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0z

Fotodinamik tedavi (PDT), 6zgul olarak kanserli hicrede biriken 1sik duyarli
maddenin (IDM) belirli bir dalga boyundaki isikla uyarildigi alternatif bir tedavi
seklidir. PDT sonucunda olusan reaktif oksijen tirleri (ROS) hucreigi organellere
hasar vererek kanser hucrelerini apoptotik ve/veya nekrotik hicre olumine
gotirmektedir. Hiperisin, Hypericum perforatum bitkisinde dogal olarak olusan bir
IDM’dir. Hiperisin antidepresif, antiviral, antineoplastik ve antitimor etkileri nedeniyle
fototeshiste ve fototedavide kullanilmaya aday olan 6nemli bir etken maddedir.

Hiperisin 1sik ile uyarildiginda 600 nm’de floresan 1sima yapmakta ve birgok kanser

tipinde hlcrede segici olarak birikmektedir.

Son yillarda, kanser hicresinin yayillimini kolaylastiran bir anti-adezyon molekuli
olan disaderin bulunmustur. Bircok kanser hucresinin ylzeyinde yer alan bir zar
glikoproteini olan disaderin, hlcre iginde hlcre iskeleti elemanlariyla baglanti
yapmaktadir. Bu nedenle disaderin tUmor metastazi, hucre hareketliligi ve aktin

filamentinin organizasyonu ile iligkilidir.

Bu calismada HT-29 (derece-1) ve Caco-2 (derece-2) insan kolon adenokarsinom
hdcreleri, yapilan 6n calismalara goére belirlenen 0,04 uM, 0,08 pM ve 0,15 uM
hiperisin ile inkiibe edilmistir. Uygulamadan 24 saat sonra beyaz floresan lambalarla
Isima yapilmistir. Aktivasyondan 16 ve 24 saat sonra hiperisinin hiucre canlligina
etkisi tripan mavisiyle boyanarak ve MTT testi ile; metabolik aktivite glukoz, laktat
miktarlarinin ve laktat dehidrogenaz (LDH) aktivitesinin dlgulmesi ile; hucredeki 6lum
tipi akridin oranj/propidyum iyodur (AO/PI) ve DAPI boyamasi ile; morfolojik
degisiklikler Giemsa boyamasi ile tespit edilmistir. Disaderin ve filament6z aktin (F-
aktin) proteinleri immdinfloresan (IF) boyama ile floresan atasmanli inverted
mikroskopta goéruntllenmistir. Ayrica disaderinin RNA dizeyinde ifadesi reverse
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) ile incelenmistir. Hiperisinin hiicre
icine alimi ve hicre dongusundeki degisiklikler akis sitometri analizleriyle tespit
edilmistir.



Calismadan elde edilen sonuglara gore, HT-29 ve Caco-2 hucreleri i¢in hiperisin
konsantrasyonundaki artisa bagl olarak hiperisinin sitotoksik etkisi artmig, farkli
oranlarda apoptotik ve nekrotik hucre 6lumu goézlenmistir. AO/Pl boyamalarina gore,
HT-29 hicrelerinde aktivasyondan 24 saat, Caco-2 hicrelerinde ise 16 saat sonra
apoptotik hicre 6lumu en fazla 0,08 yM hiperisin grubunda, nekrotik hiicre 6limu ise
0,15 upM hiperisin  grubunda gorulmuastir. Her iki hilcrede hiperisin
konsantrasyonundaki artigla glukoz tuketimi ve laktat Gretimi azalirken, LDH aktivitesi
artmistir. Disaderinin IF boyamasinin her iki hucrede oOzellikle 0,15 pM hiperisin
uygulamasindan sonra azalmasi, RNA dizeyindeki azalmayla uyumlu bulunmustur.
Ayrica F-aktin’in immunfloresan boyamalarina gore, hiperisin konsantrasyonundaki
artisla hucreici aktin stres fibrilleri azalirken, aktin agregatlar artmigtir. Akis sitometri
sonuglarina gore 0,08 uM hiperisin uygulamasi HT-29 hucrelerinde aktivasyondan 24
saat, Caco-2 hucrelerinde aktivasyondan 16 saat sonra hicre doéngusinin G2/M

fazinda durmasina neden olmustur.
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ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) is an alternative therapeutic modality based on
administration of photosensitizer which is specifically accumulated in cancer cells
when activated by local irradiation with light of an appropriate wavelength. PDT
triggers with damage to intracellular organelles by producing highly cytotoxic reactive
oxygen species (ROS) which cause cancer cell death either by apoptosis or necrosis.
PDT is a promising therapeutic modality for cancer treatment; however, a more
detailed understanding is needed to improve the clinical use of this therapy.

Hypericin is a photosensitizer which is occured naturally in Hypericum perforatum
plant. It is a target agent in photodiagnosis and photodynamic therapy because of its
antidepressive, antiviral, antineoplastic, antitumor activities. Hypericin exhibits bright
fluorescence at approximately 600 nm when stimulated with light and preferantially
accumulated in various types of cancer cells. In recent years, dysadherin which is an
anti adhesion molecule was discovered. It is a membrane glycoprotein which has
connection with intracellular cell cytoskeletal proteins. It has important role in facility
of metastasis and related with cell motility and organisation of actin filament.

In this study, HT-29 (grade-1) and Caco-2 (grade-2) human colon adenocarcinoma
cells treated with 0,04 uM, 0,08 uM or 0,15 yM hypericin concentrations and after 24
hours cells were irridated with fluorescent lamps. The effects of hypericin examined
16 and 24 hours after the activation. The effect of hypericin on cell viability analysed
with trypan blue staining and MTT test; amounts of glucose, lactate and activity of
LDH were measured for the metabolic activity; cells were stained with AO/PI and
DAPI for determining the type of cell death and with Giemsa for evaluating the
morphological changes. Dysadherin and F-actin were examined with
immunfluoresence (IF) staining under inverted microscope. Besides, dysadherin
expression was determined in RNA level with RT-PCR. Hypericin content of cells and

cell cyle analysis were performed in flow cytometry.



According to the results, in HT-29 and Caco-2 cells as hypericin concentration
increased cytotoxicity increased, and the different percentages of apoptotic and
necrotic cell death were observed. According to the AO/PI stainings, in HT-29 cells
after 24 hours and in Caco-2 cells after 16 hours from the activation apoptosis
induced mostly in 0,08 uM hypericin group and necrosis in 0,15 uM hypericin group.
In both cells, while glucose consumption and lactate production decreased, the
activity of LDH increased depending on the hypericin doses. The decrease in
dysadherin IF stainings especially in 0,15 uM hypericin treatment, were parallel to the
decreased expression of dysadherin in RNA level. Besides, F-actin IF results showed
that according to the increase of hypericin concentration while actin stress fibers
decreased, actin agregates increased. According to the cell cycle analysis in flow
cytometer 0,08 uM hypericin treatment caused G2/M arrest 24 hours after the

activation in HT-29 and 16 hours after the activation in Caco-2 cells.

Keywords: Hypericin, photodynamic therapy, colon cancer, dysadherin, F-actin, cell

death, immunofluorescence staining, cell cycle, MTT, RT-PCR
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1. GIRIS

Kolorektal kanser dinya capinda erkeklerde akciger ve prostat, kadinlarda ise
akciger ve meme kanserinden sonra uglUncu sirada en sik gorulen kanserdir
(American Cancer Society, 2011). Kolorektal kanser Amerika’da kanserden
olumlerde ikinci sirada yer almaktadir ve tani konulan hastalarin % 37,2'si derece-3,
% 27,9'u derece-2 kolon kanseridir. Tedavi sureci sadece cerrahi rezeksiyon (¢ikarip
alma) ile olmakta ve % 50 oraninda basari ile yasam 5 yila kadar uzatilabilmektedir.
Cerrahi iglemin yani sira kemoterapi, radyoterapi de siklikla kullanilan tedavi
yontemleridir (Yang et al., 2012). Dunyada 2020 yilina kadar her yil 16 milyon yeni
vakanin ortaya cikacagi tahmin edildiginden, bilinen tedavi yontemlerine destek ya
da alternatif olacak tedavi ydntemlerine ihtiyag duyulmaktadir (Yardim ve
Mollahaliloglu, 2007).

Tamamlayici ve alternatif tip, geleneksel ila¢ grubunda yer almayan, saghgi
korumaya ve iyilestirmeye yonelik UGranler ve sistemleri icermektedir. Bu tedavi
sekillerinden biri olan fotodinamik terapi (PDT) son yiz yilda blylik 6nem kazanmistir
(Ackroyd et al., 2001). PDT 1sik duyarli maddeler (IDM) olarak adlandirilan bitkisel
kokenli etken maddelerin ya da sentetik molekullerin tercihen kanserli hucrelerce
alinmasi avantajini kullanmaktadir. Kanser hucrelerinin belirli dalga boyunda 1sikla
uyarildigi PDT sonucunda olusan serbest oksijen radikalleri (ROS) htcre 6limUne
neden olmaktadir. PDT geleneksel kanser tedavilerine kiyasla ihmal edilebilir yan
etki, dusuk komplikasyon, yuksek kalitede hasta hayati, tekrar edilebilirlik gibi blyuk
avantajlara sahiptir (Kleban et al., 2008). Bazi Ulkelerde PDT mesane, bas ve boyun,
akciger, 6zefagus, serviks ve pankreas kanserinin tedavisinde kullanim igin onay
almistir, ancak klinik kullanimi sinirlidir (Agostinis et al., 2011). Klinik denemelerde
en son noktaya gelmis olan IDM’ler klorin, benzoporfirin, fitalosiyanin ve hiperisindir
(Yoo and Ha, 2012).

PDT’de kullanilan hiperisin Hypericum perforatum (sari kantaron) bitkisinden elde
edilen, dogal ve guglu bir IDM'dir. Hiperisin, tumorli dokuda, damarda veya matrikste
secici olarak biriktikten ve isikla aktive edildikten sonra, ROS olugsumu nedeniyle
tumorllu bolgeyi tahrip etmektedir. PDT sonrasinda devreye giren cgesitli molekuler
mekanizmalara bagl olarak farkli hdcresel olaylarla sonuglanmaktadir. Bunlar

biyostimulasyon, hasarli hucrelerin tamiri ile hiucresel kurtulma cevabi, apoptoz,



nekroz ya da otofajidir. Hucresel cevap, PDT protokoline, IDM’nin yerlesimine,
hlcresel hasarin korunmasina, hucre igi enerji varligina ve hucrenin genotipine gore

bayulk farklilik gostermektedir (Krammer and Verwanger, 2012).

Kanser teshisinde ve kanserin yayllmasinda bir gosterge olarak kullanilan hicre
adezyon molekulleri ve hicre iskeleti konusunda oldukga fazla calisma
yapilmaktadir. Ancak son yillarda, kanser hucresinin yayilimini kolaylagtiran bir anti-
adezyon molekuli olan disaderin bulunmustur. Disaderin, gogu kanser hucresinin
yuzeyinde yer alan bir zar glikoproteinidir. Transmembran bir protein olan disaderin,
hucredigi matriks bilegenleriyle henliz tam olarak agiklanamayan etkilegimi
sayesinde, kanser hucrelerinin bulundugu bdlgede tutunmalarini azaltarak diger
bblgelere yayilmalarini  kolaylastirmaktadir. Hucre icinde ise hicre iskeleti
elemanlariyla baglanti yapmaktadir. Bu nedenle disaderin, tUmor metastazi, hucre
hareketliligi ve aktin filamentinin organizasyonu ile iliskili bulunmustur (Nam et al.,
2007). Hiperisinin kolon kanseri hucrelerindeki anti-proliferatif etkisinin disaderin ve

aktin ile olan iligkisi hakkinda yapilmis bir galisma bulunmamaktadir.

Tarkiye'de yetisen bir bitki turl olan Hypericum perforatum’dan elde edilen hiperisinin
klinikte kullanimi henlz onay almamistir. Bu konuda yapilacak mekanizmayi
aciklayici galismalar sayesinde hiperisinin kullanimi i¢in onay alinarak, hiperisin
aracili PDT’nin kanser tedavisinde tek bagina ya da kullanimda olan tedavilerle

birlestirilerek uygulanmasi mimkin olabilecektir.

Bu tez calismasi ile iki farkli derece kolon kanseri hiicresinde hiperisin aracili PDT’nin

etki mekanizmasinin arastiriimasi ve karsilastirimasi amaclanmigtir.



2. GENEL BILGILER

Yirmi birinci ylzyilda insan saglhgini tehdit eden en 6nemli hastalik kanserdir. 2008
yili itibariyle dinya ¢apinda yaklasik 12,7 milyon yeni kanser vakasi ortaya ¢ikmig ve
7,6 milyon Kkisi kanser sebebiyle dImustir (IARC, 2008). Her yil 11 milyondan fazla
insana kanser tanisi konmaktadir. Kanser, her yil yaklagik 7 milyon kiginin 6limuyle
sonuglandigindan tum dinyada meydana gelen olumlerin yaklasik % 12,5’inden

sorumludur (Yardim ve Mollahaliloglu, 2007).

Dunya capinda erkeklerde kanserden olumlere akciger, prostat ve kolorektal kanser;
kadinlarda ise akciger, meme ve kolorektal kanser neden olmaktadir. Meme, serviks,
kolorektal, prostat ve akciger kanser tiplerinin goérilme sikhgi bilingclenme, erken tani
ve alternatif tedavi yontemleri ile azalirken; |I6semi, myeloma, melanoma gibi bazi
kanser tipleri icin artisin onune gecilememektedir. Basta Ulusal Kanser Enstitusu
(National Cancer Institution, 2012) olmak Uzere birgok saglik ve kanser
organizasyonlari raporlarina gore, son yillarda yeni tani ve tedavi yontemlerindeki
gelismelere paralel olarak tum kanser tiplerinde kanserden olum orani hem
kadinlarda hem de erkeklerde azalmaya baslamistir. Bu oran ABD igin 2001’den
2006 yilina kadar % 1,6 olarak belirlenmigtir. Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi
(IARC)nin 2008 vyih verilerine gore Turkiye'de erkeklerde en sik akciger, mide,
mesane, prostat ve kolorektal kanser; kadinlarda ise meme, kolorektal, mide, rahim,
yumurtalik kanserine rastlanmaktadir (IARC, 2008). Dinyada kadinlarda ve
erkeklerde en sik rastlanan Gguncu kanser tipi olan ve kanserden 6limlerde ikinci
sirada yer alan kolorektal kanser vakalarinda azalma gozlenmesine ragmen, 50 yas
altinda bu kansere yakalanma sikliginin artigi dikkat cekmektedir. Saglikli beslenme,
sigarayl birakma, tani-gortntileme sistemlerini daha ¢ok kullanma ve ideal tedavi
gibi kanser kontrol yontemleri kullanilarak 2020 yilinda kanser mortalitesinde % 50
azalma olabilecegi dusunulmektedir. Kanserden olumlerin % 30’unun, temel risk
faktorleri degistirilerek ya da bunlardan uzak durularak Onlenebilir oldugu
bilinmektedir (Edwards et al., 2010).

Saglik Bakanhgrnin 2000-2006 yillarini kapsayan calismasina gore, Turkiye'de
yaklasik 396 bin kanser vakasi bulunmaktadir. Her yil 140 bin kisi kanserden

O0lmekte, bu rakamin 6nimuzdeki 20 yilda 500 bine ¢ikacagi tahmin edilmektedir. Her



yil ortalama 150 bin yeni kanser tanisi konmakta, 20 yil icinde hasta sayisinin 1,5

milyona ulagacagi 6ngorulmektedir (Eser ve ark., 2012 ).

2.1. Kanser

Kanser, kendi normal sinirlari disinda ¢ogalip komsu vicut bélgelerini istila edebilen
ve diger organlara yayilabilen anormal hdcrelerin hizli gogalmasidir (Salvador, 2008).
Kanser, hucrelerin kontrolsiz olarak c¢ogalmasiyla asirn miktarda artan hicre
sayisinin, normal kosullarda gergeklesen hicre kaybiyla dengelenemedigi bir duzen
bozuklugu olarak da tanimlanmaktadir. Bu dengesizlik, hem kanser hucrelerindeki
genetik anormalliklerden hem de organizmanin bu hicreleri tanimada ve yok
etmedeki basarisizigindan kaynaklanmaktadir (Casciato and Lowitz, 2000). Fiziksel
karsinojenler (ultra viyole ve iyonlastirici radyasyon), kimyasal karsinojenler (asbest,
sigara), biyolojik karsinojenler (Hepatit B, insan papilloma viriis, Helikobakter, parazit
enfeksiyonu [sistozomiaz], mikotoksinler [aflatoksin]) gibi dis etkenler de kanser
olusumunda ©Onemli rol oynamaktadir (Wolfe, 1994). Kanser hucresinin
fizyolojisindeki temel degisiklikler: blyime sinyali icin kendi kendine vyeterli ve
buydme durdurucu sinyallere duyarsiz olmasi, programli hicre oliumunden
kacabilmesi, limitsiz ¢gogalma potansiyeline ve damar olusumu devamliligina sahip

olmasil, doku istilasi ve metastaz yapabilmesidir (Hanahan and Weinberg, 2000).

Casciato ve Lowitz (2000)’e gore kanser hucrelerini normal hlcrelerden farkl kilan

bazi 6zellikler su sekilde 6zetlenmistir:

@ Olimsuzlikk (immortalite): Codu normal hiicrenin bélinme sayisi sinirhdir.
Kanser hiicreleri ise sinirsiz  sayida bdlinebilmektedir.  immortalite
mekanizmalarindan biri kromozom ugclarinda tekrarli baz dizileri olan telomerlerdir.
Normal somatik hiicrelerde telomerler kisaldik¢a hiicre yaslanmasi baslamakta ve
sonunda c¢ogalma kapasitesi Vyitirildiginden hucreler olmektedir. Fakat kanser
hicrelerinde ve kok hucrelerde telomerler telomeraz enziminin etkisiyle
yenilendiginden hucreler sinirsiz sayida ¢ogalabilmektedir.

@ Genetik kararsizlik: Bu durum, DNA tamirindeki ve DNA'daki yanlis eslesmeleri
tanimadaki sorunlardan kaynaklanmaktadir ve kanser hucrelerinin heterojen
olmasina yol acmaktadir. Kanser hucreleri bolindikge proliferasyon kontrol

mekanizmalarina daha az yanit veren kopyalar olusturmaktadir. Ayrica, bu



kopyalarin yabanci ortamlarda yasama yetene@i artmakta ve hucreler bdylece
metastaz yapabilmektedir.

@ Kontakt inhibisyonun kaybi: Normal hucreler, gogalip Uzerinde buyudukleri tim
yuzeyi tek tabaka halinde (monolayer) kapladiklarinda kontak inhibisyon
sayesinde boélinme o6zelliklerini kaybetmektedir. Kanser hlcreleri ise bagimsiz
olarak birden fazla tabaka olugsa bile bolunmeye devam edebilmektedir.

@ Metastaz: Metastaz benign (iyi huylu) timorlerde veya normal hicrelerde
bulunmayan bir 6zelliktir. Hicredisi maddeye yapismadan sorumlu olan hicresel
proteinlerin kaybi, hicrelerarasi iletisim bozuklugu, hicrelerin bazal laminaya
tutunmalarindaki anormallikler, bazal Ilamina uUretimindeki anormallikler,
metalloproteazlar ile bazal laminanin yikilmasi gibi nedenlerle metastaz
gerceklesmektedir.

@ Hiicresel adezyonda azalma: Normal hicrelerin hlicre zarindaki proteinler
sayesinde birbirine ve zemine yapisma 6zelligi, kanser hucrelerinde azalmigtir. Bu
durum kanser hucrelerinin, normal hucrelerin arasina sizmasinda kolaylik

saglamaktadir.

2.2. Kanserin Nedenleri

Casciato ve Lowitz (2000), kanserin nedenlerini alt basliklar halinde 6zetlemigtir.

2.2.1. Apoptozun engellenmesi

Farkli kanser hticrelerinde B hicre lenfoma-2 (BCL-2) gen ailesine ait Bax, Bad, Bcl-
XS gibi pro-apoptotik genlerde mutasyon ya da Bcl-2, Bcl-XL gibi anti-apoptotik
genlerin asiri ifade olmasi; Fas, TRAIL reseptor gibi 6lim reseptér genlerinde
mutasyonlar, kaspaz ifadesinde kayiplar, kaspaz inhibitorlerinin agsiri ifadesi gibi
mekanizmalarla apoptozun engellenmesi muimkianddr. Bu mekanizmalar kanserin

tipine gore degisiklik gostermektedir.

2.2.2. Hucre proliferasyonunu anormal sekilde uyaran genetik bozukluklar

Bu bozukluklar normal proliferasyon mekanizmasindan bagimsiz  olarak
olusmaktadir. Reseptorlerin veya sinyal aktarici proteinlerin mutasyonlari veya asiri
uretimleri, hicrelerin buyume faktérlerinden veya diger mitotik faktérlerden bagimsiz

hale gelmesine ve bdylece kendi basina hlicre bélunmesine yol agmaktadir.



2.2.3. Tumor baskilayici genlerdeki anormallikler

Bu genler hucre dongusunun baskilanmasindan sorumlu olan genlerdir. Bu genlerde
mutasyonlar oldugunda, organizma genetik olarak anormal hucreleri yok
edemediginden kanser gelismektedir. Retinoblastoma geni (RB1) timor baskilayici
genler arasinda ilk kesfedilen gendir. Sonrasinda, sik rastlanmayan veya nadir
kalitsal hastaliklarda diger baskilayici gen anormallikleri de saptanmigtir. Wilm’s
timort (WT1), ailevi polipozis, ailevi melonoma (CDKNZ20) ve ailevi meme ve
yumurtalik kanserleri (BRCA-1 ve BRCA-2) diger baskilayici gen anormalliklerine
ornek olarak verilebilmektedir. Bu genler icinde en dnemli gen p53 baskilayici genidir.
Bu genin Grand olan p53 proteini birgok aktiviteye sahip olan ve hicre dongusunu
baskilayan bir proteindir. Bu protein nukleotid yanhis eglesmeleri, DNA sarmalinin
kiriklari gibi DNA lezyonlarini ve ayrica radyasyon veya kemoterapi ile olugsan DNA

hasarlarini saptayabilmektedir.

2.2.4. Tumor anjiogenezi

Anjiogenik ve antianjiogenik faktorler arasindaki denge bozuldugunda yeni damar
olusturmaya baslayan timor, daha hizli bayime ve invazyon kapasitesi kazanmakta
ve metastaz yapma potansiyeli artmaktadir. Kan destegi olmayan kanser kolonileri
cap olarak 1 mm’den daha fazla bliylimezler. Kan akimi saglandikdan sonra, hiicre

olum hizi azalir ve tumor hizla buyar.

2.3. Kolon Kanseri

Son on yilda kanser genetidi ile ilgili artan bilgilere ve yeni ila¢ tedavilerine ragmen,
kanser dunya c¢apinda onemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Yilda
yaklagik 782 bin kigiye kolon kanseri tanisi konmaktadir (Farkas et al., 2011). Kolonik
polip sendromu ilk kez 200 yil 6nce tanimlanmis olmasina ragmen tum dinyada
kolon kanseri, kanserden o6limlerin % 8'’ini olusturmasi ile doérdincu sirada yer
almaktadir. Tium vakalarin, % 60’1 daha gelismis Ulkelerde ortaya ¢ikmaktadir. Kolon
kanseri sikh@i (insidans), erkeklerde kadinlardan daha ylksek bulunmustur (IARC,
2008).

