte olan iilkelerde daha yiiksektir’,
Gastrik karsinogenez ¢ok asamali ve ¢ok faktorlii bir siirectir. Mide kanserinin bagirsak
tipi genellikle Helicobacter pylori enfeksiyonu, diyet ve yasam tarzi gibi g¢evresel
faktorlerle iligkiliyken, yaygin tip daha ¢ok genetik anormalliklerle iligkilidir. Molekiiler
tiptaki son gelismeler sadece mide kanserinin karsinogenezine 151k tutmakla kalmamig
aynt zamanda Onleme, teshis ve tedavi edici miidahale ile ilgili yeni yaklasimlar da
sunmustur’®. Ekonomik kalkinmayla baglantili iyilestirilmis yasam kosullari, mide
kanserinin baslica nedeni olan Helicobacter pylori prevalansinin azalmasina katkida

bulunmustur.

Midenin malign tiimorlerinin bilyiikk ¢ogunlugu adenokarsinomlardir. Tarihsel olarak
gastrik adenokarsinomlar, Laurén histolojik siniflandirmasina gore intestinal ve diffiiz
alt tiplere boliinmiistiir. Intestinal tip, bagirsak metaplazisinin gelismesi ve giderek artan
displazi evrelerinden karsinoma gecisle birlikte kronik atrofik gastrit arka planindan
kaynaklaniyor gibi goriinmektedir. Intestinal tip yiiksek riskli iilkelerde baskin histolojik
tiptir, erkeklerde daha sik goriiliir ve goriilme siklig1 yasla birlikte dnemli dl¢iide artar.
Diffiiz tip belirgin bir cografi ¢esitlilik gostermez. Atrofik gastrit yoklugunda ortaya
cikabilir. Kadinlarda daha sik goriiliir ve siklikla pozitif aile Oykiisii olan geng

hastalarda ortaya ¢ikmaktadir’®.

Cerrahi tek kiiratif tedavi olmaya devam ederken, perioperatif ve adjuvan kemoterapinin
yan1 sira kemoradyasyon, genisletilmis lenf nodu diseksiyonu ile rezektabl mide
kanserinin sonucunu iyilestirebilir. Bir stratejinin digerine gore net bir iistlinliigli ortaya
cikmamustir. Hepsi tek basina cerrahiye gore hayatta kalmada %15°lik bir artisa katkida

bulunur™.
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Randomize Klinik deneyler, metastatik olmayan gastrik ve gastrodzofageal
adenokarsinomu olan hastalarda kombine tedavisinin etkili olduguna dair kanit
saglamaktadir. Perioperatif =~ kemoterapi  veya  postoperatif — kemoterapi  arti
kemoradyoterapi giincel kilavuzlarda tercih edilen yaklasimlar olarak listelenmistir,
ancak postoperatif kemoterapi de yeterli bir lenf nodu diseksiyonu sonrasi bir se¢enek

olabilir™,

Titlin kullanimi mide kanseri ve kanser Oncesi lezyonlar igin bir risk faktoriidiir.
Diyette yiiksek tuz tiiketimi kanser riskini artirir. Islenmis et tiikketimi de yiiksek kanser
riski ile iliskilendirilmistir. Alkol tiiketimi ile net bir iligki bulunamamistir. Taze meyve

ve sebzelerin tiiketimi, kanser riskinin azalmasiyla iliskilendirilmistir’®.

2.3.1.6. Mide kanserinin molekiiler mekanizmasi

Tiim genom dizileme caligmalari, son zamanlarda mide kanserlerinde yer alan yeni
molekiilleri ve mekanizmalar1 ortaya ¢ikarmustir. Ozellikle, RHOA mutasyonlari, diffiiz
tipte tiimorlerin en 6nemlilerinden biri olarak tamimlannmistir®. Kanser genom atlasi
(TCGA) projesinde yer alan 295 primer mide kanserine iliskin veriler, mide

kanserlerinin dort kademeli molekiiler siniflandirmasina isaret ediyor:

1. Tekrarlayan PIK3CA mutasyonlari, asirt DNA hipermetilasyonu ve JAK2, PD-L1 ve

PD-L2 amplifikasyonu gosteren Epstein-Barr viriisii i¢in pozitif mide kanserleri.
2. Yiiksek mutasyon oranlar1 gosteren stabil olmayan mikro uydu mide kanserleri.

3. Yaygmn histolojik varyant ve RHOA mutasyonlar1 veya RHO-ailesi GTPaz aktive
edici proteinleri igeren flizyonlar i¢in zenginlestirilmis, genomik olarak stabil mide

kanserleri

4. Reseptor tirozin kinazlarin belirgin andploidi ve fokal amplifikasyonu gosteren

kromozomal kararsizliga sahip mide kanserleri®.

Tiim ekzom dizileme ¢aligmalari, mide bagirsak tipi karsinogenezi daha da incelemistir.
Siklikla mutasyona ugramis bulunan genler arasinda TP53, PIK3CA, FAT4 ve ARID1A
bulunur. Son ikisi yeni mide kanseri belirtegleri olarak tanimlanmistir. FAT4, mide
kanserlerinin %5’inde mutasyona ugrayan ve %4 ’{inde silinen kaderin gen ailesinin bir

liyesidir®2.
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ARID1A tarafindan kodlanan protein, DNA onarimi, farklilasmasi ve gelisimi
siiregclerinde ve ayrica hiicre proliferasyonunun homeostazinda yer alan SWI-SNF
kromatin yeniden modelleme kompleksinin yardimei bir alt birimidir®®. ARID1A,
MLL3 ve MLL gibi kromatin remodeling genlerindeki mutasyonlar, mide kanserlerinin

%47’sinde bulunmustur®4,

TP53 genindeki degisiklikler, gastrik onkogenezde yer alan histolojik lezyonlarin
spektrumu boyunca iligkilidir. TP53 lokusunda heterozigotluk kaybi bir dizi gastrik

IM’nin %14'iinde ve displastik lezyonlarin %22’sinde gdsterilmistir®.

Epigenetik mekanizmalarin hem erken degisikliklerde (yani atrofik gastrit ve bagirsak
metaplazisi) hem de kanserin ileri evrelerinde merkezi bir rolii oldugu bulunmustur®.
H. pylori ve Epstein-Barr viriisii enfeksiyonu {izerine yapilan ¢aligmalar, bu patojenlerin
her ikisinin de kanserojen etkisinin, mide mukozasinda metilasyon degisikliklerini

indiikleyerek giiclendirdigini gdstermistir®”8,

Timor dokusundaki metilasyon durumu, serum Orneklerinde bulunan paternlere
benzer, bu nedenle metilasyon durumu, mide kanserinin erken tanisinda yararlanilabilen
invaziv olmayan bir onkolojik belirte¢ ve kanserin 6nlenmesi i¢in yeni bir hedef olma
potansiyeline sahiptir®. Ayni zamanda diger insan kanserlerinde oldugu gibi, anormal

miRNA ekspresyonu mide kanserinin de bir 6zelligidir®.

2.4. Apoptoz

Hiicre oliimii, ¢ok hiicreli organizmalarin gelisimi, doku homeostazi ve biitiinliiglinde
onemli bir siirectir. Hiicre proliferasyonu ve eliminasyonu, yetiskin organizmada
fizyolojik bir homeostaz siirecini  silirdiirmek igin  gereklidir. Metamorfoz,
embriyogenez, patogenez ve doku dongilisii sirasinda istenmeyen hiicreler
cikarilir. Hiicre oliimii tipik olarak genis olarak tanimlanmis iki mekanizmay1 igerir:

programlanmus hiicre 6liimii yani apoptoz ve programli olmayan nekroz®:.

2.4.1. Digsal apoptotik yol

Apoptoz morfolojik bir olgudur. Isik (veya tercihen elektron) mikroskobu ile
bakildiginda, apoptotik hiicrenin 6zellikleri arasinda kromatin yogunlagmasi ve niikleer
parcalanma (piknoz), plazma zar1 kabarmasi ve hiicre kiiciilmesi bulunur. Sonunda

hiicreler inflamatuar bir yanit1 tesvik etmeden fagositozla temizlenen kiigiik zarla ¢evrili
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parcalara (apoptotik cisimler) ayrilir. Apoptotik cisimlerin salinmasi, antik yunancada
uzaklagsmak anlamina gelen ve sonbaharda yaprak doken agaclardan yapraklarin sararip

diismesi kavramlarini ¢agristiran apoptoz terimine koken vermektedir®.,

Dissal yolak kaynakli apoptoz, tiimor nekroz faktorii (TNF) reseptor ailesinin liyeleri
olan ve “Olim alan1” igeren transmembran Oliim reseptorleri tarafindan tetiklenir.
Apoptoz uyarici fragman ligandi (FasL)/FasR, TNF-o/TNFR1, TNF ile iligkili apoptozu
indiikleyen ligand (TRAIL)/DR4 ve TRAIL/DRS5’1 igeren birkag tipik ligand ve karsilik
gelen Olim reseptorleri, hiicre yiizeyinden hiicre i¢i yollara Oliim sinyallerinin

iletilmesine yardimc1 olmaktadirlar®,

Membran gegis reseptorleri (DR)’nin spesifik 6liim ligandlar1 (DL’ler) tarafindan bu
Sekilde tetiklenmesi, 6liime neden olan bir sinyal kompleksinin (DISC) olusumuyla
sonuclanir. Bu DISC, adaptér molekiil olarak DD igeren Fas bagli 6liim alanindan
(DD), prokaspaz-8, prokaspaz-10 ve hiicresel FLICE inhibitor proteinlerinden (c-
FLIP’ler) olusur®.

Daha sonra DISC pro-kaspaz 8’in modifikasyonunu ve aktivasyonunu baslatir. Enzim
olan kaspaz 8’in aktive edilmis formu, apoptozun yiirlitme fazini olusturan kaspaz
aktivasyonunun kaskadmi baslatmak icin DISC’den ayrilir®. Deneysel kanitlar,

apoptozda kaspazlarin aktif roliinii gdstermektedir®®.

2.4.2. T¢sel apoptotik yol

I¢sel sinyal yolagi mitokondriyal olarak baslatilir ve ayrica apoptozu tetikleyebilir.
Genellikle hipoksi, hipertermi ve biiylime faktorlerinin yoklugunu iceren uyaranlarla
aktive edilir. Bu uyaranlar, mitokondriyal gecirgenlik gecis gézeneklerinin agilmasini
tesvik eder. Mitokondriyal transmembran potansiyelini engeller ve bdylece Sitokrom c
(Cyt ¢) ve apoptoz indiikleyici faktorii (AIF) igeren proapoptotik proteinlerin

membranlar aras1 bosluktan sitozole salinimini hizlandirir®’.

Cyt ¢, Apaf-1’i ve ayrica prokaspaz-9’u baglayabilir ve aktive edebilir ve ardindan
kaspaz-9 aktivasyonu ile sonuglanir ve bu da kaspaz-3 ve kaspaz-7’yi destekler®,
Bununla birlikte, AIF, apoptozun ge¢ fazi sirasinda kaspazdan bagimsiz bir Sekilde

DNA fragmantasyonunu ve kromatin yogunlasmasini indiikler®®.