Kalin bagirsagin ilk 1,8 m’lik kismi kolon, son 15 cm’lik kismi rektum olarak
adlandinimaktadir. Kolon kanseri, kolon dokusunda malignant (k6tt huylu) hicrelerin
olustugu bir hastaliktir. Tim kalin bagirsak kanserlerinin % 90’1, bagirsagin i¢



yuzeyini o6rten mukozanin bagirsak Iimenine dogru gelisen siskinlik olarak
adlandirilan polip zemininde gelismektedir (Dollinger and Rosenbaum, 1997). Polipler
kalin bagirsagin daha ¢ok son kisimlarinda gozlenmektedir. Anormal hucre
proliferasyonu olan neoplazi gelisiminin altinda birikmis genetik dedisiklikler
yatmaktadir. Kolorektal kanser, en az yedi genetik degisiklik ile temsil edilen ¢oklu
basamaklari iceren bir olaydir. Ayrica adenomatdz polip coli (APC) geninin islevinin
etkilendigi Ailevi Adenomat6z Polipozis (FAP) ve DNA tamir mekanizmasinin
bozuldugu Kalitsal Non-Polipozis Kolorektal Kanser (HNPCC)de tek bir gendeki
degisikligin kalitiimasi kolorektal kanser ile sonuglanabilmektedir (American Cancer
Society, 1997).

Kolorektal kanser hastasi igin bir yil yasama orani % 82, bes yil yasama orani %
61°dir. Daha erken tani konuldugu durumda bes yil yasama yuzdesi % 91’e kadar
cikmaktadir, ancak kolorektal kanserlerin % 40’tan daha azi bu evrede tespit
edilmektedir. On yil yasama orani ise toplamda % 50’dir (American Cancer Society,
1997).

Adenom, bez kokenli bir benign timor ¢esididir. Adenom kolon, adrenal bez, hipofiz,
tiroit, pankreas gibi birgok organda gelisebilmektedir. Adenom, epitel i¢ci neoplazi
gOsteren premalignant lezyonlardir, ancak mukoza igine invazyon olmamigtir.
Zamanla bu iyi huylu buyume, ilerleyerek malignant olabilmekte bu durumda ise
adenokarsinom olarak adlandinimaktadir. Adenom-karsinom doénisimud asama
asama onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu ve timoér baskilayici genlerin
inaktivasyonu ile meydana gelmektedir (Vogelstein et al., 1988). Normal epitelin
adenom ve karsinoma donusumu, DNA’daki metil gruplarinin kaybi, K-ras gibi
onkogenlerin aktivasyonu, p53 geninin mutasyonu ve inaktivasyonu ile birlikte
gerceklesmektedir (Sekil 2.1). Ayrica, APC mutasyonunu takiben gastrin gen
ifadesinin aktive oldugu, gastrin ve reseptorlerinin adenom-karsinom donugumunde
onemli role sahip olabilecegi dusunulmektedir (Busuttil, 2011). Mukoza igindeki
adenokarsinom, lamina propria stromasina neoplastik hudcrelerin invazyonu ile
karakterize olmaktadir. Erken kolorektal kanser, hem mukoza i¢i hem de mukoza
altindaki adenokarsinomlari igermektedir. Mukoza altina inen, lenf dugimu ve damar
icine invazyonu igeren adenokarsinom (Sekil 2.2), ileri safhadaki kolorektal kanser

olarak tanimlanmaktadir (Kudo et al., 2008).
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Sekil 2.1. Adenom-karsinom déntsimu (Busuttil, 2011).
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Sekil 2.2. Kolorektal kanserde asamalar (American Society of Clinical Oncology,

2005).
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cikariimakta, kemoterapi ve/veya radyoterapi ile tedaviye devam edilmektedir. Ancak,
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bu yaklasimlar yliksek metastaza ugrayan hastaliklarda her zaman etkili degildir ve
yeni tedavi metotlarinin gelistiriimesi gereklidir. Kolon kanseri hastalarinin % 40’ indan

fazlasinda metastaz gelismektedir (Tsujii et al., 1997; Howlader et al., 2010).

Tamamlayici ve alternatif tip, geleneksel ilag grubunda yer almayan, saghgi
korumaya ve iyilestirmeye yonelik Urlnler ve sistemleri igermektedir. Tamamlayici tip,
geleneksel tip ile birlikte kullanilabilirken, alternatif tip geleneksel tibbin yerine
kullaniimaktadir. Tamamlayici ve alternatif tibbin, tim bireyler igin uygunlugu ve
etkinligi kesin olmadigindan bu uygulamalar geleneksel tibbin bir pargasi olarak
degerlendiriimemektedir. Bu uygulamalarin temel iki iglevi, var olan hastaligi tedavi

etmek ve hastaligi dnceden onleyip sagligi korumaktir (Kraft, 2009).

Kolorektal kanser, hem hastaligin yatkinligini hem de epitel hdcrelerinin somatik
evrimini arastirmak icin gtzel bir modeldir. Bunun nedeni, kolorektal kansere genetik
yatkinligin iyi tanimlanmis olmasi ve sik rastlanan bir kanser tirt olmasidir (Bodmer,
2006).

2.4. Kanser ve Apoptoz

Apoptoz, immun cevabin olusmadigi hasarli ya da ihtiya¢ duyulmayan hucrelerin
olumu ile sonuglanan molekuller olaylar zinciri olarak tanimlanmigtir (Fadeel and
Orrenius, 2005). Apoptozun baslangici kismi olarak proapoptotik ve antiapoptotik
faktorlerle dizenlenen, i¢ ve dis sinyal yollarinin karmasik bir agini icermektedir (Celli
et al., 2010). Normal bir hicrede apoptoz, azalan bluylime faktorleri, iyonlastirici
radyasyon, IsI soku ve toksinlere cevap olarak ya da hucrenin gevresindeki dokudan
ayrilmasi, bakteriyel enfeksiyon ve onkojenik sinyal gibi diger uyaranlar karsisinda
baslamaktadir (Ashkenazi, 2008).

Apoptoz, hicre zarinda cikintilar, kromatin yogunlasmasi, ¢ekirdek fragmentasyonu
ve apoptotik cisimlerin olusumu gibi birgok morfolojik degisiklikle karakterize
olmaktadir. Ayrica, fosfatidilserinlerin hicre zarinin dis ylzeyine gecmesi,
mitokondriyal zar gegirgenliginde degisiklikler, sitokrom c (sit-c) gibi proteinlerin
mitokondri i¢ zarindan salinmasi gibi biyokimyasal 6zellikleri de bilinmektedir.

Mitokondri, mitokondriyal gecis porunun acgilmasi ve sit-c salinmasi gibi apoptotik ve
nekrotik 6lim yollarinin baglamasini sagladigindan hucresel élumde énemli bir role
sahiptir. Sit-c, suda ¢o6zunebilen, mitokondri i¢ zarinda bulunan ve hucre
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solunumunda kritik olan 15 kDa buydkliginde kiglk bir hem proteinidir. Sit-c’nin
sitosoldeki birikimiyle, apoptotik hicre 6lumunden sorumlu olan proteolitik kaspaz
(sistein aspartat-ozgul proteaz) yolu ve DNA fragmentasyonunu yapan enzimler
aktive olmakta, sonrasinda sit-c periferal dolasima salinmaktadir. Bu salinmanin
mekanizmalarindan ilki, apoptoz sirasinda segici zar anyon kanallarindan ya da
protein porlarindan kalsiyum aracili sit-c salimi, ikincisi de nekrotik olumde
genislemis ve sismis mitokondrinin bozulmus dis zarindan salinmasidir (Miller et al.,
2008).

Apoptoz olayinda, baslatici veya etkin kaspaz yolagini igceren birgok faktor rol
oynamaktadir. Kaspaz aktivasyonu, apoptozun bircok morfolojik ve biyokimyasal
olayini baslatmaktadir. Kaspaz-3 temel etkin kaspazdir ve hicrede bir¢ok coklu
proteinin pargalanmasindan sorumludur. Mitokondriyal gecirgenlik artisiyla agilan
por, mitokondriyal i¢c zar potansiyelinin kaybina neden olarak, sit-c salimini
baglatmaktadir. Sit-c, apoptotik proteaz aktive edici faktére (APAF-1) baglanarak,
ATP ya da dADP varlhginda apoptozom adi verilen oligomerik bir kompleks
olusturarak prokaspaz-9'u aktive etmektedir (Sekil 2.3). Kaspaz-9 da effektor
kaspazlar olan kaspaz -3, -6, -7’yi aktive etmekte, bu da mitokondri bagimli apoptoz

ile sonucglanmaktadir (Miller et al., 2008).

Sekil 2.3. Apoptozda
meydana gelen hucreigi
olaylar

(http://www2.sbg.ac.at/p
r/News/news.shtml?kate
gorie=detail&id=12084)
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Apoptozun engellenmesi kanserin gelisimi ve ilerlemesinde 6nemli bir suregtir
(Ashkenazi, 2002). Kanser hucrelerinin apoptozdan kagma ve bolinmeye devam
etme yetenegdi bu hicrelere 6zgu en temel Ozelliktir ve kanser tadavisinin hedefini
olusturmaktadir (Hanahan and Weinberg, 2000). i¢c ve dis apoptotik yolaklarin her
ikisini de hedefleyerek apoptozun baglamasini saglayan yeni molekuller gelistirerek,
tumor hucre proliferasyon mekanizmasini anlamak ve yeni etkili tedaviler geligtirmek

mumkun olabilecektir (Jin and El-Deiry, 2005).

Dis yolak, endojen ve diger proapoptotik reseptor benzerleri gibi disardan gelen
coklu proapoptotik sinyal ile aktive olabilmektedir. i¢ yolak ise hiicredeki gelisimsel
olaylar ya da DNA hasari gibi hicresel stres sonucu baslamaktadir. Kanser
hlcrelerinde ¢ok dusuk seviyelerde apoptoz olmakta ve DNA onarimi ¢ok nadir
olarak gerceklesmektedir. Bazi kemoterapdétik ajanlar, apoptozun indiklenmesinde

etkin rol oynamaktadir (Farkas et al., 2011).

2.5. Fotodinamik Terapi

Isik 3000 yildir hastaliklarin tedavisinde kullaniimasina ragmen, gelistiriimesi son ylz
yilhin icinde olmustur (Ackroyd et al.,, 2001). PDT, IDM olarak adlandirilan toksik
olmayan ilag veya boya gibi maddelerin sistemik veya bolgesel olarak alinmasi ile
lezyon, kanser vs. gibi hastaliklarin tedavi edilmesidir. Fotodinamik etki igin IDM, 1s1k
ve oksijen gereklidir. IDM, kendi absorbsiyon spektrumuna uygun dalga boyunda
Isikla uyarildiginda aktive olmakta ve ylksek enerjili oksijen tirleri (singlet oksijen ve
oksijen icermeyen radikaller) olusmaktadir. Bu duyarli maddelerin alimindan bir sure
sonra, lezyon belirli dalga boyundaki i1gikla uyarildiginda oksijen varliginda sitotoksik
maddelerin olusmasiyla doku hasari ve hicre 6limu gézlenmektedir (Rai et al.,
2010).

PDT’nin minimal toksisite gostermesi, bdlgesel etkili olusu ve daha ucuz bir iglem
olmasi diger tedavi yontemlerine iyi bir alternatif olmasina neden olmustur. Ayrica
kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi operasyona kiyasla iglem sonrasi iyilesme sureci
haftalarca degil birkac saat ya da gun slirmektedir. Kemoterapinin aksine, isik
sadece istenen dokuya uygulanmakta, 1slk uygulanmayan  bdlgeler

etkilenmediginden buradaki hucreler dimemektedir (Rai et al., 2010).
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Beyin, akciger, meme, 6zefagus, deri, pankreas gibi bazi kanserler igin PDT’nin klinik
denemeleri yapilmistir ve elde edilen sonuglar tedavi igin umut vermektedir (Dolmans
et al., 2003). Geleneksel kemoterapiye gore PDT, IDM’nin aktivasyonu igin kullanilan
1Is1g1n belirli bir bolgeyle sinirlandiriimasi sayesinde ilave bir segicilik saglamaktadir.
Buglne kadar pek ¢cok IDM degerlendirilmigtir, ancak bunlarin birka¢ tanesinin hasta
uygulamalari basarili sonug vermistir. Bu maddeler dogal olarak floresan 1sima
verirler, bu sayede hastaligin goruntilenmesi ve yerinin tespitinde (fotodinamik
teshis) kullaniimaktadir (Sekil 2.4). Bu yontem mesane kanserinin tanisinda rutin
olarak kullaniimaktadir (Celli et al.,, 2010). IDM’ler normal dokuya goére timorlU

bdlgede daha yuksek oranda birikmektedir.

—p Uyarici 151k
== Floresan salinim

& - - Geri dénen 11k

Saghkh
Doku

Kamera

Sekil 2.4. Isik duyarli bir madde ile timorlu boélgedeki floresan isimanin tespiti (Celli
et al., 2010).

PDT’nin hiicre bolinmesine etkisi bilinmekte, bunun nedeni olarak mikrotlibil hasari
meydana getirmesi goOsteriimektedir. Bu etkisi belirli kosullarda hicre 6lUmUin
indUklemektedir (Berg et al., 1990). Fotooksidatif hasar, dogrudan timor hicresinin
Olumunu induklemenin yani sira, damar olusumunu engelleyerek oksijen ve besin
yoklugundan dolayr tumoér hdcrelerinin  inaktive olmasina ve immun cevap

olusmasina neden olmaktadir (Fingar, 1996; Korbelik et al., 1997).

PDT’nin kanser tedavisinde tercih edilmesinin nedeni, teknigin 6zgulligine ve
seciciligine dayanmaktadir. Isik duyarli madde 06zellikle malignant dokuda
biriktiginden, 151k dogrudan bu bdlgeyi hedef almakta ve ROS Uretimini baslatarak bu
bolgede hucresel hasar olusturmaktadir. Tumorlid  olmayan bolge ise
etkilenmemektedir. Ancak ovaryum kanseri gibi yaygin timoérlerde normal dokuda

1sik duyarli madde birikimi sorun yaratabilmektedir. Ideal 11k duyarlastirici maddeler,
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aktive edici 1s1gin yoklugunda toksik degildir. Tumorll doku tarafindan IDM’nin segici
olarak alinma nedenleri su fizyolojik farkliliklarindan kaynaklanmaktadir (Hader and
Jori, 2003):

TUumorll bélgede dokular arasi sivi hacminin daha fazla olmasi,
Hucredisi pH’'nin daha dusuk olmasi,

Lipoproteinler igin daha fazla sayida reseptor icermesi,

Daha fazla sayida makrofaj icermesi,

Mikrodamar sisteminin daha guglu olmasi,

DusUk lenf drenaji olmasi,

¢ © & & & ¢ ©

Daha yogun yeni sentezlenmis kollajen fibriller icermesidir.

2.5.1. Isik ve oksijen

PDT’de ¢ogunlukla 400-700 nm araligina giren gorunur 1sik kullanimi uygun olsa da,
endojen molekuller 600 nm altindaki isikta, gogu fotonu absorbe ettiginden pratikte
600-900 nm arahgindaki 1sik kullaniimaktadir. Daha uzun dalga boylarindaki isik
dokuya daha fazla girme o6zelligindedir. Ancak, 900 nm Uzerindeki dalga boylari
yeterli singlet (reaktif) oksijen (*O,) olusumunu saglayamadigindan tercih
edilmemektedir. PDT’nin basarii olmasinda IDM’nin 1gikla aktive edilmesi ¢ok
onemlidir (Hader and Jori, 2003). PDT’de lazer isik kaynaklari (argon iyon pompali
lazer, kati faz diot lazer vs.), lazer olmayan 1sik kaynaklari (ark lambalari, mavi 11k
floresan tupler, akkor lambalari) ve LED (Light Emmiting Diodes) kullanilabilmektedir.
Lazer 151k ¢oklu lezyonlarda ayni anda kullanim ve kiguk lezyonlarda kullanim
avantajl saglar, ancak pahaldir (Kesici ve Yildirrm, 2000). Standart lazer ve dusuk
gu¢c LED teknolojileri ile dokuda 1cm’den daha fazla derine gidilememektedir. Bu
nedenle deri altindaki ve i¢ organlardaki tedavide kullanimi kisithdir. Bu durumda
daha derin dokulara ulasmak Uzere problar ya da yeni yuksek gu¢ LED teknoloji
kullaniimaktadir. Bazi durumlarda 1s1gin dozunu arttirmak etkiyi arttirmak yerine
azaltabilmektedir. Benzer sekilde diusuk 1sik dozu ve/veya dusik konsantrasyonda
IDM kullanildiginda olugsan doku hasari tamir edilebilir ve geri donusumlu
olabilmektedir. Ulasilan bu esik noktasi normal ve tumoér dokusunda farkli

oldugundan bu durum da ilave bir segicilik saglamaktadir (Hader and Jori, 2003).

PDT’nin etkinliginin oksijen bagimli oldugu gosterilmistir (Dougherty, 1986). Olusan

'0,, bir reaktif oksijen tiiriidiir ve biyolojik sistemlerde olusan hasardan sorumludur.
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Oksijen bagimlihdr kullanilan IDM’nin yapisina goére degismektedir. Hipoksik
kosullarda fotositotoksisite gézlenmemekte ve hucrelerde bir hasar olusmamaktadir
(Thomas and Pardini, 1992).

2.5.2. Isik duyarli maddeler

Kanserli bolgenin segici olarak yok edilmesine yonelik olan, bu bdlgenin tespiti,
teshisi ve tedavisi i¢in kullanilabilecek ajanlara onemli 6lgude ihtiya¢ duyulmaktadir.
Hastaligin yok edilmesinde segicilik ve 0Ozgulluk, digtan uygulanabilen, bdlgesel
sitotoksisiteyi saglayan, ancak c¢evre dokulara ¢ok az etkili olan ajanlarin
kullanilmasiyla arttirilabilmektedir. (Rai et al., 2010). PDT'de IDM olarak islev
gorebilen bitki 6zutunden karmasik sentetik makromolekullere kadar yuzlerce dogal

ya da sentetik molekil bulunmaktadir (Sharman et al., 1999).

Arastirmacilar, 100 yildan daha uzun bir sure dncesinde Isik ile bazi kimyasallarin
birlesiminin hicre 6limuand indukledigini gozlemistir. 1900 yilinda Oscar Raab akridin
varhginda ve belirli dalga boyundaki isik altinda bazi Paramesyum tarlerinin
oldagund rapor etmistir (Raab, 1900). Bunu, dermatolik hastaliklarin ve deri
kanserinin tedavisinde kullanilan maddelerin kesfi izlemigtir. PDT, ¢ogu Ulkede saglik
kurumu tarafindan birgok kanser turinin tedavisi igin onaylanmigtir. 1960'larin
baginda Amerikan Gida ve Ilag Dairesi'nin (US-FDA) hematoporfirin (HpD) tiirevi olan
fotofirin (PH) isimli ilacin klinik uygulamalarina onay vermesiyle, PH bir¢cok kanserin
tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. GunUmuzde farkli tipte IDM’ler, akciger,
0zefagus, kolon, periton, pleura, genito-uriner sistem, géz ve beyin timorlerinin yani
sira arteroskleroz, enfeksiyon hastaliklari ve romatoid artiritin PDT ile tedavisinde
kullaniimaktadir (Kesici ve Yildirim, 2000).

PH, metviks, letuks ve foskan gibi bircok IDM’nin kanser tedavisinde klinik kullanimi
icin onay alinmistir. PH, mesane kanseri tedavisinde kullanimi 1993 yilinda
onaylanan ilk IDM’dir. Daha sonra da en sik kullanilan IDM olmustur (Dolmans et al.,
2003). IDM’lerin birbirinden farki, hucrenin farkli kisimlarini hedef almasindan
kaynaklanmaktadir. Hicre DNA’sini hedef alarak hasar olusturan radyoterapinin
aksine, ¢ogu IDM hacrenin diger kisimlarini hedef almaktadir. IDM’nin hdcreigi
yerlesiminin belirlenmesinde, hidrofobik 6zelligi, yuku ve pKa gibi fizikokimyasal
dzellikleri 6nemlidir (Salvador, 2008). Ornegin m-tetrahidroksifenilklorin (mTHPC)

cekirdek zarinda bulunurken, 5-Aminolevulinik asit (5-ALA) mitokondride, metilen
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mavisi ise lizozomda bulunmaktadir (Wilson et al., 2005). Ancak birinci nesil IDM’lerin
karmasik yapilari, 1s1g1 dusuk absorbsiyon katsayilari, tumorli doku igin daha az
secici olmalari ve deri hassasiyeti olusturmalari nedeniyle bazi kisitlamalara sahiptir.
Hicbir IDM, her olasi uygulama igin ideal olamayacagindan, PH gibi ilk nesil IDM’in

eksikliklerini giderebilmek igin ikinci nesil IDM’ler gelistirilmigtir.

IDM etki mekanizmasinda hucre iginde bulunduklari yer dnemli rol oynamaktadir.
PDT sonrasinda olusan *O.’'nin yari émriiniin 0,05 ps'den kisa olmasi, olustugu
bdlgeden ancak 0,02 um ilerlemesine imkan saglamaktadir. Cogu IDM’nin ¢ekirdek
disinda bulunmasi, PDT’nin disuk mutajenite potansiyeli tasima nedenini
aciklamaktadir. IDM’den katyonik olanlar hem c¢ekirdek hem de mitokondride
bulunurken, lipofilik olanlar zar yapilarina tutunma egilimdedir ve suda ¢ozunebilir
olanlar lizozomlarda bulunmaktadirlar. Lipofilik IDM daha ylksek kuantum verimine
sahiptir. Suda/yadda ¢oézunurlik kadar, molekuler agirlik ve yiuk dagihmi da etkili

faktorler arasinda yer almaktadir (Hader and Jori, 2003).

Sharman ve arkadaslarina (1999) gore PDT icin ideal IDM su Ozelliklere sahip
olmahdir:

@ Kimyasal olarak bilinen, saf ve sabit igerikli,

@ Karanlikta minimum toksisiteye sahip, sadece isik varliginda sitotoksik,

@ Secici olarak hedef doku tarafindan alinan,

@ Vucuttan hizla atildigi i¢in dusuk sistemik toksisite gosteren,

@ Uzun émirlii Giclincii seviyesiyle yiiksek fotokimyasal reaktiviteye sahip, 1O, ve

diger ROS’lari etkin olarak Ureten,

#]

Isigin dokuya maksimum ntfuz ettigi ve klinik uygulamalara imkan veren uzun
dalga boylarinda (600-800 nm) ylksek sdGnim katsayisi ile gucli absorpsiyona
sahip olmalidir. Ayrica bu aralikta daha ucuz diot lazerler kullanilabildiginden

bu 6zellikleri klinik kullanim igin de énemlidir

2.6. PDT’nin Etki Mekanizmasi

Isimanin yapilmasiyla IDM uyarilarak en dusuk enerji seviyesinden (Sp) bir Ust
seviyeye c¢lkmaktadir (S;). IDM, uyarildiktan sonra bu seviyeden, sistemler arasi
gecis yaparak Gguncu seviyeye (T,) (Triplet state) gecis yapabilmektedir (Sekil 2.5).
IDM Uglncu seviyede daha uzun émurli oldugundan etrafindaki molekdlleri de

uyarabilmektedir. PDT sirasinda olusan sitotoksik molekullerin olusumunun bu
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seviyede gergeklestigi kabul edilmektedir. Uyariimig tGglncu seviyedeki IDM, 3 farkh
yoldan tepki gostermektedir: oksijen bagiml Tip | ve Tip Il reaksiyonlar (Foote, 1991)
ve oksijen bagimsiz Tip Ill reaksiyon (Salvador, 2008).

Tip | reaksiyonda, uyariimig IDM ve substrat arasinda hidrojen atomunun ayriimasi
veya elektron transferi reaksiyonu gergeklesmekte, bu da serbest radikal ve radikal
iyonlari ile sonlanmaktadir. Bu serbest radikaller ¢ok reaktiftir ve molekuler oksijen ile
etkilesime girerek superoksit anyonu (O2) veya hidroksil radikali (OH") gibi reaktif
oksijen turleri olusumuna ya da tamir edilemeyen biyolojik hasar meydana gelmesine
sebep olmaktadir (Salvador, 2008).