Ozellikle, yukaridaki mitokondriyal olarak baslatilmis olaylar, dis mitokondriyal zarda

bulunan B hiicreli lenfoma 2 (Bcl-2) ailesi proteinleri tarafindan diizenlenir. Bcl-2 ailesi
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proteinleri mitokondriyal membranin gecirgenligini kontrol eder ve ardindan Cyt c'nin
saliimini diizenler. Fonksiyonel olarak proapoptotik ve antiapoptotik proteinler olarak

siniflandirilabilirlert®,

[ki Bad, Bax, Bak, Bid, Bim, Puma ve BNIP3’ii icerir. ikincisi Bcl-2, Bcl-x, Bel-XL ve
BAG igerir. Bu Bcl-2 ailesi proteinleri arasinda Bax, g¢ekirdekte veya mitokondride
tiimor baskilayict protein p53 tarafindan up-regiile olarak diizenlenebilir®®%, Bcl-2

veya Bcl-xL, np53 veya mp53 aracili apoptozu bloke edebilir!®?,

Damaging agents

A ; .
J’ g—p Ca* M—C“P-ﬁ—t Casp-3-»Casp-7
! CHK2 @ e DISCat

Mitochondrion

. . »Endo.G
Puma Moxa — » Puma Noxa BelXL|
' : m" %  SmacDiabl
Mucleus ! Caspase-2 r' . mac | Liablo,
L Omi f Htr.hz ¥
d&TPI’JhTP'__‘x\
L
C h -C—-.r 1 J IAFs *,
CRrome. L.
Apoptosome yto A 2
Apaf1 — st - MT—'C;“P_I
b N
'/""l - -
o Pro-Casp.-3i7
Pro-casp.8

Sekil 2.2. Apoptozun molekiiler mekanizmasi1'%,

20



3.MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Soxhlet Ekstraksiyon Cihazi1 (Termo)
Dijital Terazi (Radwag)

Buzdolab: Derin Dondurucu -20°C (Altus)
Scientific -80°C Sogutucu (Thermo)
Biosafety Cabinet Class Il (Mikrotest)
EC160 Karbondioksitli Etiiv (Niive)
BioTeK Spektrofotometre (Epoch)
Inverted Mikroskop (Euromex)

Santrifiij cihazi (OHAUS)

ELISA okuyucu (Epoch)

Mikropipet (Thermo)

3.1.2. Kullanilan sarf malzemeleri

T-75 hiicre flasklari

T-25 flasklar

15 ml ve 50 ml falkon tiipleri
10-100-1000 pl pipet uglar

96-Well plaklar

3.1.3. Kullamilan kimyasallar

Tripsin EDTA (CAPRICORN, Almanya)
RPMI 1640 besiyeri (CAPRICORN, Almanya)

Fetal Bovine Serum (CAPRICORN, Almanya)
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e RIPA Buffer (A.B.T, Tiirkiye)

e Penisilin/Streptomisin antibiyotik (CAPRICORN, Almanya)
e PBS (CAPRICORN, Almanya)

e Etanol (CAPRICORN, Almanya)

e DMSO (CAPRICORN, Almanya)

e Glutamin (CAPRICORN, Almanya)

3.1.4. Kullanilan kitler
e Hiicre Proliferasyon Kiti, WST-1 (Abcam, ABD)
e BCA Protein Tayin Kiti (ABP Biosciences, ABD)

e Kolorimetrik insan kaspaz-3, 8, 9 kitleri (BT LAB, Cin)

3.2. Metod

Calisma, Diizce Universitesi Tibbi Biyoloji Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
Calismada kullanilan deney maddesi Trachystemon orientalis bitkisi Diizce ilinden
toplanmistir. Toplanilan Trachystemon orientalis bitkisi herbaryum kosullarina uygun
olarak kurutulup karanlik ortamda saklanmistir. Homojen Sekilde bitkinin her bir kismi

ogiitiiciiden gegirilerek toz haline getirilmistir.

3.2.1. Ekstraksiyon

Toz haline getirilmis olan bitkiden parcalar halinde 20’ser gramlik tartilip 180 mL
%96’lik etanol ile hazirlanmistir. Soxhlet ekstraksiyonu i¢in 500 mL’lik steril balonlar
hazirlanmistir. Bitki 6rneklerini koymak i¢in steril seliiloz kartuslar alinmis ve ayr1 ayri
kartuslara 20’ser gramlik ornekler konulmustur. Bitki 6rneklerinin 10 saat siiresince
soxhlet cihazinda ekstrasyonu yapilmistir. Elde edilen ekstreler +4 °C’de muhafaza

edilmistir.
3.2.2. istatistiksel analiz

Calismanin verileri istatistiksel olarak Student’s t-testi kullanilarak analiz edildi. p<0.05

olan degerler anlamli kabul edildi. Bu degerin altinda kalan degerler ise anlamsiz kabul
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edilerek sonuglardan ¢ikarimlar yapilirken dikkate alinmadi. Her deney birbirinden

bagimsiz olarak {i¢ kopya halinde gergeklestirildi.
3.2.3. Hiicre Kiiltiirii

Bu calismada HCT116 kolon kanseri, AGS mide kanseri ve HepG2 hepatoselliiler
karsinom hiicre hatlar1 kullanildi. Hiicreler, %10 inaktive edilmis fetal bovin serumu
(Fetal Bovine Serum, FBS), 200 mM L-glutamin, 100 U/ml penisilin, 100 pg/ml
streptomisin, %95 nem ve %5 ile desteklendi, RPMI-1640 ve DMEM ortaminda
bliyiitiildii. CO2 ortaminda 37 C’de inkiibatorde kiiltiire edilerek cogaltildi.

3.2.4. Hiicre proliferasyon testi (WST-1 yontemi)

HCT116, AGS ve HepG2 hiicre hatlar1 T-75 hiicre siselerinin yaklasik %70’ini
kapladiginda ortam c¢ikarildi. Hiicreler, bir tripsin-EDTA karisimi kullanilarak bazdan
ve birbirlerinden ayrildi ve 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra pelete, %1
FBS iceren RPMI-1640/DMEM ortamut ilave edildi.