Tip Il reaksiyonda ise Uguncl seviyedeki uyariimig IDM ile molekuler oksijen arasinda
enerji aktarimi gerceklesmekte ve birinci seviyedeki uyariimis oksijen (*O,)
olusmaktadir (Sekil 2.5). Bu oksijen c¢ok reaktiftir ve birgcok biyolojik madde ile

etkilesime girerek, oksidatif hasar ve son olarak hticre 6limine neden olmaktadir.

- diigiik doz "
Isik aktivasyon
'LLL:; ivasyonu . ROS canlh hiicre
Tip I/' orta doz

sistemler arasi —+ Apoptoz

ﬂ—— yiiksek doz
10 * _  + Nekroz

Singlet DM 2
Uyanimig

. singlet oksijen

Tip I g |

30,
Triplet oksijen

Sekil 2.5. Isik duyarli maddelerin fotoaktivasyon mekanizmasi ve indukledigi hasarlar
(Vandenbogaerde et al., 1998).

PDT’'de c¢ogunlukla Tip Il reaksiyon baskin olmasina ragmen, dusuk oksijen
kosullarinda ve daha polar bir ¢evre oldugunda Tip | reaksiyon daha onem
kazanmaktadir (Sharman et al., 1999). Tip Il reaksiyon ise oksijenin dahil olmadigi,
IDM’nin uyariimis halinin dogrudan substratla reaksiyona girdigi bir reaksiyondur. Bu
reaksiyon, enerji aktarimi, elektron ya da hidrojen aktarimi ve substratla kovalent

artin olusumu mekanizmalari ile islev gérmektedir (Salvador, 2008).
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2.6.1. PDT’nin hiicresel mekanizmasi

Hucreler PDT’ye farkli sekillerde cevap verebilirler. Bu cevap olduricli doza bagli
olarak apoptoz ya da nekrozdur, 6ldurtucu dozun altinda ise hucreler kurtulma cevabi
gelistirebilmektedir (Gomer et al., 1988). Bu cevaplar éncelikli olarak IDM’nin hiicrede
bulundugu bdlgeye baglidir, ¢inkd IDM’ye yakin ve oksijen konsantrasyonu fazla
olan bolgeler isikla aktivasyon sonrasinda daha fazla hasar gormektedir. Ayrica
hicre tipi ve PDT dozu da 6énemli rol oynamaktadir. PDT’nin en énemli hedefi timor
hucrelerini segici olarak oldurmektir. Ayrica, tumorlu bolgedeki damar sisteminde kan
akisinda durma, damar bozuklugu gibi degisikliklere yol agmaktadir. PDT, uygulanan
hdcrelerden sitokin ve diger inflamatuar duzenleyicilerin salimina neden olmakta ve

immun cevabi baglatmaktadir (Agostinis et al., 2002).

2.6.1.1. Nekroz

Nektotik hlcre 6limu, zarda lipid peroksidasyonu, lizozomal zar bozukluklari, zarda
enzim inhibisyonu gibi olaylarla, organellerde ya da ¢ekirdek bilegenlerinde meydana
gelen hasarlar sonucu induklenebilmektedir. Apoptozun tersine nekroz, karmasik
sinyal yolagi igermeyen daha az kontrollu bir hiicre 6lum seklidir. Lizozomda biriken
IDM’lerin  kullanildigi PDT’de hiacre olumua lizozomal enzimlerin ve diger toksik
maddelerin salimi sonucunda olmaktadir. Ayrica, lizozomda biriken IDM’in 1simadan
sonraki birka¢ saniyede mitokondriye yonelmesi de s6z konusu olabilmekte ve IDM
burada daha toksik olmaktadir (Hader and Jori, 2003).

2.6.1.2. Apoptoz

PDT'nin en dikkat cekici 6zelligi apoptoz olayini farkl yollarla hizli bir sekilde
baglatmasidir. PDT ile indUklenen apoptozun iki mekanizmasindan biri, apoptozom
olusumu Oncesinde proapoptotik hicre 6lum sinyalini ve prokaspaz aktivasyonunu
arttiran proapoptotik faktoérlerin mitokondri i¢ zarindan salinmasidir. Digeri ise, temel
hlcresel proteinleri pargalayarak hicre iskeletine, organellere zarar veren ve apoptoz

icin 6nemli enzimleri aktive eden kaspaz aktivasyonudur (Celli et al., 2010).

Mitokondride yerlesen IDM’ler lizozom ve hucre zarinda biriken IDM’lere gore
apoptozu daha hizli baslatmaktadir (Dahle et al., 1999). Liu ve arkadaslarina (1996)
gore, mitokondriyal yerlesim gosteren IDM ile PDT’de mitokondriden sit-c salimi
apoptozun induklenmesi igin onemli bir sinyal olusturmaktadir. Birgok hucre tipinde
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PDT’den sonra sit-c salimini, mitokondriyal gegirgenlik gecis porlarinin agilmasi ve
mitokondriyal zar potansiyelinin hizli kaybi izlemektedir. Sit-c kaybi, dATP, APAF-1
ve prokaspaz-9 arasinda kompleks olusumuyla devam ederek kaspaz yolagini
acmakta ve kaspaz-3’Un hizli artisiyla sonuglanmaktadir. Kaspaz-3 ise DNA
fragmentasyon faktoért (DFF), poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) gibi bir¢ok proteinin

parcalanmasi olayina karismaktadir (Porter and Janicke, 1999).

Cogu tumor hucresinde, hucreleri sitotoksik ajanlara daha az duyarli yapan anti-
apoptotik kontrol mekanizmalari bulunmaktadir. Ornegin, Cin hamsteri over hiicre
hatti (CHO) hicrelerinde ikinci nesil IDM’den biri olan silikon fithalosiyanin ile PDT
sonrasinda mitokondri dis zarinda bulunan anti-apoptotik protein Bcl-2’'nin, apoptozu
engelledigi rapor edilmistir. Bunun nedeni Bcl-2’nin, sit-c salimini engellemesi ve
PDT sonrasi apoptozda énemli rol oynayan kalsiyum dengesini bozmasidir (He et al.,
1996).

2.6.1.3. Subletal PDT’ye cevap

PDT’den sonra nekrotik veya apoptotik cevap disinda PDT’nin dozuna, hucre tipine
ve |IDM’ye bagli olarak hucreler kurtulma cevabi verebilmektedir. Bazi stres
proteinleri PDT ile duzenlenerek hucrelerin 6limden kurtulmasinda gorev almaktadir.
Bunlar i1s1 sok proteinleri (HSP), glukoz ile duzenlenen proteinler, hemoksigenazlardir
(Verrico and Moore, 1997). Ayrica fosfolipaz A, prostaglandin E2 ve cAMP kurtulma
cevabi ile iligkili bulunmustur. Subletal dozlar ayni zamanda diger hticresel islevlerde
gbrevli protein ve gen ifadelerini de etkilemektedir. Ornegin bu dozda PDT, NFxB
(cekirdek faktorl kappa-zayif-zincir-aktive olmus B hicre hizlandiricisi) gibi
transkripsiyon faktorlerini aktive ederek sitokinlerin ifadesini degistirmekte ve anti-
tumor bagisikligin indiklenmesini saglamaktadir (Legrand et al., 1998). Ayrica PDT,
tumor metastazi gibi uzun sureli etkilerle iligkili olan hucrelerdeki adezyon
molekullerini de duzenlemektedir. Ylzey reseptorlerinden major histokompatibilite
kompleks (MHC | ve Il) ifadesindeki degislikler PDT ile indiklenen immin cevap

farkhliklarini da agiklamaktadir (Rousset et al., 1999).

2.7. Hiperisin

Hiperisin tUm dinyada yayilis gosteren ve antik c¢aglardan bu yana birgok tibbi

Ozelligi icin kullanilan Hypericum cinsine ait bitki tdrlerinde bulunan etken
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maddelerden biridir (Karioti and Bilia, 2010). Hiperisin ilk olarak St. John’s Wort, sari
kantaron, binbirdelik otu, kuzukiran veya yara otu olarak bilinen, 1 metreye kadar
uzayabilen ¢ok yillik aromatik bir tir olan Hyericum perforatum’dan izole edilmistir
(Sekil 2.6). H. perforatum farmakolojik agidan onemli birgok madde igermektedir
(Kacar ve Azkan, 2004). Hiperisin ve pseudohiperisinin dahil oldugu
naftodiantronlarin bitkide bulunma yuzdesi 0,05-0,30'dur (Brockmann et al., 1939;
European Pharmacopoeia, 2008). H. perforatum bitkisinde hiperforin etken
maddesini igeren floroglukinolslar, flavonoidler, tanenler vb. de bulunmaktadir.
Hiperisin orani tlre, ¢cevre kosullarina, gelisim donemine, bitkinin farkli kisimlarina,
toplanma ve kurutulma zamanina bagh olarak degismektedir (Buter et al., 1998).
Farmakolojik olarak Uzerinde en ¢ok durulan ve antidepresan aktivitesiyle Uzerinde

en ¢ok ¢alisilan grup hiperisini iceren naftodiantronlar olmustur (Patocka, 2003).

Sekil 2.6’'da gosterilen hiperisinin  kimyasal formuli (CzoH160g) ve yapisi
(1,3,4,6,8,13-Hekzahidroksi-10,11-dimetilpenanthro perilen-7, 14-dion), 1942 yilinda
Brockmann tarafindan ortaya konmustur (Kubin et al., 2005). Bitkinin yapraklarinda
bitkiye adini veren 1g1ga tutuldugunda delik goruntusu veren yag bezleri
bulunmaktadir. Cigekleri ise parlak sari-turuncu renkte olup kaliks ve korolla kisminda
siyah oval salgl cepleri vardir Bu siyah noktalar parmakla ovalandiginda parmak
kirmizi olmaktadir (Upton, 1997). Cicek bu siyah bezlerinde 6zel flavonoidleri ve
hiperisini icermektedir. Cicek 1siga maruz kaldiginda hiperisinin biyosentetik énclisu
olarak iglev goren protohiperisinin cicekte dogal olarak olustugu bilinmektedir
(Kootstra et al., 2001). Hypericum tlrlerinde hiperisinin gorevi bitkiyi bocek ve diger
zararlilara kargi savunmaktir (Agostinis et al., 2002). Hiperisinin, Hypericum haricinde

bazi bitkilerde ve mantarlarda da bulundugu bildirilmistir (Karioti and Bilia, 2010).

2.7.1. Hiperisinin ozellikleri

Hiperisin yaygin polar ¢dziuculerde ¢dzlinmekte, polar olmayan ¢dzuculerde ise tam
¢6ziinemediginden absorpsiyon spektrumu dismektedir (Karioti and Bilia, 2010).
Cozlculerden baska pH, iyonlasma, konformasyonel durum absorpsiyon

spektrumunu etkilemektedir.
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Sekil 2.6. A. Hiperisinin kimyasal yapisi, B. Hypericum perforatum bitkisi (Karioti and
Bilia, 2010).

Hiperisin sadece monoanyon olarak bulundugundan monobazik tuz olusturma
egilimindedir ve c¢ogu biyolojik analizde monobazik sodyum tuzu olarak
bulunmaktadir. Hiperisin tuzlari organik ¢oziculerde karakteristik kirmizi floresan
Isima (absorbans Ana:594nm ve alkolde 642 nm) (Sekil 2.7) veren bir ¢ozelti
olustururken (Amax:548 nm ve alkolde 591 nm), sulu ¢ozeltilerde floresan olmayan

yuksek molekuler agirlikli kimeler olugsturmaktadir (Theodossiou et al., 2009).
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Sekil 2.7. Hiperisinin Absorpsiyon spektrumu (maksimum pik 599 nm) ve floresan
spekturumu (maksimum pik 603 nm) (Kawashima and Nakajima, 2011).

Hiperisin, Hyp-1 enziminin katalizledigi reaksiyon ile emodin anthronun oksidatif
dimerizasyonuyla sentetik olarak da sentezlenmigtir (Falk and Schoppel, 1991).
Biyolojik ortamlarda c¢6zundugu bilinen hiperisin, biyolojik makromolekullerle
(albumin, LDL, amiloid fibriller, zar bilesenleri) kompleks olusturmaktadir. Hiperisinin
bu 6zelliginden fotodinamik tedavide faydalaniimaktadir. Hiperisinle preinkibe edilen
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tumor hucreleri gorunlr 1sik veya UV 1s1§1 ile uyarildiginda hiperisinin antiproliferatif
etkisi nedeniyle antineoplastik ve antitimor etki gostermektedir (Kacar ve Azkan,
2004).

Hiperisin arastirmalarinin odaginda hiperisinin fototoksik etkisi yer almaktadir.
Deneysel ve Kklinik bulgulara gore, hiperisin dogal olarak olusan isik duyarli bir
maddedir ve PDT igin buyuk bir potansiyel tasimaktadir. Bunun nedeni hiperisinin
yuksek triplet kuantum verimi, singlet oksijen ve superoksit anyonu olusturma

basarisi ve karanlikta toksik etkisinin ¢cok az olmasidir (Theodossiou et al., 2009).

2.7.2. Kullanim alanlari

Dinyada H. perforatum’un, seker hastaligi, mide-bagirsak hastaliklari, sarilik, soguk
alginhgi, yanik tedavisinde, ayrica antiseptik ve yara iyilestirici olarak da kullanimi
yaygindir (Kacar ve Azkan, 2004). Bu bitkinin etken maddelerinden biri olan
hiperisinin  antidepresif, antiviral, antinoeplastik, antitimoér, fotodinamik ve
fotodiagnostik aktiviteleri bilinmekte, bunlarin Gzerinde siklikla ¢alisiimaktadir (Kubin
et., 2005).

Naftodiantronlarin, 'O, ve diger reaktif oksijen tirleri iiretiminde giiclii yetenekleri
bulunmaktadir. Ozellikle hiperisin dogada bulunan en gligli 1sik duyarlastiricilardan
biridir. ikinci nesil IDM sinifina giren hiperisinin PDT’deki kullanimi (zerine yapilmis
birgok calisma bulunmaktadir. Hiperisinin antitUmor etkisi oksijen bagimh olup, Tip I
reaksiyon basta olmak Uzere Tip | reaksiyonun da dahil oldugu fotodinamik etki

mekanizmalarindan kaynaklanmaktdir (Vandenbogaerde et al., 1998).

2.7.3. Hiperisinin etki mekanizmasi

PDT sonucunda kanser hticresinin nekrotik veya apoptotik 6lime gitmesinde ya da
canli kalma surecinin belirlenmesinde hiperisinin hucrei¢i dagilimi, kullanilan
hlcre/doku tipi ve 151k dozu etkili olan faktorlerdir. Her bir olayda farkh bir hicresel
mekanizma devreye girmekte ancak ¢ogu durumda bu olaylarin hepsi farkli oranlarda
ve birbiriyle iligkili sekilde surece katilmaktadir (Agostinis et al., 2002).

Hiperisinin isikla aktivasyonu sinyal iletim yolunda énemli olan protein kinaz C (PKC),
protein kinaz A (PKA), protein tirozin kinaz ve diger buyume faktorleriyle uyarilan

protein kinazlarin inhibisyonuna, zar lipitlerinin peroksidasyonuna, superoksit
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dismutaz aktivitesinde artisa, hlcresel glutatyon seviyesinde ve matriks
metalloproteinaz-1’in igslevinde azalmaya neden olmaktadir (Chaloupka et al., 1999,
Duo et al., 2004).

Hiperisin, hucreler igin ¢ok onemli olan mitokondri iglevlerini etkilemekte, hucresel
solunumunda ve toplam hicresel ATP seviyesinde azalmalara yol agmaktadir.
Mitokondriyal suksinoksidaz inhibe olmakta ve mitokondri i¢ zarinin gesitli iyon ve
¢6zunmuUs maddelere karsi gecirgenligi artmaktadir. Bunun sonucunda mitokondriyal
zar potansiyelinde azalma meydana gelmektedir. Bu olaylarin sebebi olarak hiperisin
aracili 1sima sonrasi olusan ROS’un mitokondriyal depolarizasyon olusturmasi
gosterilmektedir. Ayrica mitokondri dis zarindan hekzokinaz salimiyla (sitoplazmik
hekzokinaz artisi) hicreici pH’'da azalma, glukoz fosforilasyonunda aksaklik ve hicre
proliferasyonunda inhibisyon gibi etkileri bulunmaktadir. Glikolitik yolda 6nemli bir
enzim olan hekzokinazin seviyesi kanser hucrelerinde artmakta ve kanser
hdcrelerinin  beslenmesine destek olmaktadir (Deberardinis et al., 2008).
Mitokondrideki bu degisiklikler sonucunda dis zar etkilenip bozularak, apoptotik

faktorlerin i¢ zardan sitosole salinmasina neden olmaktadir (Agostinis et al., 2002).

2.7.4. Hiperisinin huicreigi dagihmi

Hiperisinin hucrede ulagtigi son yer, onun molekuler hedefini belilemekte ve
fotositotoksik profilini etkilemektedir. Bunun nedeni, 'O, ve diger ROS’larin ¢ok kisa
Oomurli olmasi ve biyolojik hedeflerle hizla etkilesime girdiklerinden yayilma
alanlarinin ¢ok kuguk olmasidir (Theodossiou et al., 2009). Hiperisinin hlcreye
aliminda ve dagiliminda zardaki lipitlerle etkilesiminin 6nemi rapor edilmigtir.
Hiperisinin hicreye aliniminin diflizyon ve ¢o6zinurllk ile belirlendigi, enerji bagiml
tasinmanin olmadigi ve 6zel reseptorlere baglanmadi§i disunudlmektedir (Thomas
and Pardini, 1992). Hiperisinin hidrofobik karakteri, hiperisinin zamana bagl olarak
sitoplazmik zarlarda yerlesmesine olanak saglamaktadir. Organellere 6zgl Ozel
floresan boyamalara gore, hiperisinin mitokondri, endoplazmik retikulum (ER), Golgi
cisimcigi ve daha az miktarda lizozom zarinda dagilim gosterdigi ve biriktigi
bildirilmistir (Galanou et al., 2008).

Kalturd yapilan hucrelerde hiperisinin tercihen biriktigi hucreigi organeller cesitli
faktorlerden etkilenmektedir. YUksek hiperisin konsantrasyonu (1-5 pM) ile inklbe

edilen DU145 prostat kanseri hucrelerinde, hiperisin birikiminin 1 saat sonra
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mitokondride, 5 saat sonra ise ER ve Golgi zarinda oldugu gézlenmistir (Theodossiou
et al., 2009). Hiperisinin hicredeki dagiliminda hacre tipi de énemlidir. Caco-2 kolon
adenokarsinom hucrelerinde, hiperisinin hucre zari diginda tercihen ¢ekirdek zarinda
biriktigi bildirilmistir (Sattler et al., 1997). Fare kolon kanseri ve insan glioma hucre
hatlari, serum proteinleri varliginda hiperisinle inkibe edildiginde hiperisinin tercihen
LDL ya da HDL lipoproteinlerine baglandigi, LDL'nin sadece hiperisini tagimadigi
onun lizozomal birikiminden de sorumlu oldugu gosterilmistir (Siboni et al., 2002;
Kascakova et al., 2008). Son yapilan calismalar hicresel zarlardan hiperisinin
aliniminda kolesterolin molekuler bir belirleyici oldugunu goéstermistir (Ho et al.,
2009). Hiperisinin oligonukleotidlerle ve izole edilen DNA ile etkilesime girdigi
gosterilmis olsa da g¢ekirdek Iimeninde bulunmadidi rapor edilmigtir (Sattler et al.,
1997; Kocisova et al., 1999). Lipofilik IDM’ler genellikle ¢ekirdek zarinin da dahil
oldugu zarlarda yerlesim gdstermekte ve bolgesel *O, iretimiyle dolayli yoldan DNA

hasarina neden olabilmektedir (Oleinick and Evans, 1998).

2.7.5. Hiperisin ile PDT’de hiicre 6lim mekanizmalari

Hiperisin ile PDT sonrasinda uygulanan hiperisin konsantrasyonu ve isik dozuna
bagli olarak, hucrelerde apoptoz, nekroz, sekonder nekroz ve otofaji seklinde hicre

olumleri belirli oranlarda gorulmektedir (Mikes et al, 2007).

Malignant hucrelerin apoptoz yetenegdi bozulmus oldugundan, hiperisin aracili PDT ile
hucrelere bu yetenegi yeniden kazandirmak amacglanmaktadir. Ancak uygulanan i1gik
dozuna ve i1sima sekline, hiperisin konsantrasyonuna, oksijen miktarina ve hucre
tipine gore hulcrelerin induklendigi olum sekli degisiklik gostermektedir. Hiperisinin
hlcrenin hangi organeline yerlestigi hiicre 6lim seklini belirleyen énemli faktorlerden
biridir. Bu nedenle antikanser ilaci olarak hiperisin kullanimi i¢in hiperisinin fototoksik
etkisinin optimizasyonu gerekmektedir (Agostinis et al., 2002). indiiklenen hiicre 6lim
tipi timér hiicresinin genetik temelinden etkilenmektedir. Ornegin kanser tiplerinin
yaklasik yarisinda asiri ifade olan antiapoptotik Bcl-2 proteini nedeniyle, hiperisin
aracili PDT sonrasinda apoptoza kargi direng gelisebilmekte ve bazi kanser tiplerinde
denge nekrotik 6lime kaymaktadir (Reed, 1998).

Mitokondriyal hasar, isikla uyarilan hicrelerde meydana gelen ilk olaydir ve apoptotik
sureci baslatmada onemli bir role sahiptir. Mitokondriye yerlesen IDM’nin hizla

apoptotik yolu baslattigi, hlicre zarn ya da lizozomu hedef alanlarin ise apoptozu
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geciktirdigi, engelledigi ya da hucreyi nekroza yonlendirdigini gbsteren calismalar
yapiimigtir (Moor, 2000). insan serviks hiicre hattinda (HelLa) ve sigcan/fare T hiicre
hibridoma (PC60) hucre hatlarinda hiperisin aracili PDT’nin, mitokondriyal sit-c
saliminda artig, prokaspaz-9/prokaspaz-3’te ¢ok hizli artis ve g¢ekirdekte bulunan
kaspaz-3 tarafindan pargcalanan PARP proteininde artisla sonuglandigi goésterilmistir
(Vantieghem et al., 2001).

Yapilan c¢alismalarda kaspaz inhibisyonu (prokaspaz-3/kaspaz-3) saglanan
hucrelerde, PDT sonrasinda hucre 6lumunun devam etmesi, kaspazlarin PDT aracili
hicre 6limunde tek sorumlu olmadiklarini gostermistir (Xue et al.,, 2001).
Mitokondriden sit-c saliminin olmasi ve mitokondriyal solunum iglevlerinin bozulmasi,

hiperisin ile yapilan PDT sonrasinda htcre 6lumu igin geri donusumsuz bir sinyaldir.

BCL-2 gen ailesinin Bcl-2 ve Bcl-XL gibi antiapoptotik Gyelerinin sit-c salimini
baskiladigi, Bid, Bax ve Bad gibi proapoptotik Uyelerin ise salimi kolaylastirdigi
gorusu genel olarak kabul edilmigtir. Bu nedenle Bcl-2 ifadesinin azaltiimasi, belirli
hicre hatlarinda PDT'nin etkinligini ve hassasiyetini arttirmak icin kullanilan bir yol
olarak bilinmektedir (Fadeel et al., 1999). Ancak ilk apoptotik sinyalin ER ve Golgi
kompleksinde basladidi tespit edilmistir (Nakagawa et al., 2000; Mancini et al., 2000).

PDT’de 6lum reseptor aracili apoptoz hicre disindan gelen sinyalle baslayan bir
bagka olum seklidir. Tumor nekroz faktor (TNF), TNF iligkili apoptoz indukleyici ligand
(TRAIL) ve Fas ligand (FasL) hlcre yizeyinde bulunan tamamlayici reseptorlerine
baglanarak hiicre 6lumuni baslatmaktadir. Sonraki asamada 6lim bolgesi (death
domain=DD) iceren FADD, TRADD gibi proteinler ile baslatici kaspaz-8 yolagi
devreye girmekte ve islevsel 6lum-indukleyici sinyal kompleksi (DISC) olugsmaktadir.
Farkli kanser hicre tiplerinde PDT sonrasinda Fas-FasL ifadesindeki artis
sonrasinda, disardan gelen sinyal ile baslayan kaspaz yolagi aktive olmakta ve
apoptotik cevap baslamaktadir (Theodossiou et al., 2009). Sadece belirli hiicre tipleri
hiperisin aracili PDT sonrasinda prokaspaz-8 aktivasyonunu indukleyebilmektedir. Bu
da hicrelerde 6lim reseptéri ve/veya mitokondriyal yolun izlenmesinde
kullaniimaktadir (Fulda et al., 2001).

Yuksek konsantrasyonda hiperisin ile dogrudan mitokondri Uzerinde PDT yapilmasi,

mitokondrinin biyoenerjisinde hizli bir dengesizlige, asiri miktarda ROS olusumuna ve
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mitokondriyal zarda yapismaya neden olmaktadir (Buytaert et al., 2007). Ayrica sit-c
salimi olmasina ragmen kaspaz aktivasyonu olmamakta ve hicreler nekrotik 6lume
gitmektedir (Sekil 2.8). Nekrotik PDT kosullarinda meydana gelen ylksek seviyedeki
oksidatif stres, mitokondriyal islevlerde hizli ve geri dénusimsuz hasarlar yaratmakta
ve ATP seviyesinde ani dusus nedeniyle hucre, programli hucre olumu igin gerekli

enerjiyi saglayamamaktadir (Vantieghem et al., 2001).
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Sekil 2.8. Hiperisin aracili PDT sonrasinda indiklenen ¢oklu ve baglantili sinyal yollari (1) yuksek 11k
dozu nekroza yol agmaktadir. (2) orta 1sik dozu farkli apoptotik yollari aktive etmektedir, (2a) kaspaz-8
aktivasyonu, kaspaz-3,-6,-7 aktivasyonu, (2b) mitokondriyal sit-c ve ca*? salimi kaspaz-9'u aktive
etmektedir. Bax/Bid proapoptotik proteinleri sit-c salimini arttirirken, antiapoptotik Bcl-2 inhibe
etmekte, (2c) ER'dan Ca*? salimi, mitokondriden sit-c salimini aktive etmektedir. (3) ERKSs inhibisyonu
sitostatik cevabi baslatmaktadir. (4) Dusuk 1sik dozu MAPKs yolunu agarak hicre canhiliginin
devamini saglamaktadir (Karioti and Bilia, 2010).

Apoptoza ugrayan hucrelere ait apoptotik cisimcikleri olusturan c¢ekirdek ve
sitoplazmik pargalar in vivo kosullarda hizla taninarak, makrofajlar ya da komsu epitel
hlicreleri tarafindan fagosite edilmektedir. /n vitro kosullarda ise apoptotik cisimcikler
ve kalan hicre pargalari sismekte ve son olarak hicre lizize ugramaktadir. Fagositik
Ozelligin olmamasi nedeniyle primer nekroza benzer olan bu 6lim sekli sekonder
nekroz olarak adlandirilmaktadir. Sekonder nekroz, mitokondriyal hiperpolarizasyon,
lizozomal zar gegirgenligi gibi 6zelliklerle karakterizedir (Berghe et al., 2010). HT-29
hlcreleriyle yapilan galismalarda hiperisin aracili PDT sonrasinda sekonder nekrotik

hicrelere rastlanmistir (Mikes et al., 2007).

25



Hiperisin ile PDT bazi durumlarda, apoptotik olmayan bir 6lum sekli olan otofajiyi de
indUkleyebilmektedir. Otofaji tum Okaryotik organizmalarda temel homeostatik
mekanizmalardan biri olup, normalde disuk oranda gergeklesen hucrenin kendi
kendini sindirme olayidir. Otofaji hilcresel stres, besin azhigr gibi durumlarda
artabilmektedir ve kanser gelisiminde de &énemli rol oynamaktadir (Levine and
Kroemer, 2008). Hiperisin aracili otofaji ilk defa apoptotik genleri mutasyona ugramis
ve kaspaz yolagi inhibe olmus hucrelerde gozlenmistir (Buytaert et al., 2006). Otofaji
ile normal yok edici mekanizmalarla uzaklastirllamayan PDT sonrasinda olusmus

islevsel olmayan proteinler ve hasarli organellere sahip hicreler yok edilmektedir.

2.7.6. Hiperisin ve sinyal iletim yollari

Oldlriici dozun altindaki fiziksel veya kimyasal strese hiicrenin verdigi kurtulma
cevabl, olusan hasarla micadele etmeye yodnelik gen ve protein ifadelerinde
degisikligi baslatan sinyal yollarinin aktive edilmesidir. PDT sonrasinda indiklenen
apoptoz ile duzenleyici enzimlerdeki (fosfolipazlar, mitojen aktive edici protein
kinazlar (MAPK), siklin bagimh kinazlar) degisiklikler ve ikincil habercilerin (PIP3,
seramid) artisi iligkili bulunmustur (Moor, 2000). Memeli hicrelerinde 3 farkh MAPK
yolu bulunmaktadir. Bunlar (1) Hucredisi sinyal ile duzenlenen kinaz (ERK) yolu, (2)
c-Jun N-terminal kinase (JNK ya da SAPK [stres ile aktive olan protein kinaz]) yolu,
(3) p38 MAP kinaz yoludur. ERK yolu hlcrenin yasamasiyla iliskili olup, blyime
faktorleri ile aktive olmakta ve hicre gogalmasini indtklemektedir. JNK ve p38 MAPK
oksidatif stres, enflamasyon, sitokinler, UV gibi hucredigi ve hucreigi stres
kosullarinda aktive olan ve hlcre 6lumunu aktive eden yollardir (Sen et al., 2007).
Hiperisin aracili PDT’de, kurtulma cevabi baslica JNK1 ve p38 MAPK aktivasyonu ile
olurken ERK2 geridonlsimstz olarak inhibe olmaktadir (Sekil 2.8). Bu aktivasyon
kaspaz aktivasyon yolagindan bagimsiz olarak gergeklesmektedir, ancak PDT
sirasinda yasamaya devam sinyalleri hlcreleri 6lumden kurtaramamaktadir. Bu
yollar, hiicre hasari belirli bir esige ulasana kadar apoptozu geciktirmekte, ancak son
olarak apoptoz gerceklesmektedir (Hendrickx et al., 2003). Hendrickx ve
arkadaslarina gore (2005), hiperisin aracili PDT’ye maruz kalan huicrelerde P38a
MAPK izoformunun aktivasyonu, siklooksigenaz (COX-2) induklenmesi igin dnemli bir
rol oynayarak prostoglandin sentezini baslatmaktadir (Sekil 2.8). Bu da PDT'ye
direngli olan hicrelerin ¢ogalmasini  ve tumoran yayllma potansiyelini

kolaylastirmaktadir. Ayrica hiperisin ile PDT sonrasinda sitosolik kalsiyum
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seviyesindeki hizli artigs fosfolipaz A, (PLA) aktivasyonununa ve arakidonik asit
birikimine neden olmaktadir. Arakidonik asit hucreler i¢cin 6lum mesaji olarak iglev
gérmektedir. PLA, Ca*® bagimli bir enzimdir. Hiperisinin i1sikla aktivasyonu DER’de
tamir edilemeyen hasara yol acarak ER’den Ca*? salimi baslatmakta ve sitosolik Ca*?
seviyesinde artig ile baslayan proapoptotik etkiye neden olmaktadir. p38a MAPK
inhibisyonu vaskuler endotelial buyume faktori (VEGF) salimini engellemekte ve
tumor baglantili endotelial hiucre gogunu baskilamaktadir. Hiperisin aracili PDT'de
p38 MAPK inhibisyonu saglandiginda, hiperisinin antianjiogenik ve proapoptotik etkisi
kanser tedavisinde 6nem kazanmaktadir (Karioti and Bilia, 2010). Stres ile
indUklenen kinaz yollarinin aktivasyonu antioksidanlarla geri donebilmektedir, bu
nedenle ROS uretimi ve kinaz aktivasyonu arasindaki baglanti dnemlidir (Tao et al.,
1996).

2.7.7. Hiperisin ve ROS olugumu

Oksijen bagimli Tip Il PDT reaksiyonda olusan 'O,, hiperisinin fototoksik etkisini
aciklamada énemli bir yere sahiptir. Theodossiou ve arkadaslari (2009) gerceklesen

olaylari su sekilde 6zetlemigtir:

1. ER'da Ca'*-ATPaz-2 pompasinin hasara udramasiyla Ca*> homeostazisi
bozulmaktadir.

2. Suksinoksidaz, akonitaz gibi mitokondriyal enzimler azalmakta ya da
baskilanmaktadir.

3. Bazi kanser tiplerinde metalloproteinaz-9 ifadesi azalmaktadir.

4. Hicre zarinin lipid peroksidasyonunu katalaz, glutatyon peroksidaz ve
stperoksit dismutaz enzimlerinde artis ve glutatyon (GSH) seviyesinde azalma

izlemektedir.

Hiperisin ile PDT’den 1 saat sonra olusan bir diger ROS hidrojen peroksittir (H202)
(Ali et al, 2002). Siuperoksit anyonu da, semiquinon radikali ile oksijen
indirgenmesinden olugmaktadir (Diwu and Lown, 1993). Stres kosullarinda hucreler
olusan radikallerle basa c¢ikabilmek igin antioksidan savunma mekanizmalarini
devreye sokmaktadir. Bunlar tumodrlerde c¢ogunlukla asin ifade olan glutatyon
rediuktaz, glutatyon peroksidaz, sitosolik glutatyon-s-transferaz (GSTs) ve
metallotioneinlerdir (Neumann et al., 2003). Hiperisin ile birlikte bu redoks sistemlerini

engelleyen maddelerin veriimesinin fotodinamik etkiyi arttiracagi distnulmektedir
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(Fojo and Bate, 2003). Radikal yakalayicilarin, hiperisin aracili PDT sonrasinda
apoptotik hucre olumuna inhibe ettigi de 6ne surulmektedir (Kubin et al., 2005).
Antioksidan enzimlerin PDT sonrasinda verdigi cevaplar in vivo ve in vitro kosullarda
farklihk gostermektedir. Hiperisin uygulamasina in vivo ortamda hassasiyet gosteren

glutatyon reduktaz, in vitro kosullarda degismemektedir (Johnson and Pardini, 1998).

2.7.8. Hiperisinin enzim aktiviteleri ve reseptorlerle olan iligkisi

Hiperisinin antidepresan, antiproliferatif ve antiviral 6zelligi bazi enzimleri inhibe edici
ya da aktive edici etkisine baglidir. Bu etkiler kullanilan metoda, enzimin
izoformlarina, sicaklhida, oksijen ve 1s1gin varligina ve miktarina gore degismektedir.
Hiperisinin farkli hicre ve doku tiplerinde, PDT ile uygulanan isidin etkisine gore
degisen bazi enzimler Uzerindeki inhibe edici etkisi Cizelge 2.1'de 06zetlenmistir
(Kubin et al., 2005).

Cizelge 2.1. Hiperisin ile PDT sonrasinda inhibe olan enzimler ve bazi reseptorler
(Kubin et al., 2005).

Protein kinaz C DNA polimeraz-a
Protein kinaz A HIV-1 revers transkriptaz
Cdc2 kinaz Monoamin oksidaz A
Kazein kinaz Monoamin oksidaz B
Mitojen aktive edici protein kinaz Suksinoksidaz

Epidermal baylime faktori reseptori Glutatyon peroksidaz

insulin reseptorii Glutatyon redtiktaz
Miyozin zayif zincir kinaz Glutatyon S-tranasferaz
Dopamin-B-hidroksilaz Superoksit dismutaz

PKC hiperisin ile etkilesime girip inhibe olan ve hiperisinin sitotoksisitesinden baslica
sorumlu olan enzimdir. Monoamin oksidaz (MAO) enziminin inhibisyonu depresyon
tedavisinde H. perforatum bitkisinin kullaniimasinin nedenidir. Hiperisin tek basina bu
inhibisyon igin yeterli olmamaktadir. Hiperisin, glutamat reseptori olan N-metil-D-
aspartat (NMDA) igin yuksek ilgi gostermektedir (Cott, 1997).
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Hiperisinin, bazi sitokrom P450 (CYP) turlerini inhibe ederek hiperisinle birlikte alinan
bazi ilaglarin metabolizmasini olumsuz etkiledigini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir
(Obach, 2000).

Kanserin nedenlerinden birisi olan viral hastaliklar insanlik igin ¢ok ciddi tibbi ve
sosyal bir sorundur. Hiperisinin virusidal ve antiviral aktivitesi bilinmektedir. Hiperisin
lipid iceren zarfa sahip olan virUsleri inaktive edebilmektedir, ancak hiperisinin
antiviral aktivitesi in vivo ya da in vitro deney protokollerine goére degismektedir.
Hiperisin zarfli virGslerin hicre zarindaki fosfolipid tabakasina dahil olup zarin
yapisini bozmakta ve virlsun flzyon islevinin kaybina neden olmaktadir (Kubin et al.,
2005). Hiperisinin virusidal potansiyelinin 1sikla arttigi bilinmektedir, 151k varliginda
etkisi 100 kat artmaktadir (Fehr et al., 1995). Hiperisinin 1sikla uyariimasi sonrasinda
olusan ROS’lari yakalayan [(-karoten, sodyum azid gibi maddelerin varliginda
virisidal etkinin dnemli 6lglide azaldigi gézlenmistir (Prince et al., 2000). Hiperisin,
viral zar proteinlerinde de degisiklige neden olmaktadir. insan bagisiklik yetmezIigi
virusine (HIV-1) ait kapsit protein p24 ve oncusu hiperisinin 1sikla aktivasyonu
sonrasinda revers transkriptaz enzim salimini gergeklestirememekte ve virus inaktive
olmaktadir (Degar et al., 1992). /n vitro kosullarda hiperisinin herpes simplex viriis-1,-
2, sigir viral diyare virus, inluenza A, friend leukemia virus vb. gibi bircok virluste

virasidal etkisi gozlenmistir (Kubin et al., 2005).

H. perforatum bitkisi bakteriyel enfeksiyonlar, solunum yolu hastaliklari, deride yara,
peptik Ulser tedavisi i¢in geleneksel olarak kullaniimaktadir. Ancak Hypericum tarleri
ile yapilan antimikrobiyal analizlere goére antimikrobiyal etki ¢ok azdir ve veri
eksiklikleri bulunmaktadir (Cecchini et al., 2007).

Hiperisinin bilinen antianjiogenik 6zelligi, oftalmolojik uygulamalarda &zellikle
retinopatilerde kullanimini glindeme getirmistir. Farelerde yapilan bir g¢alismada
hiperisin uygulamasi ile birlikte retinal yeni damar olusumunun inhibe oldugu, ancak

bdlgeye bir hasar vermedigi gdzlenmistir (Higuchi et al., 2008).

2.8. Disaderin (Anti-adezyon molekuli)

Kanser calismalarinin temel hedeflerinden biri normal hicrelerden farkh olarak
sadece kanser hucrelerinde ifade olan molekuller tanimlamaktir. Eger bu molekuller

raslantisal olarak tumoér olusumunu baslatmakta ya da devamini saglamakta ise,
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kanseri 6nlemek icin yeni tedavi yontemlerinin potansiyel molekller hedefi haline
gelmektedirler (Nam et al., 2007). Son yillarda tanimlanmis olan disaderin, birgok
kanser hucresinde ifade olurken, ¢ok az sayida normal hucrede bulunan bir hicre

yuzey molekultdur (Ino et al., 2002).

2.8.1. Disaderinin yapisi, dagilimi, dizenlenmesi

Yapilan dizi analizlerine gore, insan disaderin geni, farede bulunan iyon kanallar
baglantih (RIC) genine ¢ok benzerlik gostermektedir. Disaderin, RIC geninin
insandaki homologudur (Lubarski et al., 2005). Sweadner ve Rael (2000) tarafindan
tanimlanan FXYD protein ailesi, FXYD motifine ve korunmus glisin, serin amino asit
dizilerine sahip bir gen ailesi proteinidir. Memelilerde yedi Gyesi bulunan bu ailenin bir
Uyesi olan iyon gecis diuzenleyici 5 (FXYD5), disaderin olarak da adlandiriimaktadir.
FXYD5, 178 amino asitten olusan tek gegcigli bir transmembran proteindir. FXYD5
proteini, diger FXYD’lerden daha uzun bir hdcredigi bolgeye, bir transmembran

bolgeye ve kisa bir sitoplazmik uzantiya sahiptir (Sekil 2.9) (Geering, 2006).
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Sekil 2.9. FXYD protein ailesinin zar topolojisi. Transmembran (TM) bodlgede 2 tane
korunmus glisin bdlgesi (G), FDXY modifleri gosterilmistir. FXYD5 uzun bir NH,
terminal uzantiya sahiptir (Geering, 2006).

TUmor hicrelerinde proteinin hicredisi kismi yogun olarak glikozillenmistir (Tsuiji et
al., 2003).

Bu protein ailesi, Na-K ATPaz ile iligkili bulunmustur. Na-K ATPaz tum hucrelerde
bulunan temel hiicresel homeostazisi saglayan oligomerik bir zar proteinidir. Na* ve
K* iyonlarinin zardan giris-gikisini dlizenleyerek hiicre hacmini korumakta ve zar

potansiyelini diizenlemektedir. Na* gegisiyle saglanan enerji ikincil olarak, hiicrenin
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besinini saglayan ve hiicreici pH ve Ca*? konsantrasyonunu diizenleyen Na* bagimli
gecis sistemleri icin kullaniimaktadir. FXYD5, Na-K pompasinin a alt dnitesiyle
dogrudan etkilesime girmekte, pompanin Na iyonuna ilgisini ve maksimum reaksiyon

hizini arttirarak (Vmax) islev gérmektedir (Lubarski et al., 2005).

Disaderin mide, kolon, pankreas ve meme kanseri gibi bircok kanser hicresinde
ifade olmaktadir. Disaderinin lenfositler, endotel hucreleri, ¢gok tabakali yassi epitelin
bazal hicreleri gibi ¢cok az sayida normal hicrede ifade oldugu bilinirken, son yillarda
yapilan calismalarda western blotlama teknigiyle bdbrek, duodenum, dalak ve
akcigerde de bulunabilecegi ve iyon gecisini duzenliyor olabilece@i 6ne surulmugtur
(Lubarski et al., 2005).

2.8.2. Disaderinin kanser geligsimindeki rolii

Saglikl fare fibroblast hucreleri in vitro kosullarda ve insan meme epiteli hicreleri in
siliko kosullarda onkogenlerce aktive edildiginde ya da timdér baskilanmasi
engellendiginde disaderin ifadesinin arttigi yapilan calismalar ile gosterilmigtir (Fu
and Kamps, 1997; Bild et al.,, 2006). Kanserin ilerlemesinde ve metastazinda
FXYD5’in 6nemini gosteren calismalar yapilmistir. Bu protein ile transfekte edilen
insan karaciger kanser hucrelerinde in vitro kosullarda hicre-hicre adezyonunda
azalma gozlenirken; in vivo kosullarda dalak igine enjeksiyon sonrasinda intrahepatik
metastaz olusumunda artis olmustur (Ino et al., 2002). Aoki ve arkadaslari (2003),
ilerlemis kolorektal kanserlerde disaderin ifadesinin prognostik éneme sahip

oldugunu bildirmistir.

Disaderinin kisa olan hucreigi sitoplazmik kuyrugundan ziyade uzun olan hucredigi
bolgesi araciliiyla diger zar proteinleriyle ya da hucredigi matriks bilesenleriyle
etkilesimi kolaylastirarak sinyal dinamigini etkiledigi tGzerinde durulmaktadir (Nam et
al., 2007).

Tip-1 transmembran proteini olan kaderinler hlicre adezyonunda énemli rol oynayan,
dokulari bir arada tutan Ca*? bagimli molekiillerdir. Kaderinlerin bir tipi olan E-
kaderinler epitel hucrelerinde hicrelerarasi baglantiy1 saglayan yapisma proteinleridir
(Hulpiau and Van Roy, 2009). Birgok genetik ve epigenetik mekanizmalar sebebiyle
E-kaderin inaktivasyonunun, kanser invazyonu ve metastazi igin gerekli bir basamak

oldugu dusunulmektedir (Hirohashi and Kanai, 2003). Disaderin ifade etmeyen
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karaciger kanser hucreleri, transfeksiyon ile disaderini fazla ifade ettiginde, disaderin
transkripsiyon sonrasi mekanizmalarla E-kaderin ifadesinin doz badimh olarak
dismesine neden olmustur. Ayrica E-kaderinin hucre iginde aktin filamentlerine
tutunmasini saglayan kenetlenme proteinlerinden biri olan a-katenin ifadesinin de
onemli Olclde dustigu goézlenmistir. Bu nedenle disaderinin E-kaderin ifadesini
azaltarak hucre—hucre bagdlantisini azalttigi, hareketli bir fenotipe izin vererek

metastazi baglattigi 6ne surtlmektedir (Nam et al., 2007).

Disaderinin, E-kaderin ifade etmeyen meme kanseri hlicrelerinde de invazyonu ve
metastazi baslatabildigi gozlenmigtir ve bu E-kaderinden bagimsiz yeni
mekanizmalarin 6nemli olabilecegdini gdstermektedir (Nam et al., 2006). Ornegin
disaderin, kemokin ifadesini arttirarak hem tumor hucresini hem de c¢evresindeki
ortami etkileyerek prometastazik etki gdéstermektedir. Kemokin ligand 2 (CCL2),
monositler, hafiza T hucreleri ve dogal éldurictu (NK) hicreleri i¢cin kemotaksik bir
kemokindir. CCL2 bir¢cok kanser hlcresinde ifade olmakta ve kanser hicre gogunu
ve anjiogenezi bagslatarak kanserin ilerlemesine katki saglamaktadir (Youngs et al.,
1997). Meme kanseri hlicrelerinde disaderinin invazyonu baslatmasi, bu hicrelerden
salinan CCL2’nin otokrin etkisine ve endotel hlicre goclnid baslatmadaki parakrin
etkisine bagli bulunmustur (Sekil 2.10) (Nam et al., 2007).

NF-kB DNA transkripsiyonunu kontrol eden, gesitli stres, serbest radikal, sitokin gibi
uyarilara immuin cevabi baslatarak yanit veren bir protein kompleksidir. NF-kB’nin
yanlis duzenlenmesi kanser, inflamasyon, otoimmun hastaliklar vb. ile iligkili
bulunmustur (Gilmore, 2006). Disaderinin varligi NF-kB’nin aktivasyonu ile iligkili
bulunmustur. Tumadr invazyonu ve metastaz, NF-kB ile duzenlenen genlerin Grunleri
olan matriks metalloproteazlar, interlokin-8 ve birgok kemokin ile etkilenmektedir
(Nam et al., 2006).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda, disaderine ait komplementer DNA (cDNA)
dizisinin, insan CD34+ hematopoietik kdk/progenitdr hiucrelerle hemen hemen ayni
oldugunun bulunmasi disaderinin kOk hucre aragtirmalari igin de 6nemli olabilecegini

gostermigtir (Nam et al., 2007).
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Sekil 2.10. Disaderinin E-kaderin bagimli ve bagimsiz etki mekanizmasi i¢in 6nerilen
model, CCL2: kemokin ligand-2 (Nam et al., 2007).

2.9. Fibroz (Filamentoz) Aktin (F-aktin)

Kolon kanserinin genetik ve molekuler temeli son on yilda daha iyi anlasiimig, bu
durum klinikte goruntuleme, tani ve tedaviye yonelik dnemli bir fayda saglamigtir.
Adezyon molekdlleri go¢, c¢ogalma, apoptoz gibi normal kolon epitelinin
homeostazinin saglanmasinda onemli olan birgok hucresel olaya karigmaktadir
(Efstathiou and Pignatelli, 1998). Adezyon molekullerindeki veya bunlarla birlikte islev
goren hucre iskeleti molekullerindeki bir bozukluk ya da anormallik kolon kanser

gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli bir basamaktir (Buda and Pignatelli, 2004).