Hiicreler, %1 FBS iceren RPMI-1640/DMEM ortaminda homojen bir Sekilde silispanse
edildi ve her bir oyuga yaklasik 5000 hiicre/100uL. ¢ekilerek 96-well hiicre kiiltiirii
tabaklarina ekildi. Hiicreler gece boyunca 37°C’de ve %5 CO2’de inkiibatorde inkiibe
edildikten sonra ortam ¢ikarildi. Belirtilen dozlardaki ekstraktlar hiicrelere ilave edildi
ve %5 CO2 ile 37°C’de 24 ve 48 saat %1 FBS iceren bir ortamda inkiibe edildi.
Belirtilen siirelerin sonunda, her kuyudaki ortam ¢ikarildi ve 100 pL phenol-rejection-
free RPMI-1640/DMEM ortam1 ve 10 pL. WST-1 kiti ile degistirildi. Formazan
triinliniin neden oldugu renk degisimi, 4 saat sonra mikroplaka okuyucu ile 450 nm
dalga boyu araliginda belirlendi. Her deney li¢ kopya halinde gergeklestirilmistir. Hiicre

canlilig1 hesaplamalar1 Excel programinda yapilmistir.
3.2.5. Protein izolasyonu ve ELISA testi

Bitki 6zii 150 pg/mL ve 400 pg/mL dozlarda RIPA tamponu (A.B.T, Tiirkiye) ile
hiicrelere uygulandiktan 24 saat sonra uygun protocol adimlari izlenerek protein
izolasyonu yapildi. Protein izolasyonundan sonra miktart ve konsantrasyonu belirlemek
icin BCA protein tahlil kiti (ABP Biosciences, LLC) kullanildi. Ureticinin talimatlarina
gore bitki 6zii ile muamele edilmis hiicre siipernatant numunelerinde kaspaz-3, 8 ve

9’un protein ekspresyon seviyelerini belirlemek i¢in Calorimetric human kaspaz-3, 8 ve
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9 ELISA kitleri (BT LAB, Sanghay, Cin) kullanild1. Islemlerden sonra sonuglar, 450 nm
Optik Yogunlukta (OD) ELISA okuyucusu (Epoch Microplate Spectrophotometer,
Agilent Technologies, Inc., ABD) kullanild:.
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4 BULGULAR

4.1. Trachystemon orientalis (L.) G. Don Bitki Ekstraktimn HCT116, AGS ve
HepG2 Hiicreleri Uzerindeki Antiproliferatif Etkileri

Trachystemon orientalis bitki 6zii, 24 ve 48 saat boyunca 25-600 ug/ml dozlarinda ii¢
hiicre hattinin tlimiine uygulandi. HCT116 hiicreleri, 24 saatlik uygulama dozlarinda
proliferasyonda diisiik azalma oranlar1 gosterirken, 48 saatlik uygulama dozlarinda daha
etkili sonuglara ulasilmigtir. 600ug/ml’lik en yiiksek uygulama dozunda, hiicrelerde

proliferasyonun %35 inhibisyonu gozlemlendi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Trachystemon orientalis (L.) G. Don bitki ekstraktinin HCT116 hiicrelerinin

proliferasyonu iizerine etkisi (*;p<0.05).
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AGS hiicrelerinde proliferasyonun inhibisyonu oldukga agik bir Sekilde gozlemlendi. 24
saat boyunca 600 pg/ml uygulama dozunda hiicre proliferasyon orant %48 idi.
Inhibisyon sonuglari, 48 saatlik dozlarda daha dikkat ¢ekiciydi.150pug/ml uygulama
dozunda hiicre proliferasyonu inhibisyon orani %50 iken, 600pg/ml dozda bu oran
%79’a ¢ikmistir. Kullanilan hiicre hatlar1 arasinda antiprolaratif etki en yiiksek, AGS

mide kanseri hiicrelerinde gézlemlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Trachystemon orientalis (L.) G. Don bitki ekstraktinin AGS hiicrelerinin
proliferasyonu iizerine etkisi (*;p<0.05).
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HepG2 hiicreleri HCT116 hiicre hattina goére daha yiiksek inhibisyon oranlar
gosterirken AGS hiicre hattina gore daha diisiik diizeylerde hiicre inhibisyonu
sergilemigstir. 100 pg/ml ekstre dozuna kadar dogrusal bir azalma gozlemlenirken, 100
png/ml ve 400 pg/ml dozlart arasinda ozellikle 48 saatlik siire bazinda Snemli bir
degisim gozlemlenmemistir. 600pg/ml uygulama dozunda ise proliferasyon
inhibisyonunda o6nemli bir degisiklik gozlemlenmistir, bu dozda gozlemlenenen
inhibisyon orani %34 olmustur. 400pg/ml dozda inhibisyon oranm1 %42 iken, 600pug/ml
uygulama dozunda bu oran %59’a ¢ikmistir (Sekil 4.3).

C 120
W 24h

100 - m 48h
° 80 - .
= *
= *
= 60 -
)
>
3 40 -
(W

20 -

D T T T T T T T T T

S @@
(PQ ,ﬁﬁé ﬁ@é 4‘\"’@ %@Qé &@ ‘bqp@ @‘ﬁ} h@@

Sekil 4.3. Trachystemon orientalis (L.) G. Don bitki ekstraktinin HepG2 hiicrelerinin
proliferasyonu iizerine etkisi (*;p<0.05).
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4.2. Trachystemon Orientalis (L.) G. Don bitki ekstraktinin HCT116, AGS ve
HepG2 Hiicre Hatlarinda Kaspaz-3, 8 ve 9 Ekspresyon Seviyelerine Etkisi