Aktin hacre iskeleti agi hareket, mekanik koruma, bolinme gibi birgok hucresel
olayda gerekli olan temel bilesenlerinden biri olup, tim Okaryotlarda kritik role sahip
yaygin bir proteindir. Ayrica hucre iginde, protein komplekslerinin yerlesimi ve
tasinmasinda islev gérmektedir. Monomerik globuler aktinler (G-aktin), hatlari ~ 20
Mm, capi ~ 7 nm olan uzun saglam filamentler (F-aktin) olusturmak Uzere polimerize
olmaktaktadir (Kreis and Vale, 1999). Aktin bir adenozin nUkleotidine sikica
baglanmakta ve G-aktin polimerize olup F-aktine donerken ATPaz aktive olmaktadir.
ATPaz aktivitesi, ayni anda bir ugta polimerizasyon diger ucta depolimerizasyon
olaylariyla aktin filamentinin hareketini saglamaktadir (Oda et al., 2009). Aktin
filamentlerinin dinamik yapisi gesitli durumlarda degisebilmekte, degisikliklerde aktin

baglayici proteinler de islev gérmektedir (Gardel et al., 2004).
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Aktin filamentinin hdcre hareketindeki énemi, aktinin hdcrenin farkli bdlgelerinde
konumlanan ug¢ farkl yapisindan (Sekil 2.11) kaynaklanmaktadir: 1. Hucrenin 6n
uglarinda bulunan lamellipoda aktin agi, 2. Hucre zarinin altinda bulunan filopoda
uzantilari, 3. Sitoplazmada bulunan kontraktil aktin stres fibrilleri (Hotulainen ve

Lappalainen, 2006).

Tamor hucrelerinde ve c¢evre dokularda meydana gelen genetik ve epigenetik
degisiklikler matriks metalloproteazlar, integrin, kaderin gibi birgok proteinin gen
ifadesini degistirerek kanserin ilerlemesini saglayabilmektedir. Bu molekullerdeki
degisikliklere baglh olarak hucre iskeleti elemanlarinda ya da baglayici protein

ifadelerinde farkliliklar meydana gelebilmektedir (Wu et al., 2009).

Filopodyum

@ Yapisma
bolgeleri

Stres fibrilleri

Geri gekilme Cikinti olusturma

Sekil 2.11. Aktin htcre iskeletinin bir fibroblast hicresinde sematik goértntusu
(http://cellix.imba.oeaw.ac.at/actin-cytoskeleton/).

Kanser invazyonu ve metastazin en énemli basamaklarindan biri hiicre hareketinde
artistir. Hucre iskeletinde aktinin yeniden dizenlenmesi hucre hareketindeki
degisikliklere neden olan en Onemli mekanizmalardan biridir. Aktinin yapisindaki
degisiklikler o6rnegin filopodia olusumunda artis, kanser hicresinin gécini ve
yayllmasini baglatici rol oynamaktadir (Wicki and Lehembre, 2006). Disaderinin, E-
kaderinin translasyon sonrasi ifadesini engelleyerek ya da E-kaderin ile aktin

arasindaki iliskiyi azaltarak iglev gérdigu dusunulmektedir (Nam et al., 2007).

Hucre gogu sirasinda aktin hucre iskeleti dinamik olarak degismektedir ve bu yeniden

dizenlenme goO¢ icin gereklidir. Bu olaylarin inhibisyonu hucre hareketini

34



azaltigindan aktinin  yeniden dizenlenmesinin  molekiler mekanizmasinin

aydinlatilmasi kanser tedavisi i¢cin 6nemlidir (Yamazaki et al., 2005).

Aktin polimerizasyonunun apoptotik cisim olusumunda gerekli bir basamak oldugunu
goOsteren calismalar bulunmaktadir. Mikrofilament aginin yeniden dizenlenmesinin
apoptozun erken asamasinda aktin depolimerizasyonu ile birlikte apoptotik cisim

olusumunda 6nemli oldugu one surulmektedir (Grzanka et al., 2003).

2.10. Hiicre Karakterizasyonunda Kullanilan Yontemler
2.10.1. Sterilite testleri

Hucre kulturleri ile yapilan galismalarda besiyerinden, havadan, kullanilan serumdan,
diger malzemelerden ya da hucrenin kendisinden kaynakli g¢esitli kontaminantlarla
karsilasmak muUmkunddr. Bu nedenle, hucrelerin butun sterilite testleri dnceden
yapilip stoklanmig olsa dahi ¢calismanin saglikh ve kontrollt sekilde yurtyebilmesi igin
¢alismaya baslamadan dnce bakteriyel, fungal, viral ve mikoplazmal kontaminantlarin
tekrar arastiriimasi onemlidir. Bakteri, mantar ve maya hicre kulturlerinde en sik

karsilasilan kontaminasyonlardir.

inkliizyon cisimcikleri, genellikle protein yapida, boyanabilen g¢ekirdek ya da
sitoplazma yigintilaridir. Tipik olarak bakteri ya da Okaryotik bir hicredeki viral
cogalmayi gostermekte ve cogunlukla viral kapsid proteinlerini icermektedir. Bu
cisimcikleri goruntilemek Uzere akridin oranj boyamasi yapilarak floresan

mikroskopta inceleme yapilmaktadir (Martinez-Alonso et al., 2009).

Mikoplazmalar hicre duvari olmayan, yuksek sekil degistirme kabiliyetinde olan ve
yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerden etkilenmeyen prokaryotik canlilardir (Ryan,
2004). Hucre kaltarlerinin mikoplazma kontaminasyonu hucrelerin fizyolojisini ve
metabolizmasini bozan ciddi bir sorundur (Karaarslan ve Ozsan, 1998). Hiicre
kiltarlerini en sik sigir mikoplazmalari (Mycoplasma arginini, Mycoplasma pirum,
Mycoplasma bovis, Acholeplasma laidlavvii, Mycoplasma bovoculi), ikinci siklikta
insan mikoplazmalari (M. orale, M. hominis, M. fermentans, M. salivarum) kontamine
etmekte, bunlar sirasiyla domuz, kusg, kanatl kimes hayvanlari ve kedilerde hastalik
yapan mikoplazmalar izlemektedir (Barile, 1979). Kontaminasyon genellikle hlcre
uremesinin oldugu donemde ve dig kaynakl olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu

kontaminasyon normal, virisle infekte, transforme ya da neoplastik monolayer
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ve/veya suspanse olan her tlrli hicrede olabilmektedir. Primer hicre kulturlerinde,
devamli hicre kulturlerinden daha az oranda goruldugu bilinmektedir (McCarrity and
Kotani, 1985). Bu nedenlerle c¢alismada kullanilacak hucreleri tUretmeden oOnce

mikoplazma kontrolunun yapilmasi onemli ve gereklidir.

2.10.2. Ureme egrisi

Hucre kalturi ortaminda bir calisma planlanmadan once caligilacak hucrelerin
blylme doéngusinin bilinmesi gerekmektedir. Hlcre proliferasyon hizinin élgtlmesi,
hucrelerin genel durumu ve yogunlugu hakkinda bilgi saglamaktadir. Ayrica,
hdcrelerin bir uyaran ya da toksik bir maddeye karsi verecegdi cevabin anlagilmasinda
ve en iyi pasajlama zamanin tahmin edilmesinde de dnemlidir (Freshney, 2005).
Hucre hatlarinin biyolojik karakterlerini karsilastirmak igin hucre Uremesini kullanarak
hesaplanan hicre ikilenme zamani siklikla kullanilan bir yéntemdir (Tarnowski et
al.,1993).

Blyume dongusundn 3 fazi vardir. Birinci faz olan “Lag fazinda” pasajlama sirasinda
kaybedilen hucre yuzey elemanlari, hicredigi matriks ve hucre iskeleti elemanlari
yenilenmektedir. ikinci faz olan “Log fazinda” hiicre sayisinda meydana gelen Ussel
artis sonucu populasyon iki katina ¢ikmaktadir. Bu fazda hucrelerin canlihgi,
uretkenligi en yuksektir (Sekil 2.12). Hucrelerin iginde bulundugu hicre dongusu ise
rastgele dagilim gdstermektedir. Uglincl faz olan “Plato fazinda” hiicreler durgunluk
dénemine girmekte, hicre blyumesi % 10’a kadar diusmekte ve hareketlilik
azalmaktadir (Freshney, 2005).

Populasyon ikilenme zamani, hicre populasyonunun bdlinme hizinin ortalama bir
degeridir. Bu zaman, bliyumeyen, dlen ve canli hicrelerin hepsinden etkilenmektedir
(Sekil 2.12). Populasyon ikilenme zamani hesaplanacak olan hucreler 10 gun
boyunca sayilmaktadir. Sayim sonucu grafik kagidina gizilerek ya da excel programi
kullanilarak hidcrede mitoz igin gegen sure hesaplanmaktadir. Populasyon ikilenme

zamani su formul ile hesaplanmaktadir:

PiZ (Populasyon ikilenme Zamani): 1/[ 3,32x(log t1- log to)/24 ]
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Sekil 2.12. Blyume egrisi ve ikilenme zamani (Freshney, 2005).
2.11. MTT Sitotoksisite Testi

In vitro sitotoksisite testleri ile kimyasallarin ya da ilaglarin neden oldugu metabolik
yollarda ve yapisal butunlikte meydana gelen degisiklikler dl¢liimektedir. Sitotoksisite
testleri, uygulanan ajana, hicre tipine ve test uygulamasina goére farkh sonugclar
verebilmektedir (Fotakis and Timbrell, 2006). Dahl ve arkadaslarina (2006) gore
sitotoksisite, hucre canhligi temel alinarak uygulama yapilmayan gruba goére

derecelendiriimektedir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Sitotoksisite derecelendirmesi.

Toksik olmayan > % 90 hucre canhhgi
Az toksik = % 60-90 hucre canlihgi
Orta derecede toksik = % 30-59 hucre canlihgi
Toksik < %30 hucre canhhgi

Sitotoksisite testlerinden biri olan MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil
tetrazolyum bromit) yontemiyle bir hicre toplulugundaki canli hicrelerin orani,
kolorimetrik yontemle nicel olarak saptanabilmektedir. Bu yontem saglam hucrelerde
mitokondrinin  MTT boyasinin tetrazolium halkasini pargalayabilmesi ilkesine
dayanmaktadir (McGahon et al.,, 1995). Bu reaksiyon bir mitokondrial enzim olan
suksinat dehidrogenazin aktivitesine baglidir. Tetrazolium halkasinin pargalanmasi

sonucu soluk sari renkli MTT boyasi, koyu mavi-mor formazan drinine
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donusmektedir. Sonug olarak canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hucreler
mor renkte boyanmakta, 0lu ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hucreler ise

boyanmamaktadir.

2.12. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Salim Analizi

Laktat dehidrogenaz, doku ya da hucre davranigini ¢alismak Uzere tip, eczacilik ve
biyoloji gibi birgok disiplinde kullanilan, hicrede dengede olan sitoplazmik bir
enzimdir. Farkh hicre hatlarinda LDH’in kdltur ortaminda bulunmasi, huicrelerin
fizyolojik durumunu tahmin etmek igin kullanilan parametrelerden biridir. Ornegin bir
ilacin karaciger Uzerindeki etkisini ¢alisirken, LDH’In hepatosit kiltar ortamina salimi
bilesigin toksisitesini yansitmaktadir. Ortama LDH salimi ve 6lU hlcre sayisi arasinda
nicel bir baglanti oldugu bilinmekte ve LDH salimindaki artis, sitotoksisite gostergesi
olarak analizlerde kullanilmaktadir (Legrand et al., 1992). Hicre kultlr ortami icinden
hidcreler uzaklastiriip suUpernatant analiz edilerek LDH seviyesini 6lgmek
mumkunddr. Bu metodun prensibi, NADH varliginda, LDH’in katalizledigi reaksiyonla
piruvatin indirgenmesi esasina dayanmaktadir. NADPH konsantrasyonundaki disme

hizi, spektrofotometrik olarak dlgllen, érnekteki LDH konsantrasyonu ile orantihidir.

2.13. Metabolik Aktivasyon Testleri

Hucre metabolizmasindaki degisiklikler oOzellikle kanser hucrelerinde 6nem
kazanmaktadir. Glukozun piruvata donlisumuiyle baslayan glikoliz, enerji
metabolizmasinin en énemli basamagini olusturmaktadir. Cogu memeli hicresinde
oksijen varliginda glikoliz inhibe olurken, kanser hucrelerinde oksijen varliginda
glikolizin arttigi gozlenmistir. Cogu birincil ve metastazik kanserlerde glukoz
tiketiminde ciddi artis oldugu tespit edilmistir. Artan glikoliz, malignant fenotipin
esasini olusturmakta ve invaziv kanser igin de ayirt edici bir 6zellik olmaktadir
(Gatenby and Gillies, 2004). Glukoz tuketimi, spekrofotometrik yontemlerle ya da

otomatik analiz yapan cihazlar ile olgulebilmektedir.

Kanser hucrelerinde yuksek glukoz tuketimi ve bunun sonucunda artan laktik asit
uretiminin bu hdcrelerin karakteristik 06zelligi oldugu bilinmektedir. Metastazik
kolorektal kanserde artan glikolizin bir sonucu olarak laktat seviyesinde artis oldugu

tespit edilmigstir (Hoiroyde et al., 1979).
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Ayrica galisilan sistemde, tuketilen glukoz ile Uretilen laktat arasindaki dengeyi analiz
etmek Uzere, metabolizma hakkinda bilgi veren bir diger parametre olan “verim
faktori” hesaplanmakta ve degerlendirmelerde kullaniimaktadir. Verim faktori 0-2
arasinda degismektedir. Degerin dusuk olmasi laktat Uretiminin daha az oldugunu

gOstermektedir.

2.14. Akig Sitometri (Flow Sitometri)

Akis sitometri analizleri, klinik ve arastirma laboratuvarlarinda, immunoloji, onkoloji,
molekuler biyoloji, mikrobiyoloji, patoloji, bitki biyolojisi gibi birgok alanda
kullaniimaktadir. Bu analizle hucreler, karigik bir slUspansiyondan geleneksel
yontemlere gore daha hizli, hassas, dogru ve nicel sonuglar elde edilerek ayristirilip

incelenmektedir (Rahman, 2006).

Akis sitometri cihazi, sivi akis sistemi, 1siIk kaynadi (lazer isini), filtreler, sinyal
detektodrler, bilgisayar, yazilim programlari ve ayirma mekanizmasi bilesenlerinden
olusmaktadir. Bu sistemde hucreler, sivinin igerisinde bir 1s1k demetinin éninden tek
tek gecmektedir. Bu sirada elde edilen veriler istatistiksel analizle grafik haline

getiriimekte ve yorumlanmaktadir (Sekil 2.13) (Rahman, 2006).

Yardim<s T-hicrs

(3) Hucra haastisms

protainl

(b) Awg sitometrisl

Sekil 2.13. Akis sitometrinin
calisma prensibi.

(c) Hucrs sapms
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Akig sitometri analizi igin hucre suspansiyonu hazirlamak amaciyla kan, kemik iligi,
beyin-omurilik sivisi, doku biyopsi 6rnegi, parafin bloktaki dokular ve hicre kualturG
ornekleri kullanilabilmektedir. lleri sagilim kanal dedektori (FSC) ile hiicrenin boyutu
hakkinda, yana sacilim kanal detektdorl (SSC) ile grandler igerikler ve igyapi
hakkinda bilgi edinilmektedir. Ayrica, floresan detektor ile 6zgll olarak istenen hedef
molekuller florokromla isaretlenerek hlcre yuzey reseptorleri, sitokinler, DNA gibi
hacreici molekuller hakkinda bilgi edinmek mumkundur. Cok renkli florokromlar ile
farkli hicre gruplarinin tespiti ve 6lgimu, hicreigi organellerin tespiti, nikleik asit
miktarinin  saptanmasi, enzim aktivitesinin Olgumu, apoptozis incelemeleri
yapilabilmektedir (Taneli, 2007).

2.14.1. DNA analizi ve hiicre dongiisu

Normal somatik bir hiicrede diploid (2n) olan kromozom sayisi, nadiren tetraploid (4n)
ya da oktaploid (8n) olabilirken, kanser hucrelerinde bu sayi genellikle 2n ve Uzeri
(hiperdiploid) olmaktadir. Bu anormal kromozom sayisina andploidi denmektedir ve
bu durumda DNA miktarinda degisiklik gorilmektedir (Bignold, 2006). Bir hlicrenin
DNA miktarini olgerek htcrenin ploidi bilgisi, 6érnegin bir timoérde populasyondaki

hdcrelerin hicre dongusundeki dagilim bilgisi elde edilebilmektedir (Sekil 2.14).

Hucreler mitoza girmeden 6nce bir hazirlik safhasi gecirmekte ve bu safhada
hicreler hacimce buyumektedir. Bu hazirlik safhasinda bdlinme icin gerekli olan
cesitli duzenleyici proteinler ve makromolekuller sentezlenmektedir. Bu hazirhk
safhasina interfaz denmektedir. interfaz kendi iginde G1, S, ve G2 olmak Uzere cesitli
alt bolumlerden olugsmaktadir (Sekil 2.14). Mitoz ve interfaz birlikte hicre déngusu
olarak bilinen bir slreci olusturmaktadir. G1 ve G2 kisaltmalari “gap” (ara, bosluk)
s6zcugunden gelmektedir. S ise DNA sentezi (replikasyon) fazini géstermektedir. M
ise mitoz anlamina gelmektedir. GO fazi ise normalde hicre dongusu iginde yer
almayan ve dongusunu tamamladiktan sonra donguden ¢ikan hucrelerin bulundugu
fazdir. Hicreler bolinme uyarisi aldiklari zaman bu fazdan ayrihp G1 fazina girerler.
Bélinmeye devam etmeyip G1 fazindan ayrilan hacreler ise farklilagsmak Gzere
ayrilirlar (Ulukaya, 2001).

DNA miktarini 6lgmek igin, hucreler DNA’ya baglanan floresan boyalar ile
boyanmaktadir. Bunlardan en sik kullanilani propidyum iyoduar (Pl)'dir. PI, hem DNA
hem de RNA’'ya baglanabildiginden hucreler once RNAaz ile inkibe edilerek RNA
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uzaklastirlmaktadir. Pl hlcre zarindan igeri giremediginden hucreler dnce tespit

edilmeli ya da gegirgen hale getirilmelidir.

gl G1fazi

Sekil 2.14. A. Hicre dongusi ve DNA histogrami arasindaki iliski B. Hucre
doéngusune ait histogram 6rnegi (Ormerod, 2011).

2.15. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, in vitro kosullarda DNA dizilerinin gogaltiimasi esasina
dayanan basit, 6zgul ve hassas bir tekniktir. PZR teknigi, temelde U¢ asamadan
olusmaktadir. Birinci agsama DNA zincirinin agilmasidir (Denaturation). Kalip DNA,
92-95 °C’de 1-2 dakika tutularak gift sarmal yapidaki DNA iplikgikleri birbirlerinden
ayrilmaktadir. ikinci asama, cogaltiimak istenen gen bélgesini iceren kisa DNA dizileri
olan primerlerin acgilan DNA zincirlerine yapismasidir (Annealing). Reaksiyon
sicakhgi, 37-65 °C’ye dusurulerek oligonukleotid primerlerinin agilan DNA zincirlerinin
kendi baz dizilerine karsilik gelen bolgeye yapismasi saglanmaktadir. Ugiincii asama
primer uzamasidir (Primer Extesion). DNA zincirleri Uzerine yapisan primerler DNA
polimeraz enzimi (Taq DNA polymerase) araciiiyla uzatiimaktadir. Taq DNA
polimeraz 72 °C sicaklkta daha iyi ¢alistigi igin genel olarak tum g¢ogaltma islemleri
bu sicaklikta yapilmaktadir. PZR sonucunda elde edilen Urdn, c¢ogaltiimasi
hedeflenen DNA parcasi ile iki primerin toplam uzunlugu kadar olmaktadir. Ug
basamaktan (denaturation, annealing, primer extension) olusan islem, bir PZR
dongusunu temsil etmektedir. Bu islem, genel olarak 25 ile 40 defa tekrar edilerek
baslangictaki DNA dizisinden milyonlarca yeni DNA parcgacigl ¢ogaltiimis olmaktadir.
PZR sonucunda elde edilen DNA parcaciklari agaroz veya poliakrilamit jellerde
yurGtaldikten sonra, etidyum bromir (EtBr) veya gumus nitrat ile boyanarak

goruntilenmektedir (Yilmaz ve Devran, 2003).

41



Amaca gore PZR metotlari cesitlilik gostermektedir. Bunlardan biri olan Ters
Transkriptaz PZR (Reverse Transcriptase PCR, RT-PZR) metodunda, ¢ogaltilmasi
hedeflenen RNA (mRNA, tRNA, viral RNA veya viroid RNA's1) dnce ters transkriptaz
enzimi ile cDNA’ya cgevrilir ve daha sonra standart PZR kullanilarak ¢ogaltma islemi

yapilmaktadir (Yilmaz ve Devran, 2003).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Hiicre Kiiltiri

Calismada iki farkl insan kolon adenokarsinom hticre hatti kullaniimigtir. 44 yasinda
Kafkas bir kadindan elde edilen HT-29 hicre hatti (Derece-1 kolon adenokarsinom)
ve 72 yasinda Kafkas bir erkekten elde edilmis olan Caco-2 hicre hatti (Derece-2
kolon adenokarsinom) Sap Enstitislu blnyesindeki Hicre Bankasi Hucre Kultlrl
Kolleksiyonu’ndan (Ankara, Turkiye) temin edilmistir. Her iki hlcre hatti % 10 fotal
sigir serumu (FSS) (Hyclone Logan, UT, USA), 2mM glutamin ve % 1 iz elementleri
iceren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) besiyerinde (Biochrom AG,

Berlin, Almanya), % 5 CO; igeren etivde 37 C? de inklibe edilerek Uretilmistir.

3.2. Hucrelerin Karakterizasyonunun Yapilmasi
3.2.1. Hucrelerin Sterilite Testlerinin Yapilmasi

3.2.1.1. Akridin oranj ile inkliizyon cisimciklerinin boyanmasi

1. Tek tabakal olarak uretilen hiicreler PBS ile yikanip, Carnoy’s  fiksatifi (3:1
metanol/glasiyal asetik asit) ile 20 dakika inkibasyona birakilmigtir.

2. Hucreler, Mcllvaine’s tamponu (pH=3,8) ile 2 dakika inkibasyona birakilarak 3
kez yikanmigtir.

3. Mcllvaine’s tamponu icerisinde % 0,5 akridin oranj ile boyanmak tzere 30
dakika inkibe edilmis ve floresan mikroskop ile incelenmistir. Sonuclar,
RNA’nin  kirmizi, DNA’nin ise sari-yesil renkte boyanmasina gore

degerlendirilmigtir.

3.2.1.2. Mikoplazma testi

1. Direkt yontem: En az 3 pasajl antibiyotiksiz ortamda uretilmig olan HT-29 ve
Caco-2 hucreleri, ikiser adet 24 gozlu hicre kulturt plaklarinda baslangi¢
hiicre sayisi 2x10° olacak sekilde Uretilmistir. 1ml/gdz olacak sekilde hiicre
suspansiyonu hazirlanarak 37°C CO'li etivde inklibasyona birakilmigtir.
indirekt yontem: Mikoplazmaya hassasiyet gosteren Vero hiicreleri baslangig
sayisi 5x10° olacak sekilde hazirlanip 24 gozlii plaklarda Uretilmis, 2 saat
hacrelerin plaklara tutunmasi beklenmis ve uUzerine HT-29 ve Caco-2
hdcrelerinin kultir ortamindan alinan érnekler konmustur (kontrol gozlere test

ornegi konmamistir).

43



2. Bu sekilde 4 gun 37°C’de inkube edilmistir.

3. Her hicre igin ikiser goz veya petri alinarak igindeki besiyeri bosaltiimistir. 2 ml

3.2.2.

Carnoy’s fiksatif damla damla ilave edilerek hucreler 3 dakika oda sicakhginda

tespit edilmig, sonrasinda dokullerek kurumaya birakilmistir.

. Son konsantrasyonu 0,1 ug/ml olacak sekilde DAPI (4'6-diamidino-2-fenil-

indole) boyasi 2 ml/g6z olacak sekilde konmustur.

. 10-15 dakika 1s1k almayacak sekilde oda sicakligindaki inkibasyondan sonra,

37°C’de 30 dakika bekletiimis ve floresan mikroskopta incelenmigtir.
Mikoplazmalarin varligi ¢ekirdek disinda ve hucrelerarasinda floresan 1sima
veren baglantilarin gorilmesi ile saptanmaktadir. Burada negatif kontrolin

cekirdek disi floresan 1sima gdstermemesi gerekmektedir.

Ureme egrisi ve ikilenme zamaninin hesaplanmasi

HT-29 ve Caco-2 hucrelerine ait reme egrileri gikartilip populasyon ikilenme zamani

hesaplanarak mitoz i¢in gerekli olan sure saptanmistir. Bu sayede hucrelerin dreme

ozelligi belirlenmis ve bu sureler calisma boyunca kullaniimistir.  Ureme egrilerinin

cikartilmasi icin agsagidaki iglemler yapilmistir:

1.

3.

HT-29 ve Caco-2 hiicrelerinin baslangi¢ sayisi 5x10* hiicre/ml olacak sekilde
40 ml hucre suspansiyonu hazirlanmistir.

10 glin boyunca 2 tekrar yapmak amaciyla 20 adet 9 cm?lik hiicre kiltiirii
petrilerine 2 ml/petri olacak sekilde her bir hiicre stispansiyonu konmustur.
Petriler 37° C ve % 5 COy’li etuvde inkiibasyona birakilmigtir.

2 saat sonra her numune igin 2 petri alinarak igindeki besiyeri bosaltiimis,
petrilere 1 ml tripsin/EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) (Hyclone Logan, UT,
USA) konarak hiicreler yiizeyden ayriimis ve hiicre sayimi yapilmistir. iki
petrinin hicre sayisi ortalamasi alinarak bu sayi tO olarak kaydedilmigtir.

Her gun ayni saatte 2 petri alinarak bu islemler 10 gin boyunca
tekrarlanmistir. Sonuglar t1-t10 olarak kaydedilmistir. Excel programi
kullanilarak dreme egrisi ¢izilmis ve populasyon ikilenme zamani

hesaplanmistir.
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3.3. Hiperisin (4,5,7,4’,5’,7’-hekzahidroksi-2,2’-dimetilnaphtodiantron)

Hiperisin (HPLC grade, AppliChem, Darmstadt, Alimanya) dimetil sulfoksit (DMSO)
icinde 4 mM’lik stok c¢ozelti olarak hazirlanmis ve -80 °C’de karanlikta saklanmistir.
Calismada kullanilacak olan hiperisin konsantrasyonlarini tespit etmek igin 6n
calismalar yapilmigtir. Bu sonuglara gére hem HT-29 hem de Caco-2 hucreleri igin
0,04 uM, 0,08 uM ve 0,15 pM hiperisin konsantrasyonlari segilmigtir. Bu
konsantrasyonlar DMEM besiyeri icinde sulandirilarak stok ¢ozeltiden taze olarak
hazirlanmigtir. DMSO, besiyerindeki son konsantrasyonu % 0,1’i gegmeyecek sekilde

kullaniimigtir.

3.4. Isima Cihazi

Isima cihazi, 590-600 nm’de maksimum yayilim (emmission) gosteren 12 adet L18
W/30 floresan lambadan (Osram, Berlin, Almanya) olusturulmustur. Lambalarin
verdigi yayilim araligi, hiperisinin aktive olmasi i¢in gereken absorbans arahgini (530-
620 nm) icermektedir. Lambalarin Gzerine buzlu beyaz renkte 1511 kesmeyen ancak
hicrelerin 1s1da dogrudan temasini engelleyen poliakrilik (pleksiglas) bir levha
yerlestirilmigtir (Sekil 3.1). Isima suresince sicaklik artisini engellemek igin 1s1ma

cihazinin yanlarina toplam 8 adet fan yerlestirilmistir.

Fotometride belirli bir alana disen 1sik siddetinin uluslararasi birimi liiks, limen/cm?
yuzey alani ya da metrik olmayan sistemde foot candle (fc) olarak verilmektedir.
Calismamizda, 1sima siddeti 30 kiloliks (kliks) olarak belirlenmis ve TES 1335
marka luksmetre (isik Olger) (Rotronic, Taipei, Tayvan) ile 1sima suresince
Olclilmustir (Sekil 3.1). 15,1 dakika boyunca i1sima yapildiginda uygulanan isik

siddeti 4 Joule/cm? (J/cm?) olarak hesaplanmistir.
1 fc = 10,7 lUks
30 kliiks= 0.0044 watt/cm?

0.0044 watt/cm?x 15,1 dakika = 4 J/cm?

45



B

Sekil 3.1. A.Isima cihazinin Gzerinde pleksiglas kapagi ve yanlarda fanlarin, B.Ustten
floresan lambalarin, C.Luksmetrenin géruntusa.

3.5. Uygulama Basamaklari ve Hiperisin Aktivasyonu

HT-29 ve Caco-2 hiicreleri % 10 fotal sigir serumu iceren DMEM icerisinde 75 cm?lik
flasklarda Uretilmistir. Pasajlama olarak adlandirilan iglemle ylzeyi tamamen
kaplayan hucreler, tripsin/EDTA ile yikanarak tutunduklari yizeyden ayrilmig ve farkli

analizlerin yapilacagi kultur kaplarinda uretilmigtir.

Belirlenen Ug¢ hiperisin konsantrasyonu stok hiperisin ¢ozeltisinden DMEM besiyeri
icinde sulandirilarak karanlikta taze olarak hazirlanmistir. Hacreler dretime
konduktan 24 saat sonra eski besiyeri dokulmus, yerine hiperisinin farkli
konsantrasyonlarini igeren DMEM besiyeri karanlik ortamda eklenmigtir. Olusturulan
deney gruplari Cizelge 3.1’de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Deney gruplari

Grup Hilcre Hiperisin g1k
konsantrasyonu (4 J/cm?)
Grup 1 (Kontrol) HT-29 - +
Grup 2 (DMSO Kontrol) HT-29 - (DMSO +) +
Grup 3 HT-29 0,04 uM hiperisin +
Grup 4 HT-29 0,08 uM hiperisin +
Grup 5 HT-29 0,15 uM hiperisin +
Grup 6 (Isima Kontrol) HT-29 0,15 uM hiperisin -
Grup 7 (Kontrol) Caco-2 - +
Grup 8 (DMSO Kontrol) Caco-2 - (DMSO +) +
Grup 9 Caco-2 0,04 uM hiperisin +
Grup 10 Caco-2 0,08 uM hiperisin +
Grup 11 Caco-2 0,15 uM hiperisin +
Grup 12 (Isima Kontrol) Caco-2 0,15 uM hiperisin -

Hiperisinli besiyeri eklendikten sonra plaklar aliminyum folyo ile sarilarak % 5 CO;’ li
etlve kaldinlmigtir. 24 saat sonra etuvden cikariimis ve hiperisin iceren besiyeri
dokulerek fenol kirmizisi icermeyen, % 8 FSS iceren DMEM ile degistiriimistir. Isima
cihazi, isimadan 45 dakika once aciimig, 1Isima 30 klux olarak ol¢liimus ve isik
siddetinin sabitlendigi goruldukten sonra hucreler 15,1 dakika boyunca cihazin
Uzerine konmustur. Isima suresince lehva Uzerindeki termometre ile sicaklik olguimus
ve 28 °C’ yi gecmemistir. Bu sure sonunda hucreler tekrar % 5 CO;’ |i etlve
kaldirilmigtir. Isimadan 16 saat ve 24 saat sonra etlvden cikarilan plaklardaki

hlcreler analizler igin kullaniimistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Deney plani.
3.6. Hiperisinin Hiicre icine Aliminin Analizi

HT-29 ve Caco-2 hiicreleri 25 cm? flasklarda baslangi¢ sayisi 50x10* olacak sekilde
uretilmigtir. Hiperisin uygulamasi ve isimayi takiben 24 saat sonra akis sitometride
hiperisini alan hucrelerin floresan 1sima siddeti olgulmustar. Hiperisin uygulama
gruplarina ait ortalama floresan yogunlugu, kontrol gruba oranlanarak relatif (bagil)
floresan yodunluk hesaplanmis ve degerlendirmelerde kullaniimistir (Jendzelovsky et
al., 2009).

1. Hiperisin ile inkibasyonu takiben hicrelerin Uzerine 5 mM EDTA/PBS
eklenerek 5 dakika oda sicakliinda inkibe edilmistir. Hicre kaziyicisi ile
hucreler yuzeyinden kaldiriimigtir.

2. Daha sonra hucreler tuplere konmus ve 1800 rpm’de 5 dakika santriflj edilmis,
santrifij sonrasi stipernatant atilmis ve hicreler hafifce vortekslendikten sonra
akis sitometri (EPICS XL-MCL Beckman Coulter, USA) cihazinda 10.000
hicre sayilarak floresan yogunlugu ile hicre sayisini gosteren tek parametreli

histogramda analiz edilmistir.

3.7. Hucre sayimi, Yuzen ve Tutunan Hiicre Ylizdesi, Canlilik Analizi

HT-29 ve Caco-2 hucreleri sayimlar ve canlilik analizi i¢in, 6 gozlu doku plaklarina
60x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde konmus, deney plani dogrultusunda uygulama
yapilmistir. Hiperisinin aktivasyonundan 16 saat ve 24 saat sonra besiyerinde ylzen
hacreler sayilirken, tutunan hicreleri saymak Uzere hucreler tripsin/EDTA ile

yuzeyden ayrilmigtir. Huacreler, % 0,5’lik tripan mavisi (Hyclone, Logan, UT) ile
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boyanmis, sayim icin hemositometre (Burker lami) kullaniimistir. Blrker lamindaki
tum karelerde boyayr almayan (canli) ve boyayr alan (6lu) hucreler 1sik
mikroskobunda sayilmigtir. Hucre canlihgr (yizen + tutunan), sayilan toplam 100
hucreden boyay! almayan hucreler kullanilarak yuzde olarak, yuzen ve tutunan hucre

yuzdeleri toplam hucre sayisina oranlanarak hesaplanmigtir.

3.8. Sitotoksisite Analizi

1. HT-29 ve Caco-2 hiicreleriyle baslangic sayisi 3x10* hiicre/ml olacak sekilde
hucre stuspansiyonu hazirlanmistir.

2. Hucre suspansiyonlari 3 tane 96 gozlu plaga 100ul /gdz olacak sekilde
dagitimis ve % 5 CO; li etivde 24 saat inkUbasyona birakilmistir. Sekil
3.2'de gosterildigi sekilde deney plani uygulanmistir.

3. 16 saat ve 24 saat inklibasyon sonrasinda MTT (Sigma, St. Louis, MO, USA)
¢Ozeltisinden 13 pl/géz olacak sekilde goézlere konmus ve plaklar isik
almayacak sekilde aliminyum folyo ile sarilarak % 5 CO.li etivde 4 saat
inkUube edilmigtir.

4. Mikroskopta formazan kristallerinin olusup olusmadigi kontrol edilmistir.
Formazan kristallerini gézmek igin butin gozlere izopropil alkolden 100 pl/géz
olacak sekilde konmustur.

5. Plaklarin absorbansi 570 nm dalga boyunda mikroplak okuyucuda (BIOTEK,
MQuant) okutulmustur. Deney 3 farkli zamanda tekrarlanmig ve ortalamalari
alinarak deg@erlendirilmistir. MTT sonucu elde edilen OD (optik density)

degerleri kullanilarak % canlihk asagidaki formule gére hesaplanmistir.

Uygulama grubuna ait OD degeri x 100

% canhlik =
Kontrol grubuna ait OD degeri

3.9. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Aktivitesinin Olgiimii

Bu metodun prensibi, NADH varliginda, LDH'In katalizledigi reaksiyonla piruvatin
indirgenmesi esasina dayanmaktadir. NADPH konsantrasyonundaki disme hizi,
spektrofotometrik olarak 340 nm’de dlgulen, drnekteki LDH katalitik konsantrasyonu

ile orantihdir. LDH aktivitesinin olgimu igin, hiperisin uygulamasi oncesinde ve
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aktivasyonundan 16/24 saat sonra hucrelerin kullandidi besiyeri érnekleri alinmigtir.
Ornekler 5 dakika 2000 rpm’de santrifij edilmig, siipernatant LDH &lgtimlerinde
kullaniimak uzere -80 °C’de saklanmistir. LDH salimi analiz i¢in Spinreact LDH
Pyruvate, Kinetic UV. DGKC (Sant Esteve De Bas, ispanya) kiti kullanilmis ve
Olcimler Shimadzu UV-1700 marka spekrofotometrede yapilmistir. Sonugclar,
hiperisin uygulamasi 6ncesinde ve hiperisin aktivasyonu sonrasinda ol¢ilen LDH

enzim aktivitesi (U/L) ve LDH miktarindaki artis (%) olarak verilmigtir.

Piruvat + NADH + H® ==eemp | -laktat + NAD"
LDH

3.10. Metabolik Aktivasyon Testleri

Hiperisin uygulamasina bagli olarak hucrelerin glukoz tuketimindeve laktat Uretiminde
meydana gelen degisiklikler dlgtiimistir. Olgimin yapildigi cihaz, glukoz oksidaz ve
laktat oksidaz enzimlerini iceren bir membrana sahiptir ve oksidasyon reaksiyonu

sonucu olusan H,0, cihazin elektrokimyasal probu igin sinyal yaratmaktadir.

Glukoz+ O, =y H,O, + D-Glukono-6-Lakton

Glukoz oksidaz

L-Laktat + O, ==y H,O,+ Piruvat

Laktat oksidaz

1. Hiperisin uygulamasi oncesinde ve isima ile aktivasyondan 16 veya 24 saat
sonra HT-29 ve Caco-2 kolon adenokarsinom hucrelerinin kullandigi besiyeri
ornekleri alinmistir.

2. Besiyerindeki hicreleri uzaklastirmak amaciyla érnekler 5 dakika 2000 rpm’de
santrifij edilmis, sUpernatant glukoz ve laktat konsantrasyonlarinin (g/L)
Olcimlerinde kullaniimak tzere -80°C’de saklanmistir.

3. Tum ornekler YSI 2700 Select Biochemistry Analyzer (Yellow Springs
Instruments, Yellow Springs, Ohio, USA) cihazinda otomatik olarak
Ol¢cuimustar.

4. Hiperisin aktivasyonu oncesi ve sonrasinda  Olgllen glukoz
konsantrasyonlarinin farki alinip gegen inkiibasyon suresine boéllnerek “glukoz

tuketimi” hesaplanmigtir.
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Glukoz tiiketimi = A Glukoz tiketimi (g/L)
A Zaman (saat)

5. Hiperisin aktivasyonu oncesi ve sonrasinda Olculen laktat
konsantrasyonlarinin farki alinip gegen inkiibasyon siresine bolunerek “laktat

uretimi” hesaplanmistir.

A Laktat tretimi (g/L)
A Zaman (saat)

Laktat Uretimi =

6. Ayrica galisilan sistemin verim faktdrti hesaplanmigtir.

A Laktat Uretimi (g/L)
A Glukoz tiketimi (g/L)

Verim faktoru (Y) =

3.11. Apoptotik indeksin DAPI Boyamasi ile Belirlenmesi

Kromatin yogunlasmasi ve fragmentasyonu ile karakterize olan apoptotik hicrelerin
cekirdekleri DAPI ile boyanarak floresan mikroskopta incelenmistir. DAPI, hicre
zarindan gegebilen, DNA'da 6zellikle adenin ve timince zengin bdlgelere baglanan

floresan bir boyadir.

1. HT-29 ve Caco-2 hiicreleri 6 gozlii plaklara baslangic sayisi 50x10%gdz
olacak sekilde hazirlanmistir. Hiperisin aktivasyonundan 16 saat ve 24 saat
sonra besiyeri dokulmus, Carnoy’s fiksatifi yavasca damlatilarak hucreler
tespit edilmigtir.

2. 1ug/ml DAPI ile 15 dakika karanlikta boyanmistir.

3. DAPI dokulmus, plaklar etuvde 30 dakika kurutulmustur.

4. Hucreler floresan atasmanli inverted mikroskopta (Olympus 1X71, Japonya),
DPController goruntileme sisteminde incelenmistir. Sonuglar minimum 300
hicre sayilarak apoptotik hlicre sayisinin toplam hicre sayisina orani (%)

apoptotik indeks olarak verilmigtir.
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3.12. Hiicre Oliim Tipinin Akridin Oranj/Propidyum iyodiir (AO/Pl) Boyamasi ile
Belirlenmesi

HT-29 ve Caco-2 hiicreleri dért goézlii plaklarda 50x10%g6z baslangic sayisi ile
uretilmigtir. Hiperisin ve 151k uygulamasindan 16 saat ve 24 saat sonra hucreler tespit
edilmeden dogrudan 1:1 oraninda karigtirilan AO/P1 (AO 25 pg/ml: PI 25 pg/ml) ile
boyanarak inverted mikroskopta (Olympus IX71, Japonya) incelenmigtir. Toplam 200
hucre sayilarak canli, apoptotik, sekonder nekrotik ve nekrotik hucre sayisi yuzde
olarak verilmigtir. Degerlendirmeler, ¢ekirdek morfolojisi ve zar butunlugune gore
yapilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Akridin oranj ve propidyum iyodur boyamasina gore canli ve 6lU hucrelerin
boyanmasi (1. Canli hiicre, 2. Erken apoptoz, 3. Ge¢ apoptoz (Sekonder nekroz), 4.
Nekroz).

Canli hucreler kompakt cekirdege sahiptir ve zar butunlugu bozulmadigindan PI
hiucre icine girmez ve sadece yesil renklidir; apoptotik hucreler kondanse veya
fragmente olmus cekirdede sahip ve yesil renklidir; nekrotik htcreler canli hicreler
gibi kompakt bir gekirdege sahiptir ve zar butinligu bozuldugundan PI hicre igine
alinmig, kirmizi renklidir; sekonder nekrotik hicreler ise apoptotik 6zellikleri tagiyan

ama zar hasari nedeniyle kirmizi boyanan hicrelerdir (Mike$ et al., 2007).

3.13. Hiicre Morfolojisinin Giemsa Boyamasiyla Belirlenmesi

Hucreleri morfolojik agidan incelemek tzere hiperisin uygulamasindan 16 saat ve 24
saat sonra Giemsa ile boyanarak isik mikroskobunda incelenmistir. Giemsa notr,

iyonik olmayan ve suda ¢dzunen renkli bir boyadir.
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1. 6 gozli plaklara baslangic sayisi 1x10* /gdz olacak sekilde hazirlanan HT-29
ve Caco-2 hucreleri PBS ile yikanmigtir.

2. Hucreler 6nce PBS: metanol (1:1,5) karisimi, sonra saf metanol ile (iki defa
degistirilerek) tespit edilmistir.

3. Hucreler, Giemsa soltsyonu (PAA, Pasching, Austria) ile 1 dakika boyanmis
ve akan suda yikanmig, kurumadan 1sik mikroskobunda (Olympus

BX51,Japonya) incelenmigtir.

3.14. Akig Sitometride Hicre Dongusunun Belirlenmesi

HT-29 ve Caco-2 hiicreleri 25 cm? flasklarda baslangi¢ sayisi 5x10* olacak sekilde
kultar ortaminda ¢ogaltiimistir. Hiperisin uygulamasi ve 1isimadan 16 saat ve 24 saat

sonra akig sitometride hucre dongusu analizi yapilmistir.

1. Hiperisin ile inkibasyonu takiben hucrelerin Uzerine 5 mM EDTA/PBS
eklenerek 5 dakika oda sicakhdinda inkibe edilmistir. Hicre kaziyicisi ile
hlcreler flaskin yluzeyinden kaldiriimigtir.

2. Daha sonra hucreler tliplere konulmus ve 1800 rpm’de 5 dakika santrif(j
edilmis, santriflj sonrasi sUpernatant atilmis ve hucrelerin Uzerine 1 ml PBS
eklenip vortekslenerek hucreler % 99’luk etil alkolde tespit edilmigtir.

3. Bir gece +4°C’de inkiibe edildikten sonra tespit edilen hiicrelerin izerine 3 ml
PBS eklenmis ve santrifij edilmistir. Santriflij sonrasi supernatant atiimis ve
hdcrelerin Gzerine 70 pl RNaz ve 50 pl Propidyum iyodur (PI) ilave edilerek 20
dakika karanlikta inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi hiicre déngiisii analizi
akis sitometri cihazinda (EPICS XL-MCL (Beckman Coulter, USA) 10000
cekirdek sayillarak iki degiskenli histogramdan hicre dongusu
degerlendirilmigtir.

4. GO/G1, S, G2/M fazlari Multicycle (Phoenix, USA) yazilim programi

kullanilarak yuzde olarak belirlenmistir.

3.15. Disaderin ve F-aktinin immiinfloresan Boyamasi

HT-29 ve Caco-2 hiicreleri baslangic sayisi 5x10* olacak sekilde 8 kuyucuklu
plaklarda (Lab-Tek™ |l Chamber Slide, NUNC A/S, Roskilde, Danimarka) Uretilmistir.
Hiperisin uygulamasi ve isimadan 16 saat ve 24 saat sonra immunboyama

yapimigtir.
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Besiyeri dokulerek hucreler PBS ile yikandiktan sonra % 4’luk paraformaldehit
ile 10 dakika tespit edilmigtir.

Absol alkolde -20 °C’de 20 dakika tutulduktan sonra U¢ kere 5’er dakika PBS
ile yikanmigtir.

% 0,1’lik TritonX 100 ile 1 dakika bekletiimis ve U¢ kere 5’er dakika PBS ile
yikanmistir.

Sekonder antikorun geligtirildigi canli olan kegi serumu (sc-2043, Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) % 2’lik PBS ile hazirlanmistir. Hucreler, 30 dakika bu

serumda bekletilerek spesifik olmayan baglantilar engellenmisgtir.

5. Ug kere 5’er dakika PBS ile yikama yapilmistir.

6. Primer antikor tavsanda gelistirilen poliklonal disaderin (sc-98246, Santa Cruz

Biotechnology, CA, USA) % 1,5lik ke¢i serumu ile 1:50 sulandiriimis ve

hlcrelerle 1 gece nemli ortamda + 4 °C’de inkiibasyona birakiimistir.

7. Ug kere 5’er dakika PBS ile yikama yapilmistir.

9.

Kecide tavsana karsi geligtirilen ve Texas red (kirmizi) isaretli sekonder antikor
(sc-2780, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) % 1,5’lik kegi serumu ile 1:100
sulandiriimis ve karanlkta 45 dakika inkibasyona birakilmistir.

Ug kere 5’er dakika PBS ile yikama yapilmistir.

10. Fibroz aktini boyamak uUzere Alexa Fluor 488 (yesil) isaretli phalloidin

(Invitrogen A 12379, CA, USA) ile dogrudan boyama yapilmistir. 5 ul stok
¢Ozelti her bir 6rnek icin % 0,1 BSA/PBS ile 200 pl'ye sulandinimis ve
karanlikta 1 saat oda sicakliginda inklibasyona birakiimistir. Phalloidin,
Amanita phalloides mantarindan elde edilen ve zehirli bisiklik heptapeptid olan
phallotoksinlerden  biridir.  Phalloidin,  F-aktinlere  sikica  baglanip

depolimerizasyonunu engelleyerek F-aktini sabitlemektedir.