Kaspaz-3 aktivasyonu, kontrole kiyasla 24 saat boyunca 400 pg/ml’lik bir dozda
HCT116 hiicrelerinde iki kat artis gosterdi. 600pug/ml uygulamada bu artis kontrole gore
yaklasik 4 kat olmustur (p<0.05). Kontrole kiyasla her iki dozda da kaspaz-8
aktivasyonunda artiglar vardi, ancak bu artiglar anlaml degildi (p>0.05). Kaspaz-3, 9 ve
8 arasindaki bu farklar muhtemelen iki kaspazin farkli yolaklar tarafindan aktif
edilmesiyle ilgilidir. Kaspaz-3 ve 9 i¢sel apoptotik yol ile aktiflesirken kaspaz-8 dissal
apoptotik yol ile aktiflesmektedir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Trachystemon orientalis (L.) G. Don bitki ekstraktinin HCT116 hiicreleri
iizerindeki kaspaz-3, 8 ve 9 ekspresyon seviyelerine etkisi (*;p<0.05).
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Diger yandan, AGS hiicrelerinde {i¢ kaspaz seviyesinin hepsinin énemli aktivasyonu
gozlemlendi ve gozlemlenen yiiksek seviyede proliferasyon inhibisyonunu dogruladi.
600pg/ml uygulama dozunda kaspaz-3 aktivasyonunda kontrole gore yaklasik 3.5 kat
artis gozlemlenirken, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivasyonunda yaklasik 3 kat diizeyinde
onemli artislar gézlemlendi (Sekil 4.5). Kaspaz seviyelerinin hepsinde gbzlemlenen bu
yiikselis bitki ekstresinin AGS mide kanseri hiicrelerinde, hem digsal hem de igsel
apoptotik yolagi harekete gegirdigini gostermektedir.
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Sekil 4.5. Trachystemon orientalis (L.) G. Don bitki ekstraktinin AGS hiicreleri
tizerindeki kaspaz-3, 8 ve 9 ekspresyon seviyelerine etkisi (*;p<0.05).
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HCT116 hiicrelerinde oldugu gibi HepG2 hiicrelerinde de kaspaz-3 ve 9 aktivasyonlar1
onemli Ol¢iide gozlemlendi. kaspaz-8 ekspresyonu da artti, ancak anlamli diizeyde
degildi (p>0.05). Bunun sebebi olarak muhtemel bir Sekilde yine kaspaz-3 ve 9 ile
kaspaz-8 arasindaki aktiflesme mekanizmalarindaki farkliliklar gosterilebilmektedir.
Kaspaz-9 seviyelerinde 24 ve 48 saatlik bekleme siirelerinde anlamli diizeyde bir

farklilik gozlemlenmemistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Trachystemon orientalis (L.) G. Don bitki ekstraktinin HepG2 hiicreleri
tizerindeki kaspaz-3, 8 ve 9 ekspresyon seviyelerine etkisi (*;p<0.05).
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5. SONUC

Calismamizda kullanilan hiicre dizileri bir biitiin olarak GIS kanserlerine ait olsa da
aralarinda bitki ekstresine verilen yanit agisindan farkliliklar olmasi dogaldir.
Sonuglarimizda goriildiigl gibi, AGS mide kanseri hiicre dizisi iizerinde Trachystemon
orientalis ekstresi diger ikisine kiyasla belirgin bir ¢ogalma Onleyici etkiye sahiptir.

Ayrica her li¢ kaspazin aktivasyonundaki artis da bu sonucu dogrulamada énemlidir.

Mide kanseri konusunda bu bitki ile daha ileri calismalarin yapilmasi mantikli olacaktir.
Literatiirde Trachystemon orientalis (L.) G. Don bitkisinin antikanser aktivitesini
anlamaya yonelik bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu yoniiyle ¢calismamiz bu alanda bir
ilk olma Ozelligi tasimaktadir. Flavonoidler, yiiksek antikanser aktivitesine sahip
bilesikler oldugundan, elde ettigimiz yliksek proliferasyon inhibisyonu ve artan kaspaz
ekspresyon seviyeleri, bu bitkinin yliksek flavonoid kaynagina baglanabilir. Bu bitkinin
antikanser aktivitesini daha net gosterebilmek i¢in bu zengin flavonoid icerigi daha ileri

calismalar ve yapisal analizlerle ortaya ¢ikarilmalidir.

Trachystemon orientalis (L.) G. Don bitkisinin etkisinin apoptotik yolaklarla ilgili daha
ileri in vivo calismalarla belirlenmesi, GIS kanserlerinin molekiiler biyolojisini
anlamaya yonelik calismalara 151k tutacaktir. Ayrica bolgemizde yaygin olarak bulunan
bu bitkinin degerlendirilmesi ve sindirim sistemi {izerine etkilerinin arastirilmasi

literatiire faydali bilgiler saglayacaktir.
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6. TARTISMA

6.1. Antikanser Aktivitesi

Literatiirde kayit altina alinmig Onceki c¢alismalara bakildiginda, Boraginaceae
familyasinin iiyelerine yapilan analizler sonucunda apoptotik mekanizmalari
destekledikleri antikanser, antimitojenik ve ayni zamanda antiproliferatif aktiviteye

sahip olduklar1 gozlemlenmistir!%41%,

Trachystemon orientalis’in antikanser aktivitesi olabilecegine dair birkag calismada
gozlemler olmasina ragmen T. orientalis’in 6zellikle antikanser aktivitesinin 6l¢iildiigi,
belirlenmeye calisildig1 bir antikanser aktivite ¢alismast bulunamamistir. Bu nedenle
calismamuz T. orientalis bitkisinin antikanser aktivitesinin arastirilmasi tizerine ilk olma
Ozelligine sahiptir. T. orientalis’in antikanser potansiyeli oldugunu soyleyen
calismalarda, bitkinin sahip oldugu flavonoid, fenolik bilesik ve antosiyaninler

sebebiyle antioksidan 6zelligine vurgular yapilmaktadir.

Sacan O. tarafindan yapilan bir calismada T. orientalis icerdigi tanen bilesikleri
acisindan incelenmistir. Tanenler yapisal olarak polifenollerin en karmasik grubudur.
Genis halkahdirlar, birkag bitki familyasinda bulunurlar. Kanser onleyici aktivite ve
antioksidan kapasite sergiledikleri bildirilmektedir. Calismadan ¢ikarilan sonuca gore T.
orientalis iyi bir tanen kaynagi olarak goriiliip, Onemli antikanser aktiviteye ve

antioksidan potansiyellere sahip olabilecegi bildirilmistir'®.