11. Ug kere 5’er dakika PBS ile yikama yapilmistir.
12. DAPI'li kapatma ortami (sc-24941, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA)

kullanilarak lamin Gzeri lamel ile kapatimis ve -20°C’de karanlikta
saklanmistir. Preparatlar, Olympus [X71 floresan atasmanl inverted

mikroskopta DPController sisteminde uygun filtreler kullanilarak incelenmistir.
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3.16. Disaderin ifadesinin RT-PZR ile Olgiilmesi
3.16.1. Total RNA izolasyonunun yapilmasi

Baslangi¢ sayisi 6x10* olacak sekilde 25 cm?lik flasklarda Uretilen HT-29 ve Caco-2
hdcrelerinden hiperisin aktivasyonundan 16 saat ve 24 saat sonra RNA izolasyon Kiti

kullanilarak (Qiagen 74104, Valencia, CA, USA) total RNA izolasyonu yapiimigtir.

1. Yuzen hucreleri de analize dahil etmek amaciyla, besiyeri 1800 rmp’de 20
°C’de 5 dakika santrifuj edilmis, pelet kullaniimistir. B-merkaptoetanol igeren
denature edici solusyon eklenerek hucre lizisi saglanmistir.

2. Uzerine ayni hacimde yikama solusyonu eklenmis, 15 saniye 10000 rpm’de
santriflj edilmigtir.

3. Kitten c¢ikan kolona aktariimigs ve Uzerine 0,5 ml ekstraksiyon ¢ozeltisi
eklenmistir. 15 saniye 10000 rpm’de santrifuj edilmis, kolondan sizullp alta
gecen kisim atilmistir.

4. Ekstraksiyon c¢ozeltisi, ayni hacimde yeniden eklenmis ve 2 dakika 10000
rom’de santriflj edilmistir. StzUlip kolonun altina gecen kisim atilmistir. 3
dakika 13000 rpm’de santrifuj edilmigtir.

5. Ust kisma 50 ul RNAaz igermeyen su konmus ve RNA’nin ¢oziinmesi
saglanmistir. 1 dakika 10000 rpm’de santriflij edilmistir. Alta gecen kisim
yeniden kolonun dst kismina konup 1 dakika 13000 rpm’de santriflij edilmistir.

6. Elde edilen RNA miktari, Nano Drop cihazinda (Thermoscientific 2000C)

dlgtilmistir. Ornekler -80 °C’de saklanmistir.

3.16.2. Elde edilen RNA’nin RT-PZR ile cDNA’ya ¢evrilmesi

Daha kirlgan olan RNA’nin PZR ile c¢ogaltilabilmesi igin cDNA’ya c¢evrilmesi
gereklidir. Bu amag i¢cin RT-PZR kiti (Invitrogen 18080-051, CA, USA) kullanilimigtir.
Elde edilen cDNA miktari, Nano Drop cihazinda (Thermoscientific 2000C)

Olculmustar.

1. RNA sentez karisimi:

\
- 3 ul elde edilen RNA _
- 1 pl primer oligo dT 10 pHlik kanisim
-1ul 10 mM dNTP 65 °C’ de 5 dakika inkubasyon
- 5 ul DEPC steril su _
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2. cDNA sentez karisimi:

\
- 2 ul 10X RT buffer -10 ul RNA sentez karigimi ve
- 4 pl 25 mM MgCl, 10 pl cDNA sentez karisimi bir
-2l 0,1 mMDTT > tlpe alinmigtir.
-1 yl RNAaz OUT -PZR cihazinda asagidaki
. , kosullarda reaksiyon
- 1 ul superscript Il Reverse transkriptaz baslatimistir.

3. cDNA sentezi

- 50 °C’de 50 dakika
- 85 °C’de 5 dakika

4. Ortamda kalan RNA’larin parcalanmasi:

- Ornekler hizla buza alinip sogutulmustur.
- 1 I RNAaz H eklenmistir.
- 37 °C’de 20 dakika beklenmis ve elde edilen cDNA -20 °C’de saklanmistir.

3.16.3. Elde edilen cDNA’nin disaderin primerleri kullanilarak PZR’sinin
yapiimasi

RT-PZR ile total RNA’dan cDNA ya cevrilen 6rneklerde, disaderin genine 06zgu
tasarlanan primerler sadece bu gen bdlgesine eslenik dizilere baglanacak ve PZR
reaksiyonu ile sadece bu gen bdlgesi ¢ogaltiimis olacaktir. Pozitif kontrol olarak tim
hicrelerde sentezlendigi bilinen siklofilin A'ya ait primerler kullanilarak ayri bir

reaksiyon hazirlanmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. RT-PZR i¢in kullanilan primerlerin 6zellikleri.

Baz Yapigma sicakhgi

Gen Primer (5’-3’) it °C)
Disaderin  lleri: TCCCACTGATGACACCACGA 201 59,8
Geri: ACTTGCCACTGGTGAGGATGAT 60,3
Siklofilin A ileri: AGGTCCCAAAGACAGCAGAA 406 58
Geri: TGTCCACAGTCAGCAATGGT 58
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Negatif kontrol olarak cDNA yerine su konmus ve ayri bir reaksiyon hazirlanmistir.

Calismada Termo Hybaid Px2 96 gozIu gradient PZR cihazi kullaniimistir.

Disaderin primerleri kullanilarak gergeklestirilen PZR karigimi toplamda 25 I’ dir.

- 2,5l 10X tampon
H P A PZR kosullari:
- 0,4 pyl MgCl, (25 mM)
- 0,2 yIdNTP (25 mM) 94 °C’de 2 dakika

- 1 yl Primer ileri (10 pmol) > 94 °C’de 30 saniye

-1 pl Primer geri (10 pmol)
- 0,2 ul Taq polimeraz 56 °C’de 30 saniye 30 dongii
- 18 yldHO

- 2 ul kalhp cDNA Y,

72 °C’de 45 saniye

3.16.4. Orneklerin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi

Disaderin gen bolgesi 201 baz cifti bayukligundedir ve % 2’lik agaroz jel, tris borat
ETDA (TBE) tampon c¢ozeltisiyle hazirlanarak kullaniimistir. icerisine DNA’nin UV
Isikta gérinmesini saglayan EtBr eklenmistir. Oda sicakliginda donan jele 5 yl DNA
ve 2 ul yiikleme boyasi eklenerek jeldeki kuyucuklara yiikleme yapilmistir. Ornekler,
negatif yukli DNA’'nin elektrik akimi sayesinde pozitif kutba dogru ilerlemesi igin 70
Voltta 60 dakika yatay elektroforezde yuruttlmustir. Bant buydklagana karsilastirmak
uzere 100 b¢ marker da jelde yurutilmuastir. Syngene Gene Genius goruntileme
sistem ile jelin resimi g¢ekilmis, bant yogunluklari Gene Tools Analysis Software
3.02.00 (Synoptecs) programi kullanilarak analiz edilmistir. Deneyler farkli
zamanlarda uU¢ kere tekrarlanmistir. Sonuclar bagil ifade dizeyi (disaderin bant

batuaklagu/siklofilin A bant biyukltgu) olarak verilmistir.

3.17. istatistiksel Analizler

Calisma sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel analizinde STATISTICA istatistik
programlari kullanilmistir. istatistiksel 6nem kontrolii P< 0,05 diizeyinde yapilmistir.
Hiperisin uygulamasinin etkileri varyans analizi (ANOVA) kullanilarak arastiriimistir.
Analizler uygulamadan 16 ve 24 saat slUre sonra yapildidindan, varyans analizi
modeli kurulurken her parametre icin “hiperisin konsantrasyonu” ve “inkubasyon
suresi” olmak Uzere iki degisken secilmis; dolayisiyla ¢ok-yonla varyans analizi

(Factorial ANOVA) yapiimigtir. Bu analizler sonucunda, istatistiksel agidan anlamli F-
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degerleri veren parametreler igin ileri (post hoc) testler uygulanmistir. Her grup igin
ornek buyukligu ayni oldugundan, post hoc testlerin yapilmasi gerektiginde esit
orneklem buyuklugune dayali Tukey testi kullaniimistir. Cok-yonlU varyans analizine
gore, inkibasyon slresinde hiperisin uygulamasina verilen yanit agisindan bir fark
olmadigi durumda her bir inkiibasyon suresi igin standart tek-yonlu varyans analizi
(One-way ANOVA) kullaniimigtir.  Varyans analizleri uygulanmadan Once,
calismadaki parametrelerin normal dagilip dagiimadiklari Kolmogorov-Smirnov

parametrik-olmayan (non-parametric) testi ile incelenmistir.
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4. SONUGCLAR
4.1. Sterilite Test Sonuglari

HT-29 ve Caco-2 hucreleri ile ¢galismaya baglamadan once sterilite testleri yapiimigtir.
Bu amacla hicreler, in vitro kosullarda siklikla rastlanan mikoplazma ve inklizyon
cisimciklerinin varligi acisindan test edilmistir. Sterilite sonuglarina gore, her iki hiicre

hatti da inklizyon cisimcigi ve mikoplazma agisindan negatif bulunmustur.

4.2. HT-29 ve Caco-2 Hiicrelerinin Ureme Egrisi ve Morfolojisi

Hucre Ureme egrileri HT-29 (Sekil 4.1) ve Caco-2 (Sekil 4.2) hicrelerinin 10 gun
boyunca sayilmasi sonucunda cikartilmistir. HT-29 hdcreleri igin, hlcre sayisinda
t=4’de baslayan artis, t=5 ve t=6’da artmaya devam ederek t=7"de en yuksek hiicre
sayisina ulasmistir. Bu sonugclara gore cizilen logaritma grafigi ile elde edilen Greme
egrisine gore HT-29 hulcrelerinin ikilenme zamani 25 saat olarak hesaplanmistir.
Caco-2 hlcreleri igin hiicre sayisi artisi en fazla t=5 ve t=6 arasinda, en ytksek hlcre
sayisi ise t=8’de gbzlenmistir. Cizilen logaritma grafidi ile elde edilen tUreme egrisine

gore Caco-2 hucrelerinin ikilenme zamani 30 saat olarak hesaplanmistir.

Hiperisinin 1gikla aktivasyonundan sonra HT-29 (Sekil 4.3) ve Caco-2 (Sekil 4.4)
hicrelerinin  morfolojileri boyanmadan inverted mikroskopta incelenmistir. HT-29
hlcreleri epitel karakterde, yuvarlak sekilli ve tek tabaka halinde Greyen hicrelerdir.
Caco-2 hucreleri de epitel karakterde, farkli sekillerde olabilen, daha buyuk, adaciklar
halinde, tek tabaka olarak ve sUspanse ureyen hucrelerdir. Bu incelemelere gore,

kontrol ve DMSO grubuna ait hucrelerde morfolojik bir farklik gérilmemistir.

Hiperisinin 4 J/cm? 1sikla aktivasyonundan sonra hem HT-29 hem de Caco-2
hicrelerinde 0,04 pM ve 0,08 puM hiperisin uygulama gruplarinda sitoplazmik
blzilme ve c¢ekirdek yodunlasmasi; 0,15 yM hiperisin uygulama grubunda ise

hlcresel sisme ve liziz gozlenmigtir.
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Sekil 4.1. HT-29 hicrelerine ait Greme egrisi.
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8

0,10

Zaman (Giinler)

Sekil 4.2. Caco-2 hucrelerine ait ireme egrisi.
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Sekil 4.3. HT-29 hdcrelerinin inverted
mikroskop goéruntusu. A. Kontrol, B.
DMSO, C. 0,04 pM hiperisin, D. 0,08 pM
hiperisin, E. 0,15 pyM hiperisin grubu. ==
cekirdek yogunlagsmasi, sitoplazmik
blzilme, == sitoplazmik sisme.

61



200 purt

200 pm

7~

200 pm

£,.200 pm

Sekil 4.4. Caco-2 hicrelerinin inverted
mikroskop goéruntist. A. Kontrol, B.
DMSO, C. 0,04 uM hiperisin, D. 0,08 yM
hiperisin, E. 0,15 uM hiperisin grubu.

sitoplazmik buzilme, == sitoplazmik
sisme.
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4.3. Hiperisinin Hiicre igine Alim Sonuglari

HT-29 ve Caco-2 hucrelerinde akis sitometride yapilan olgumler Cizelge 4.1'de
verilmistir. Her iki hlicrede hiperisin aktivasyonundan sonra, ortalama kirmizi floresan
Isimanin ve kontrol grubuyla karsilastirilarak hesaplanan relatif floresan 1simanin
hiperisinin konsantrasyonundaki artisa bagli olarak arttigi gordlmastir. HT-29
hdcrelerinde floresan yogunlugu katlanarak artarken, Caco-2 hicrelerinde artig daha

dusuk oranlarda olmustur.

Hicre basina disen floresan yogunlugunu goésteren histogramlar, HT-29 hucreleri
icin Sekil 4.5'te, Caco-2 hucreleri igin ise Sekil 4.6'da verilmistir. Hiperisini hicre igine

alan hacreler, kirmizi floresan 1sima vermektedir.

Cizelge 4.1. HT-29 ve Caco-2 hucrelerinde kontrol ve hiperisin uygulama gruplarinda
ortalama floresan yodunlugu ve relatif floresan yogunlugu.

Ortalama floresan Relatif floresan
yogunlugu (MFI) yogunlugu (RFI)

HT-29

Kontrol 2,89 1,00
DMSO 2,97 1,03
0,04 uM hiperisin 411 1,42
0,08 puM hiperisin 8,81 3,05
0,15 uM hiperisin 18,1 6,26
Caco-2

Kontrol 4,10 1,00
DMSO 4,72 1,15
0,04 uM hiperisin 16,10 3,93
0,08 pM hiperisin 18,20 4,44
0,15 uM hiperisin 23,20 5,66
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Hiicre sayist

HT-29 Kontrol

Hiperisinin ﬁon&n 1§ima yogunlugu

!

Hiicre sayis:

HT-29 DMSO

10

Hiperisinin floresan igima yogunlugu

Hiicre sayist

HT-29 0,04 uM
Hiperisin

Hiperisinin floresan 1§ima yogunlugu

Hicre sayist

HT-29 0,08 pM
Hiperisin

e
Hiperisinin floresan 1ima yogunlugu

Hiicre sayis

HT-29 0,15 M
Hiperisin

o
Hiperisinin floresan 1gima yogunlugu

10

Sekil 4.5. HT-29 hicrelerinde
hiperisinin akis sitometride &lgllen
floresan yogunlugu.
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Hiicre sayisi

Caco-2 Kontrol

3
Hiperisinin floresan 1sima yogunlugu

Hicre sayist

Caco-2 DMSO

Hiperisinin florésan yogunlugu

Caco-2 0,04 uM

Caco-2 0,08 uM

—
Hiperisinin floresan 1sima voqunlugu

Hiperisin Hiperisin
g - :g w
£ E

Hiperisinin ﬂoreg;n 1gima yogunlugu Hiperisinin ﬂorelgan x;lm; yogunlugu

Caco-2 0,15 uM

Hiperisin
; Sekil 4.6. Caco-2 hicrelerinde
: hiperisinin akis sitometride Olgllen
: floresan yogunlugu.
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4.4. Hucre Sayimi, Yiizen ve Tutunan Hiicre Yuzdesi, Canliik Analizi

HT-29 hducreleri hiperisinin 1sikla aktivasyonundan 16 ve 24 saat sonra
hemasitometrede sayilmistir. Yuzen, tutunan, canli ve 0OlU hlcre yuzdelerine ait
veriler Cizelge 4.2’de, grafikler ise Sekil 4.7°de verilmigtir. Sonuglar, hiperisinin ¢
konsantrasyonu kontrol grubuyla karsilastirilarak, ayrica tum gruplar iki inkibasyon
suresi agisindan birbiriyle kargilastirilarak verilmistir. Kontrol grubu ile DMSO grubu
arasinda farklihk bulunmamistir. Sonuglara gére, 0,15 uM hiperisin uygulanan ancak
Isikla aktive edilmeyen 1sima kontrol grubu (karanlik) ile kontrol ve DMSO kontrol
gruplari arasinda bir farklilik olmadigi gorulmastir. Yuzen hicre yuzdelerindeki artis,
aktivasyondan 16 saat sonra sadece 0,08 puM ve 0,15 pM hiperisin grubunda
(P=0,0001), 24 saat sonra ise tum hiperisin uygulama gruplarinda kontrol grubundan
istatistiksel olarak farkli bulunmustur (P=0,0001). Hiperisin aktivasyonundan 16 saat
sonra 0,04 yM (P=0,002), 0,08 uM ve 0,15 uM (P=0,0001) hiperisin gruplarinda
canllik yuzdesi istatistiksel olarak kontrol grubuna gbére 6nemli derecede azalmistir.
Aktivasyondan 24 saat sonra 0,04 uM (P=0,0002) 0,08 uyM ve 0,15 uM (P=0,0001)
hiperisin gruplarina ait canllik ytzdeleri kontrol grubuna goére anlaml derecede
dismustir. Ol hiicre yiizdeleri hiperisin uygulama gruplarinda aktivasyondan hem
16 saat hem de 24 saat sonra kontrol grubuna gore istatistiksel agidan onemli
derecede artmigtir (P=0,0001).

Cizelge 4.2. HT-29 hucrelerinde kontrol ve hiperisin uygulama gruplarinda
aktivasyondan 16 saat ve 24 saat sonra yuzen, tutunan, canl ve 6lU hlcre yuzdeleri.

Gruplar
Isima
Kontrol  DMSO (il fiperisin  hiperisin  hiperisin
16s
Yiizen hiicre 0,60+0,05 0,91#0,05 1,58+0,30  2,044#0,14  3,74%0,15*" 10,17+0,44%"°
Tutunan hiicre  99,40+0,72 99,09+1,20 98,42+0,65 97,96+0,94 92,26+0,72  89,83+0,72*"°
Canli hiicre 97,48+0,29 96,65+0,32 95,01+0,57 92,85+0,44% 87,87+1,45*" 60,11+0,67*"¢
Olii hiicre 2,52+0,10  3,35+0,16  4,99+0,83  7,15+0,26% 12,13+0,34*" 39,89+0,51%"¢
24 s

Yiizen hiicre  0,86:0,001  2,54+0,33  3,08+0,11  2,77+0,19°  4,03+0,27° 21,25+0,80*"°
Tutunan hiicre 99,14+0,51  97,46+0,88 96,92+0,75 97,23+0,61  95,7+0,70  78,750,58*"°
Canli hiicre 98,0740,52  97,18+0,43 96,01+0,57 92,32+0,66* 85,11+1,17*" 58,19+0,74%"¢
Olii hiicre 1,930,176  2,82+0,10  3,99+0,32  7,68+0,31% 14,89+0,55*" 41,81+0,72*"°

¥ Kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farklidir (P<0,001).
®: 0,04 UM hiperisin grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farklidir (P<0,001).
°. 0,08 uM hiperisin grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farklidir (P<0,001).
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HT-29 Yuzen Hiicre Yuzdeleri HT-29 Tutunan Hiicre Yiizdeleri

30 105
25 100
20 95

90

% Yuzen Hiicre

85

% Tutunan Hiicre

80
75 %

70

Kontrol Karanlik 0,08 uM hiperisin Z 16 saat Kaontrol Karanlik 0,08 pM hiperisin 16 saat
DMSO 0,04 uM hiperisin 0,15 pM hiperisin DNMSO 0,04 uM hiperisin 0,15 pM hiperisin
Grup EC=24aat Grup T 24 saat
HT-29 Canli Hiicre Yiizdeleri HT-29 Olii Hiicre Yiizdeleri
106 50

100

95

90

85

80

75

% Canli Hiicre
% Olen Hiicre

70

65

60

55 0

50

-5
Kontrol Karanlk 0,08 pM hiperisin = 16 saat Kontrol Karanlik 0,08 uM hiperisin =16 saat
DMSO 0,04 pM hiperisin 0,15 pM hiperisin DMSO 0,04 pM hiperisin 0,15 pM hiperisin

B Tr24saat
Grup 5- 24 saat Grup TCI-24 saal

Sekil 4.7. Kontrol ve hiperisin uygulanan HT-29 hlcrelerinde aktivasyondan 16 saat
ve 24 saat sonra yuzen, tutunan, canli ve o6lU hucre yuzdeleri.

Her iki inkUbasyon suresi icin 0,15 uM hiperisin uygulama grubunda, yuzen ve 0lu
hlcre yuzdelerindeki artis kontrolden ve disuk doz hiperisin gruplarindan istatistiksel
olarak 6nemli derecede farklidir (P=0,0001). Ayrica tutunan hicre ve canli hicre
yuzdelerindeki azalma 0,15 uM hiperisin grubunda, kontrol ve dusik doz hiperisin

gruplarindan istatistiksel agidan 6nemli derecede farkl bulunmustur.

HT-29 canl hlcre ylzdeleri inklibasyon sureleri agisindan karsilastirildiginda, kontrol
ve hiperisin uygulama gruplari arasinda farklilik yoktur. OIli hicre yuzdeleri
inkibasyon suresi agisindan kargilastirildiginda 0,08 pM hiperisin  grubunda
istatistiksel olarak farklilik bulunmustur (P=0,05). Ayrica, hiperisin aktivasyonundan
16 saat ve 24 saat sonra yuzen ve tutunan hucre yuzdeleri 0,15 pM hiperisin

grubunda istatistiksel agidan birbirinden farkli bulunmustur (P=0,0001).
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Caco-2 hucrelerinde hiperisinin 1sikla aktivasyonundan 16 ve 24 saat sonra
hemasitometre sayimlari ile hesaplanan yuzen, tutunan, canli ve Olu hicre
yuzdelerine ait veriler Cizelge 4.3’te, grafikler ise Sekil 4.8’de verilmistir. Kontrol

grubu, DMSO grubu ve 1sima kontrol grubu arasinda farkhlik bulunmamisgtir.

Cizelge 4.3. Caco-2 hucrelerinde kontrol ve hiperisin uygulama gruplarinda
aktivasyondan 16 saat ve 24 saat sonra yuzen, tutunan, canli ve 6lu hicre yuzdeleri.

Gruplar
onol  Dwso kool O4M ogeuM 015w

16s (Karanlik)
Yiizen hiicre 2,10£0,95  1,75+0,41  2,70+0,36  8,64+0,86° 18,57+0,87*" 30,28+0,83*"¢
Tutunan hiicre  97,90+0,96 98,25+0,41 97,30+0,36 91,36+0,86 81,43+0,87*° 69,72+0,83*"°
Canli hiicre 89,90£2,40 92,01+2,30 89,97+0,61 76,12+2,54° 62,24+1,53*" 44,88+1,26*"°
Olii hiicre 10,10+¢2,40  7,99+2,3  10,0740,64 23,88+2,54° 37,76+1,53*° 55 12+1,26%"°
24 s
Yiizen hiicre 3,08+1,5 3,22¢1,15  3,00+0,58  3,78+1,21 5,62+0,56  30,09+1,52%"°
Tutunan hiicre 97,13+1,39  96,38+1,45 97,00+0,58 96,22+1,21  94,38+0,56  69,91+1,52*"°
Canli hiicre 92,69+2,30 92,58+2,07 91,67+1,86 90,88+1,81  89,48+1,69  66,75+1,46*"°
Olii hiicre 7,3142,30  7,42+¢2,07  8,33+1,86  9,12+181  10,52+1,69  33,33+1,45""°

& Kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farklidir (P<0,001).
®: 0,04 uM hiperisin grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farklidir (P<0,001).
°. 0,08 uM hiperisin grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farklidir (P<0,001).

Hiperisin aktivasyonundan 16 saat sonra yuzen ve 0Olu hlcre yuzdesindeki artis ile
tutunan ve canl hiicre ylzdelerindeki azalma 0,04 uM (P=0,004), 0,08 uM ve 0,15
MM (P=0,0001) hiperisin gruplarinda kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel
acidan dnemlidir. iki inkiibasyon siiresi icin de 0,15 uM hiperisin grubunda yiizen,
tutunan, canli ve 6lU hlcre yuzdeleri, iki dusuk doz hiperisin grubundan istatistiksel
acidan farkh bulunmustur (P=0,0001). Aktivasyondan 16 saat sonra, 0,08 uM
hiperisin grubunda ylzen ve 0Olu hdcre yuzdesi artigi ile tutunan ve canh hucre
yuzdesindeki azalma 0,04 uM hiperisin grubundan anlamli derecede farkhdir
(P=0,0001).