Polifenolik bilesiklerce zengin bes yerel bitkinin kullanildig1 Kasapoglu ve arkadaslar
tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada bitkiler, antikarsinojenik ve antimutajenik etkilere
sebep olan antioksidan seviyeleri agisindan incelenmistir. Bu ¢alismada T. orientalis de
fenolik igerik ve antioksidan seviyeleri agisindan yiiksek zenginlikte bulunan bitkiler
arasma girmistir'%, Bu yiiksek oranlardaki fenolik bilesikler kuvvetle muhtemel olarak

T. orientalis’in antikanser aktivitesinin sebepleri olarak gosterilebilir.

Boskovi¢ ve arkadaslariin boraginaceae familyasina ait bitkilerle yaptig1 bir ¢alismada
bitki tiirlerinin antioksidan ve sitotoksik potansiyelleri incelenmistir. MTT (In vitro
sitotoksisite) testi ile sitotoksik aktivitenin test edildigi ¢alismada, kanser hiicre hatlari

tizerinde deney yapilmistir. Yapilan ¢alismada HEP 2c¢ (insan girtlak kanseri) hiicre hatti
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kullanilmis ve sonug olarak test edilen bitki 6zleri, kanser hiicreleri lizerinde engelleyici
bir etki gostermistir'®’. Bizim ¢alismamizdada Trachystemon orientalis bitki 6zii, 24 ve
48 saat boyunca 25-600 ug/ml dozlarinda ii¢ hiicre hattinin tiimiine uygulandi. HCT116
hiicreleri, 24 saatlik uygulama dozlarinda proliferasyon seviyelerinde az bir gerileme
gosterdi. 600 pg/ml’lik en yiiksek uygulama dozunda ise hiicrelerde proliferasyonun
%35 inhibisyonu gozlendi.

AGS hiicrelerinde bitki ekstresinin antiproliferatif etkisi olduk¢a acik bir Sekilde

gozlendi. 24 ve 48 saat boyunca 600 ug/ml uygulama dozunda hiicre proliferasyon orani
sirastyla %48 ve %79 idi.

HepG2 hiicrelerinde ise 24 ve 48 saatlik siirelerde 600ug/ml uygulama dozunda %34 ve
%59 oranlarinda proliferasyon oranlarinda inhibisyon gdzlemlenmistir. Hem T.
orientalis’in hem de Boraginaceae familyasindan diger bitkilerin antiproloferatif
etkilerine bakildiginda bu bitki ailesinin bazi tiirlerinin kanser hiicreleri iizerinde inhibe
edici Ozellige sahip oldugu sdylenebilir. Bu etkinin sebebi olarak familyanin sahip

oldugu fenol, antosiyanin, ve flavonoid seviyeleri tahmin edilmektedir.

Rinner ve arkadaglarinin yaptigi farmakolojik bir taramada, Onosma paniculatum’un,
koklerinden petrol eteri ile elde edilen bitki eskstresi farkli kanser hiicre hatlarina karsi
giicli biiyiime Onleyici aktivite gostermistir. Bu ayni1 zamanda kullanilan bitkisel yag
ekstraksiyonlarinin kanserle savasabilen bilesikler igerdigini de ima eder. Bununla
birlikte, geleneksel kaynatmanin kanser hiicrelerinin bilylimesini engellemede ayni
etkiyi gostermedigi ortaya ¢ikarilmistir. Bu durum da uygulama bigiminin muhtemelen

kanserle savasmada etkili olamayacagin1 gdstermistir'®,

Bu nedenle T. orientalis’in de geleneksel yontemlerle kullanim Sekilleri incelenmelidir.
Geleneksel yontemlerle bitkinin antikanser aktivitesini siirdiirmeye devam edip
edemedigi insanlarin bitkiden en fazla yarar1 alabilmesi agisindan dnemlidir. Eger varsa

T. orientalis’in antikanser aktivitesini kaybetmedigi bir yontem Onerilmelidir.

6.2. Mide Kanserine Etkisi

Mide kanseri, diinya ¢apinda diizenli malignitelerin ¢ogunlugu arasinda ilk sirada yer
almaktadir. Tedavi ve erken tanida son yillarda gelismeler olmasina ragmen olim
oranlar1 halen yiiksektir. Artan kanser oranlarida bu tabloyu daha 1iyi hale
getirmemektedir. Radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi gibi kanser tedavilerinde
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alisilagelmis yontemlerin tek tek yada kombinasyon halinde kullanimi genis bir
yetersizlik ve zararli sonuglar dizisi igerir. Malesef bu konudaki onlarca yillik
birikimimiz halen daha istenilen basariy1 gosterememektedir. Bu yiizden de yeni tedavi

yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir®®,

Boraginaceae familyasindan Onosma dikroanthum ftizerine Hashemi ve arkadaslarinin
yaptig1 bir aragtirmada mide kanseri hiicre hatlar1 iizerine calisilmistir. Yapilan
calismanin amaci, O. dichroanthum’un in vitro sitotoksik ve antikanser etkilerini
degerlendirmektir. O. Dichroanthum’un taksonomik etkisinin belirlenmesinden sonra,
hidroalkolik kok ekstraktinin farkli konsantrasyonlart calismada kullanilmistir. AGS
mide kanseri hiicre dizilerini tedavi etmek i¢in ti¢ farkli zaman periyodu (24, 48 ve 72
saat) kullanilmig. 48 saatlik tedavi, hiicre sagkalimini etkilerken, 64 pg/mL’lik
konsantrasyon, 48 saatlik inkiibasyon siiresinde IC50 (yar1 maksimum inhibitor
konsantrasyonu) olarak belirlendi. 64 pg/mL ile 48 saatlik inkiibasyon siiresi, normal

hiicre hatt icin giivenli iken kanserli hiicre hatt1 iizerinde en iyi etkinligi gdstermistir''°,

Trachystemon orientalis ile AGS hiicreleri ile yapilan ¢alismamizda, 48 saatlik
inkiibasyon siirecinde 150pg/ml uygulama dozunda hiicre proliferasyonunu inhibisyon
orani %50 olarak bulunmustur. Yani ¢alismamizdaki bitkimizin AGS mide kanseri
hiicre hatlar1 tizerindeki IC50 orani1 150pg/ml’dir. IC50 seviyesine ulasmak i¢in gereken
ekstre miktarindaki farklilik pek ¢ok mekanizmadan etkilenebilir. Calismada kullanilan
bitkilerin icerigindeki farkliliklar bu ayrigmaya sebep olmus olabilir. Flavonoid, fenol
bilesikler ve antosiyaninlerin bitkiler igerisindeki miktar farkliliklar1 bitkilerin

etkinligini ve etkinlik alanlarini degistirebilmektedir.

6.3. Kolerektal Kansere Etkisi

Kolorektal kanser diinyada hem erkeklerde hem de kadinlarda teshis edilen en yaygin
kanserlerden biridir. Etkili kanser tarama Onlemleri nedeniyle kolorektal kanserin
insidans1 ve Oliim orani azalmig olsa da halen daha her yil yiizbinlerce yeni vaka
gozlemlenmektedir. Cevresel ve genetik faktorler ve beslenme kolon Kkanseri
patogenezinde oOnemli bir rol oynamaktadir. Bitkisel gidalar agirhikli, hayvansal
gidalardan, karbonhidratlardan ve trans yaglardan uzak duruldugu bir diyet hastaligin
gelismesini onlemede etkili olacaktir. Bitkilerin ve bitkisel gidalarin ayrica bunlardan

{iretilen iiriinlerin 6nemi giin gegtikce daha da iyi bir Sekilde anlasiimaktadir!,
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Rosmarinik asit (RA), genellikle Boraginaceae tiirlerinde ve Lamiaceae’nin
Nepetoideae alt familyasinda bulunur'!2, Yapilan ¢alismalarda rosmarinik asidin (RA),
bir anti-inflamatuvar, anti diyabetik ve anti kanser ajami olarak kullanildig:
gozlemlenmistir. RA’nin ayrica bir anti metastatik etki gosterdigi anlagilmistir. Han ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada RA’nin kolorektal kanser hiicrelerinin metastatik
Ozelliklerini inhibe edebildigi goriilmistiir. RA’nin hiicre dongiisii durdurma ve
apoptozun indiiklenmesi yoluyla KRK hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi
anlasilmistir. Ayrica, RA’nin AMPKyi (aktive edici protein kinaz) aktive ederek KRK

hiicrelerinin akciger metastazini inhibe ettigi gdzlemlenmistir'®,

Toplu olarak, bu gozlemler ile bizim KRK hiicrelerinde elde ettigimiz benzerlik
diistiniildiig zaman Trachystemon orientalis bitkisinin RA igeriginin arastirildig
caligmalar onem kazanmaktadir. Bulunan sonuglarin benzerligi T. Orientalis’in de
onemli bir rosmarinik asit kaynagi oldugu diisiiniildiigiinde antiproliferatif etki ve
kaspaz seviyelerindeki artis sebebiyle ilgi ¢ekmektedir. Boraginaceae familyasindan
olan bitkimizin biyomolekiiler mekanizmalar1 daha iyi arastirilmali ve olasi faydalar

ilerleyen ¢alismalarda gosterilmelidir.

6.4. Hepatoseliiler Karsinoma Etkisi

Karaciger kanseri, yiikksek 6liim oraniyla diinya ¢apinda en yaygin kanserlerden biridir.
Bununla birlikte, hepatokarsinogenezin biyolojik mekanizmasi hala belirsizdir. Son
yillarda, ttimor kok hiicre teorisi kabul edilmigtir. Tiimor kok hiicreleri kendini yenileme
ve plastisite potansiyeline sahiptir ve tiimor olusumunun ve biliylimesinin baslamasinda
belirleyici rol oynarlar. Tiimo6r kok hiicreleri, giiglii ilag direnci ve metastaz 6zellikleri
sergiler, bu nedenle mevcut tedaviler etkisizdir, bu da karaciger kanserinin

tekrarlamasinin ve ilag direncinin ana nedeni olabilir''*,

Bu durum bize karaciger kanserine karsi yeni ve daha etkili ilaglarin arastirilmasi ve
gelistirilmesi konusundaki ihtiyac1 gostermektedir. Dogal yollardan elde edilen
materyaller ile hazirlanan tedavilerin son yillardaki artan oranlari insanlar1 yeniden
dogadan gelen yollara basvurmaya itmektedir. Biz arastirmacilarda dogal terapdtik
bitkiler ile gilincel bilimin bize kazandirdig: bilgileri kullanarak en iyi sonuglari elde
etmeye odaklanmaliyiz. Bu sebeple c¢alismamizda kullandigimiz ve cografyamizda

bolca bulunan Trachystemon orientalis bitkisinin antikanser aktivitesi konusunda
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olumlu sonuglar vermesi bizi heyecanlandirirken, c¢alismalara devam edilmesi

konusunda da itici gii¢ olacaktir.

Poma ve arkadaslarmin Boraginaceae familyasindan Glandora rosmarinifolia (Ten.)
D.C. Thomas bitkisi ile yaptig1 bir ¢alismada, bitkinin toprak {istii kisimlarindan elde
edilen ucucu yag ile hepatoseliiler karsinoma hiicre hatlarinda ¢alisilmigtir. Yaptiklar
caligmanin sonucunda G. rosmarinifolia’nin esansiyel yaginin, tim hiicre hatti
modellerinde konsantrasyona bagli bir Sekilde antiproliferatif etkiye sahip oldugu
arastirmacilar tarafindan tespit edilmistir. Ayrica G. rosmarinifolia esansiyel yaginin
sitotoksisitesinin, en azindan kismen, bir pro-oksidan mekanizma igerdigi gortilmustiir.
Poma ve arkadaslarimin sonuglari G. rosmarinifolia esansiyel yagmin antitiimoral ve

prooksidan aktivitelerini gdsteriyor!®.

Boraginaceae familyasinda bulunan bitki tiirlerinin pek ¢ogu iizerinde buna benzer
esansiyel yaglar ile yapilan calismalar bulunmaktadir. Ilerleyen c¢alismalarda T.
orientalis’in esansiyel yag bakimindan c¢aligmalar1 yapilmali sonuglar litaratiire
kazandirnilmalidir. G. rosmarinifolia bitkiside T. orientalis’e benzer bir Sekilde
hepatoseliiler karsinom hiicre hatlarinda antiproliferatif etkiye sebep olmustur.
Antioksidan aktivitesi ise pro-oksidan seviyesinde goézlemlenmis ve gorece diisiik

diizeylerde oldugu bildirilmistir.

6.5. Farkli Kanser Hiicre Hatlarinda Goriilen Etkiler

Barbakadze ve arkadaslariin Boraginaceae familyasinin iki cinsi olan Symphytum ve
Anchusa bitkilerinden elde edilen kafeik asit ile yaptig1 bir calismada, bu iki tiiriin
antioksidan ve antiinflamatuvar aktiviteler ve yara iyilestirici 6zellik sergiledigi
belirlenmis olup, potansiyel bir anti kanser terapotik ajan olarak kabul edilebilecegi
gozlemlenmistir. Kanser hiicrelerinin metastaz yapma, orijinal tiimorlerden kagma ve
viicutta yayilma yetenegi, kanseri inat¢1 ve dliimciil hale getirir. Yapilan ¢alismada bitki
tiirlerinden elde edilen kafeik asit in vitro olarak anti-metastatik 6zellik gostermistir.
Fare B16 melanom hiicrelerinin tiimdrle aktive olan hepatik siniizoidal endotele
yapismasint iizerinde saptanabilir herhangi bir etki olmaksizin tamamen ortadan

kaldirabilmistir'®®.

Bu c¢alismada Boraginaceae familyasindan olan tiirlerden elde edilen asitlerin onemli

anti oksidan ve antikanser 6zellikleri iizerinde durulmustur. Farkli kanser tiirlerinde de
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Boraginaceae familyasindan olan bitkilerin etkilerine giizel bir 6rnektir. Ozellikle
metastaz tlizerinde gozlemlenen etkiler kanser tedavisinde gelistirilecek yeni tedaviler
icin 6nemli bir etmendir. Metastazin onlenmesi veyahut baskilanmasi terapétik ilaglarin
en Onemli faydalarindan biridir. Kendi ¢alismamizda go6zlemledigimiz kaspaz
seviyelerinde ki yiikselis ve antiproliferatif etkide T. Orientalis’in potansiyel olarak

benzer 6zellikler sergileyebilecek oldugunu gostermektedir.

Boraginaceae familyasindan Ehretia microphylla, oksiiriik, kanser, alerjiler ve
gastrointestinal ve ziihrevi bozukluklar gibi ¢ok cesitli rahatsizliklarin tedavisi igin
geleneksel bir ilag olarak yaygin bir Sekilde kullanilmaktadir. Sharma ve arkadaslar
tarafindan yapilan bir ¢aligmada bitkiden elde edilen kloroform ekstresi, HCT-116
(kolon), MCF-7 (gogiis), PC-3 (prostat), A-549 (akciger) gibi insan kanseri hiicre
dizilerinden olusan bir panele karst in vitro sitotoksik taramaya tabi tutuldu. Bu hiicre
hatlarinda Ehretia microphylla kloroform ekstresi kayda deger stotoksik etki
gosterirken. 50 uM’de HL-60 (16semi) ve MiaPaCa-2 (pankreatik) hiicreler giiglii kars1

direng gostermistir!!’,

Bu yapilan ¢alismada Ehretia microphylla HCT-116 (kolon), MCF-7 (gogiis), PC-3
(prostat), A-549 (akciger) kanserlerinde etkili bir Sekilde antiproliferatif etki
gosterirken, HL-60 (16semi) ve MiaPaCa-2 (pankreatik) kanser hiicre hatlarinda anlamli
bir degisime neden olamamistir buda kanserin farkli dokularda farkli hiicre tiplerine ve
direnglerine sahip olabilecegini gosteren bir caligmadir. T. Orientalis’in bizim
calismamizda gorildiigli iizere daha basarili ve daha az basarili oldugu hiicre hatlari
vardir. AGS mide kanseri hiicre hatlarinda en yiiksek antiproliferatif etkiyi gostermistir.
Ayn1 zamanda kaspaz 3-8 ve 9 aktivitelerinin artisindada yine AGS mide kanseri hiicre
hattinda en basarili sonuglar alinmistir. Ozellikle kaspaz 8 aktivite artisinda bu fark

gozlemlenmistir.

Barbakadze ve arkadaslarmmin yaptigi bir diger ¢alismada Symphytum asperum, S.
caucasicum, S. officinale, S. grandiflorum, Anchusa italica, Cynoglossum officinale ve
Borago officinalis’ten (Boraginaceae) elde edilen suda ¢oziiniir yiiksek molekiiler
preparasyonlarin ana kimyasal bileseninin yeni bir cesit poli eter olan poli[3-(3,4-
dihidroksifenil)gliserik asit (PDPGA) oldugu bulunmustur. PDPGA, i¢ reaktif
fonksiyonel grup, iki hidroksil ve bir karboksil grubu icerir. PDPGA antiinflamatuvar
ve antioksidan etki gostermektedir. Yapilan ¢aligmada PDPGA, insan prostat kanseri

hiicrelerine kars1 in vitro ve in vivo antikanser aktivite gostermistir. PDPGA, kaspazlari
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aktive ederek apoptotik 6liimii indiiklemis ve ayrica androjen reseptoriinii ve prostata

ozgii antijen ekspresyonunu giiclii bir Sekilde azaltmay: basarmistir!®®,

Boraginaceae familyasindan farkli bitkilerin birlesik ve benzer etki gostermesi dnemli
bir bulgudur. Ulkemizde de bolca bulunan bu familyanin iiyelerinin biyolojik
komponentlerinin arastirilmas: 6nemlidir. Kaspazlarin aktivitesini aktif hale getirerek
apoptotik Sliimiin gergeklestirilmesi 6nemli bir anti kanser etkidir. T. Orientalis’de
farkli kaspaz tiirlerini indiikleyerek anti kanser aktivite gOstermistir. Bu etkide rol

oynayan biyolojik mekanizmalar daha 1yi arastirilmalidir.
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