Yuzen hilcre ve tutunan hicre vyuzdeleri inkibasyon sureleri agisindan

karsilastirildiginda sadece 0,08 uM hiperisin grubundaki farklilik istatistiksel olarak
(P=0,0001).

gruplarindaki canli hucre ve 0olU hucre yuzdeleri, inkiUbasyon sureleri agisindan

onemli  bulunmustur Caco-2 hucrelerinde hiperisin  uygulama

karsilastinildiginda birbirinden istatistiksel olarak farkli bulunmustur.
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Caco-2 Yiizen Hiicre Yuzdeleri Caco-2 Tutunan Hiicre Yiizdeleri

% Yuzen Hiicre
% Tutunan Hiicre

5 60
10 55
Kontrol Karanhk 0,08 pl hiperisin Z= 16 saat Kontrol Karanlik 0,08 pM hiperisin T 1Bsaat
DMSO 0,04 uM hiperisin 0,15 uM hiperisin DMSO 0,04 uM hiperisin 0,15 uM hiperisin
“TF-24 saat TF-24 saat
Grup Grup
Caco-2 Canh Hucre Yuzdeleri Caco-2 Olii Hiicre Yizdeleri
110 70

100

90

80

70

% Canli Hiicre
% Olen Hucre
w
S

60

50

40

30 10
Kontrol Karanlik 0,08 uM hiperisin =16 saat Kontrol Karanlik 0,08 pM hiperisin 2= 16 saat
DUSO 0,04 uM hiperisin 0,15 pM hiperisin DMSO 0,04 p hiperisin 0,15 M hiperisin

T3-24 saat
L 24 saat
Grup Grup e

Sekil 4.8. Kontrol ve hiperisin uygulanan Caco-2 hucrelerinde aktivasyondan 16 saat
ve 24 saat sonra yuzen, tutunan, canli ve 6lu hucre yuzdeleri.

4.5. Sitotoksisite Sonuglari

MTT testi sonuclarina gore, HT-29 ve Caco-2 hucrelerinde kontrol grubu ile DMSO
grubu arasinda hudcre canhligi yuzdeleri agisindan farkliik bulunmamistir. HT-29
hiicrelerinde 4 Jicm?® 1sima ile hiperisin aktivasyonundan sonra hiperisin
konsantrasyonuna ve inklibasyon suresine bagl olarak hiicre canhligindaki azalma
Sekil 4.9'da gorilmektedir. En ylksek konsantrasyon olan 0,15 uM hiperisin
grubunda sitotoksisite en yuksek bulunmustur. Hucre canhligindaki azalma
aktivasyondan 16 saat sonra 0,04 uM (P=0,01), 0,08 uyM ve 0,15 uM (P=0,0002)
hiperisin gruplarinda kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli
bulunmustur. Aktivasyondan 24 saat sonra 0,04 uM (P=0,007), 0,08 uM ve 0,15 uM
(P=0,0002) hiperisin gruplarinda sitotoksisite kontrol grubuna gére anlamli derecede
azalmigtir; ayrica 0,08 uM hiperisin grubundaki hdcre canhiligi 0,04 pM hiperisin
grubundan farkli (P=0,04) bulunmustur.

69




100 ¢ B

80 | =
a,b

T

40 |

% Canlihk

20

Kontrol 0.04 pM hiperisin 0,15 uM hiperisin [E@]16 saat
DMSO 0,08 pM hiperisin

KM 24 saat
Grup

2 Kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farklidir (P<0,05).
®: 0,04 uM hiperisin grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farklidir (P<0,05).

Sekil 4.9. HT-29 hucrelerinde kontrol ve hiperisin uygulama gruplarina ait canli hicre
yuzdeleri.

HT-29 hucrelerinde kontrol ve uygulama gruplarindaki canhlik yuzdeleri inkibasyon
sureleri agisindan karsilastirildiginda sitotoksisite, aktivasyondan 24 saat sonra

artmigtir, ancak istatistiksel olarak 6nemli bulunmamisgtir.

Caco-2 hicrelerinde 4 J/icm? i1simadan 16 ve 24 saat sonra hiperisin
konsantrasyonundaki artisa bagli olarak sitotoksisite artmis, Sekil 4.10’da goéruldugu
gibi hiucre canlilik yuzdesi azalmistir. Hlcre canhligi yuzdesindeki azalma 0,04 uM
(P=0,02), 0,08 uM ve 0,15 uyM (P=0,0002) hiperisin gruplarinda aktivasyondan 16
saat sonra kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel agidan &nemlidir.
Aktivasyondan 24 saat sonra ise 0,08 ve 0,15 uM hiperisin gruplarinda artan

sitotoksisite kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli bulunmustur (P=0,0002).
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100 e

% ab ab
60 | %

% Canhlik

40 |

20

Kontral 0,04 pM hiperisin 0,15 pM hiperisin [O] 16 saat
DMSO 0,08 puM hiperisin
KNl 24 saat

Grup

2 Kontrol grubundan istatistiksel olarak dnemli derecede farklidir (P<0,05).
®: 0,04 uM hiperisin grubundan istatistiksel olarak Gnemli derecede farklidir (P<0,05).

Sekil 4.10. Caco-2 htcrelerinde kontrol ve hiperisin uygulama gruplarina ait canli
hucre yuzdeleri.

Aktivasyondan 16 ve 24 saat sonra Caco-2 hucrelerinde kontrol ve uygulama
gruplarindaki canlilik yuzdeleri kargilastirildiginda sitotoksisite aktivasyondan 24 saat

sonra azalmistir, ancak istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir.

Cizelge 4.4'te HT-29 ve Caco-2 hucrelerinde hiperisin uygulamasiyla olusan
sitotoksisite derecelendirme sonuglari verilmistir. Bu sonucglara goére, kontrol ve
DMSO gruplarinda hacre canhiigi % 90’in Gstunde bulunmustur. HT-29 ve Caco-2
hdcrelerinde, her iki inkiibasyon suresi igin 0,04 ve 0,08 yM hiperisin uygulamasiyla
hicre canliligi % 60-90 arasinda oldugundan az toksik olarak degerlendirilmistir. 0,15
MM hiperisin uygulamasi HT-29 hucreleri icin orta derecede toksik (16 saat % 57, 24
saat % 55,5), Caco-2 hucreleri icin bu konsantrasyon her iki inkibasyon suresi igin
de az toksik (16 saat % 61,5, 24 saat % 65) olarak degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.4. HT-29 ve Caco-2 hucrelerinde kontrol ve hiperisin uygulama gruplarinda
sitotoksisite derecelendiriime sonuglari.

inkiibasyon
Hiicre Gruplar
siresi
Kontrol Dmso ~ O04HM - 0,08uM 0,15 UM
hiperisin  hiperisin hiperisin
HT- 29 16 s TOk,S.Ik TOk?.Ik Az toksik Az toksik Orta dergcede
degil degil toksik
24 s TOk?.Ik TOk,S.Ik Az toksik Az toksik Orta dergcede
degil degil toksik
16 s TOk,S.Ik TOk,S.Ik Az toksik Az toksik Az toksik
Caco-2 degil degil
24 s Toksik Toksik Az toksik Az toksik Az toksik

degil degil

4.6. LDH Aktivitesi Olgiim Sonuglarn

HT-29 hucrelerinde, hiperisinin aktivasyonundan once ve sonra Ol¢lilen LDH aktivitesi
ve LDH aktivite artis ylzdesi sonuglari Cizelge 4.5'te verilmistir. Hiperisin
aktivasyonundan once olgulen LDH aktivitesinde, iki inkiibasyon suiresi icin de gruplar
arasinda farkhlik bulunmamigtir. Ancak, aktivasyondan 16 saat sonra 0,15 uM
hiperisin grubunda, 24 saat sonra ise hem 0,08 uM hem de 0,15 pM hiperisin
grubunda LDH aktivitesinde kontrol grubuna gore istatistiksel agidan énemli bir artis
olmustur (P=0,0002). Hiperisin aktivasyonundan 24 saat sonra 0,15 pM hiperisin
grubundaki LDH aktivitesi, dlisuk doz hiperisin grubundan (0,04 uM) istatistiksel
olarak farkhdir. LDH aktivitesindeki artis yuzdesi, kontrol grubuna gére 16 saat igin
0,08 pM ve 0,15 pM hiperisin grubunda, 24 saat igin hiperisinin her g
konsantrasyonu igin istatistiksel olarak 6nemli derecede farkhdir (P=0,0002) (Sekil
4.11). Ayrica dusUk ve yuksek hiperisin uygulama gruplari arasindaki farklilik
istatistiksel agidan 6nemlidir (P=0,01).
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Cizelge 4.5. HT-29 hucrelerinde kontrol ve hiperisin uygulama gruplarinda
aktivasyondan once ve sonra Olgulen LDH aktivitesi, LDH artigi.

LDH (U/L) LDH (U/L)

Ak_t_ivasy_on Aktivasyon LDI-(I(y?)rt'§'
oncesi sonrasi
16 s
Kontrol 147,29+11,80 153,22+5,29 5,03+0,57
DMSO 154,22+9,66 164,27+13,76 6,52+0,12

0,04 uM hiperisin  179,27+15,07 207,31+13,44  16,33+0,88
0,08 uM hiperisin  158,27+8,35  224,54+523  42,23+1,17%"
0,15 uM hiperisin  271,64+19,05 447,27+21,65*" 65,60+2,15%"¢

24 s
Kontrol 119,51+10,21 126,99+12,49 7,48+1,06
DMSO 125,43+9,64 137,64+7,33 9,74+0,19

0,04 pM hiperisin  129,52+12,07 176,22+23,13  37,33+13,01°
0,08 M hiperisin  152,81£17,12 256,73x13,0°  69,85+1,03*"
0,15 uM hiperisin  159,38+10,11  290,21+27,98*" 83,78+1,03*"°

2 Kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farklidir (P<0,001).
®: 0,04 uM hiperisin grubundan istatistiksel olarak Gnemli derecede farklidir (P<0,05).
©. 0,08 uM hiperisin grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farklidir (P<0,001).

Q0
a,b,c

80
70 | a,b,c
60
50 ab

40

LDH aktlvites! artigi (%)

30 ¢

20

a
°l . ﬁi |
0 |—IE|i ’_D—‘ [O116 saat

Kontrol 0.04 pM hiperisin 0.15 uM hiperisin
DMSO 0,08 pM hiperisin KM 24 saat

Grup

& Kontrol grubundan istatistiksel olarak dnemli derecede farklidir (P<0,001).
®: 0,04 pM hiperisin grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farklidir (P<0,05).
©: 0,08 uM hiperisin grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farklidir (P<0,001).

Sekil 4.11. HT-29 hacrelerinde kontrol ve hiperisin  uygulama gruplarinda
aktivasyondan 16 saat ve 24 saat sonra LDH aktivitesi artisi (%).
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HT-29 hucrelerinde kontrol ve uygulama gruplarindaki LDH aktivitesindeki artis
yuzdeleri, inkUbasyon sureleri agisindan tim hiperisin uygulama gruplarinda
birbirinden istatistiksel olarak farkli bulunmustur. Tum gruplarda, aktivasyondan 24
saat sonra LDH artis yuzdesi, aktivasyondan 16 saat sonraki LDH artig yuzdesine

gore daha yuksek bulunmustur.

Caco-2 hucrelerinde hiperisin aktivasyonundan 16 saat sonra 0,15 uM hiperisin
grubunda LDH aktivitesi, kontrol ve 0,04 uM hiperisin grubundan (P=0,0002)
istatistiksel agidan farkli bulunmustur. LDH aktivitesi artis ylzdesi iki inkibasyon
suresi icin de, 0,08 uM hiperisin grubunda kontrol ve 0,04 uM hiperisin grubundan
(P=0,0001) istatistiksel olarak anlamli derecede farklidir. LDH aktivitesi artis ylzdesi
0,15 uM hiperisin grubunda aktivasyondan 16 saat sonra kontrol, 0,04 uyM
(P=0,0001) ve 0,08 pM hiperisin gruplarina goére anlamli derecede artmigtir
(P=0,0005). 0,15 pM hiperisin grubunda LDH aktivitesi artis yuzdesi, aktivasyondan
24 saat sonra kontrol ve 0,04 uM hiperisin gruplarina gére (P=0,0001) istatistiksel
olarak anlamli derecede artmistir (Cizelge 4.6, Sekil 4.12).

Cizelge 4.6. Caco-2 hucrelerinde kontrol ve hiperisin uygulama gruplarinda
aktivasyondan énce ve sonra Olgulen LDH aktivitesi, LDH artisi.

LDH (U/L LDH (U/L
Ak.t.ivaEsy.o)n Aktiva(syo)n LD'EI()/::)”@'
oncesi sonrasi
16 s
Kontrol 112,46+2,08 119,84+0,16 6,63+2,08
DMSO 122,33+1,46 135,00+2,89  10,36+2,20
0,04 uM hiperisin 137,17£18,88 161,66+19,66 18,55+3,14

0,08 uM hiperisin

140,28+17,72

206,51+26,05 48,1419,56*"

0,15 uM hiperisin 165,74+3,02 300,0045,77* 81,01+0,72*P¢
24 s

Kontrol 149,33+19,18 154,231£18,28 3,60+1,31
DMSO 141,67+7,26 158,67+11,98 11,73£2,67
0,04 uM hiperisin 159,304£31,02 176,76+34,35 10,97+0,38
0,08 uM hiperisin 177,4448,81 271,00+24,64° 52,0746,67*°

0,15 pM hiperisin

185,33+£12,72

311,44+20,75%°

68,09+0,48*"

¥ Kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farklidir (P<0,05).
®: 0,04 pM hiperisin grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farklidir (P<0,05).
°: 0,08 uM hiperisin grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farklidir (P<0,05).
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Aktivasyondan 24 saat sonra LDH aktivitesi, 0,08 uM hiperisin grubunda kontrolden;
0,15 pM hiperisin grubunda ise hem kontrolden hem de 0,04 uM hiperisin grubundan
farklidir. Ayrica, LDH artis ylzdesi 0,08 ve 0,15 yM hiperisin grubunda kontrol ve
0,04 uM hiperisin grubundan da istatistiksel olarak farkli bulunmustur (Cizelge 4.6,
Sekil 4.12).

90

a,b,c
80 =

70 | ab
60 | a,b ab
50 | %
40 |

30

LDH aktlvitesl artigi (%)

20

L Pl ﬁi ﬁi

Kontrol 0,04 pM hiperisin 0,15 pM hiperisin [O]16 saat
DMSO 0.08 pM hiperisin
KM 24 saat

Grup

a,

: Kontrol grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farklidir (P<0,001).
b 0,04 MM hiperisin grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farklidir (P<0,001).
°: 0,08 uM hiperisin grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farklidir (P<0,001).

Sekil 4.12. Caco-2 hucrelerinde kontrol ve hiperisin uygulama gruplarinda
aktivasyondan 16 saat ve 24 saat sonra LDH aktivitesi artisi (%).

0,08 puM hiperisin grubunda LDH artis yuzdesi aktivasyondan 24 saat sonra artarken;
0,04 ve 0,15 uM hiperisin grubunda azalmistir. Ancak Caco-2 hiucrelerinde kontrol ve
uygulama gruplarindaki LDH aktivitesindeki artis yuzdeleri inkibasyon sureleri

acisindan karsilastirildiginda, istatistiksel olarak dnemli bir farkhlik bulunmamistir.
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4.7. Metabolik Aktivasyon Test Sonuglari

HT-29 hicrelerinde hiperisin aktivasyonundan 16 ve 24 saat sonra glukoz tiketimi ve
laktat Uretimi sonuglar Cizelge 4.7°de verilmistir. Bu sonuglara goére iki inkibasyon
suresi i¢in tum hiperisin gruplarinda glukoz tiketimi (Sekil 4.13) ve laktat tGretimindeki
(Sekil 4.14) azalma istatistiksel olarak kontrol grubundan farkh bulunmustur
(P=0,0002). Aktivasyondan 16 saat sonra 0,08 uM ve 0,15 yM hiperisin gruplarindaki
glukoz tuketimi 0,04 uM hiperisin grubuna goére 6nemli derecede azalmistir
(P=0,0003; P=0,0001). 0,15 pM hiperisin grubunda 16 ve 24 saat inkibasyon suresi
sonunda laktat Uretimindeki azalma 0,04 ve 0,08 yM hiperisin gruplarina gore

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P=0,0002).

Cizelge 4.7. HT-29 hucrelerinde kontrol ve hiperisin uygulama gruplarinda
aktivasyondan 16 saat ve 24 saat sonra glukoz tiketimi (g/L s) ve laktat Uretimi (g/L
S).

Glukoz tiiketimi Laktat uretimi
(x10™) (x10™h

16 s
Kontrol 1,13+0,008 0,91+0,002
DMSO 1,11+0,005 0,870,002
0,04 pM hiperisin 0,800,034 0,58+0,008%
0,08 pM hiperisin 0,68+0,009%" 0,56+0,004%
0,15 pM hiperisin 0,63+0,015" 0,47+0,0013>¢
24 s
Kontrol 0,970,009 0,780,001
DMSO 0,860,005 0,68+0,01
0,04 pM hiperisin 0,66+0,013% 0,54+0,005%
0,08 pM hiperisin 0,63+0,008°% 0,53+0,0012
0,15 pM hiperisin 0,44+0,006° 0,36+0,003*"¢

& Kontrol grubundan istatistiksel olarak farkhdir (P<0,001).
®: 0,04 uM hiperisin grubundan istatistiksel olarak farklidir (P<0,001).
°. 0,08 uM hiperisin grubundan istatistiksel olarak farkhidir (P<0,001).
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Sekil

Glukoz konsantrasyonu (g/L)

1,3

12}
11}
10}
09}
0,8 |
07 |
06 |
05}
04}
0,3}
02}
01}

0,0

Kontrol DMSO 0,04 pM hiperisin

Grup

—5—16 saat
-CI-24 saat

0,08 pM hiperisin 0,15 pM hiperisin

4.13. HT-29 hucrelerinde kontrol
aktivasyondan 16 saat ve 24 saat sonra glukoz tuketimi.

ve hiperisin uygulama gruplarinda

inkiibasyon siireleri agisindan glukoz tiiketimi kargilastirildiginda 0,04 uM ve 0,15 uM

hiperisin gruplarinda; laktat Uretimi ise tum gruplarda istatistiksel olarak birbirinden

farklh bulunmustur.

Sekil

Laktat konsantrasyonu (gfL})

09 |

08 |

07 |

06 |

05

04|

03 |

02}

0.1}

0,0

Kontrol DMSO 0,04 pM hiperisin

Grup

0,08 uM hiperisin 0,15 uM hiperisin == 16 saat

“Cr- 24 saat

4.14. HT-29 hucrelerinde kontrol
aktivasyondan 16 saat ve 24 saat sonra laktat tGretimi.

ve hiperisin uygulama gruplarinda

Caco-2 hucrelerine ait glukoz tuketimi ve laktat Uretimi sonuglari Cizelge 4.8’de

verilmistir. Bu sonuglara gore, aktivasyondan 16 ve 24 saat sonra hiperisin uygulama

gruplarinda glukoz tuketimindeki azalma, kontrol grubuna gore istatistiksel agidan
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onemli bulunmustur (P=0,0002) (Sekil 4.15). 0,15 yM hiperisin grubunda glukoz
tuketimindeki azalma 0,04 uM ve 0,08 pM hiperisin gruplarina gore aktivasyondan 16
saat (sirasiyla P=0,009; P=0,0002) ve 24 saat (P=0,0002) sonra istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur.

Laktat Uretimindeki azalma ise, tim hiperisin uygulama gruplarinda aktivasyondan 16
ve 24 saat sonra kontrolden farkli (P=0,0002) bulunmustur. Ayrica, 0,08 uM ve 0,15
MM hiperisin gruplarinda 16 saat (P=0,0002) ve 24 saat (sirasiyla P=0,007;
P=0,0002) inkUbasyon silresi sonunda laktat dretimindeki azalma, 0,04 uM

grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farklh bulunmustur (Sekil 4.16).

Cizelge 4.8. Caco-2 hicrelerinde kontrol ve hiperisin uygulama gruplarinda
aktivasyondan 16 saat ve 24 saat sonra glukoz tuketimi (g/L s) ve laktat dretimi (g/L
S).

Glukoz tiiketimi (x10™") Laktat liretimi (x10™)

16s

Kontrol 0,32+0,007 0,28+0,001
DMSO 0,27+0,009 0,24+0,001
0,04 pM hiperisin 0,16+0,013% 0,17+0,0012
0,08 puM hiperisin 0,20+0,012° 0,19+0,001%"
0,15 uM hiperisin 0,11+0,016"¢ 0,13+0,0012P¢
24 s

Kontrol 0,45+0,001 0,38+0,001
DMSO 0,40+0,005 0,330,001
0,04 pM hiperisin 0,37+0,006° 0,31+0,002%
0,08 puM hiperisin 0,35+0,00° 0,32+0,001°
0,15 uM hiperisin 0,24+0,001%P¢ 0,21+0,0012P¢

& Kontrol grubundan istatistiksel olarak farkhdir (P<0,001).
P: 0,04 UM hiperisin grubundan istatistiksel olarak farklidir (P<0,001).
°. 0,08 uM hiperisin grubundan istatistiksel olarak farklidir (P<0,001).

Caco-2 hucrelerinde tum gruplarda glukoz tuketimi ve laktat Gretimi inkUibasyon
suresi acgisindan karsilastinldiginda farklilklar, istatistiksel agidan 6nemli

bulunmustur.
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Sekil

Glukoz konsantrasyonu (gfL)
(=)
[\
a

Kontrol
DMSO

Grup

0,04 pM hiperisin

0,15 pM hiperisin
0,08 pM hiperisin ~— 16 saat
“CI- 24 saat

4.15. Caco-2 hicrelerinde kontrol

ve uygulama hiperisin gruplarinda

aktivasyondan 16 saat ve 24 saat sonra glukoz tuketimi.

Sekil

Laktat konsantrasyonu (gfL)

Kaontrol
DMSO

Grup

0.04 pM hiperisin

0.15 pM hiperisin =716 saat

-C1-24 saat

0,08 pM hiperisin

4.16. Caco-2 hicrelerinde kontrol

ve hiperisin uygulama gruplarinda

aktivasyondan 16 saat ve 24 saat sonra laktat Gretimi.

Cizelge 4.9'da HT-29 ve Caco-2 hucrelerinde hiperisin ile aktivasyondan 16 ve 24

saat sonra hesaplanan verim faktorleri verilmistir. Bu deg@erler incelendiginde kontrol

ve uygulama gruplarinda glukoz tuketimi ve laktat Gretimi acgisindan sistemlerin

dengede oldugu goérulmektedir. HT-29 hucrelerinde hiperisin aktivasyonundan 16
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saat sonra 0,08 uM hiperisin grubu kontrolden (P=0,02); 0,15 uM hiperisin grubu ise
0,08 uM hiperisin grubundan (P=0,002) istatistiksel olarak farkli bulunmustur. HT-29
hdcrelerinde verim faktorleri inkibasyon suresi agisindan karsilastirildiginda, 0,04
MM (P=0,004) ve 0,15 uM (P=0,001) hiperisin gruplarinda istatistiksel agidan énemli
farkhilik bulunmustur. Caco-2 hicrelerinde ise aktivasyondan 16 saat sonra 0,15 pM
hiperisin grubunda verim faktori kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel
acidan farkli (P=0,04) bulunmustur. Caco-2 hicrelerine ait verim faktori sonuglarinda

inkiibasyon sureleri agisindan gruplar arasinda énemli bir farklihk bulunmamistir.

Cizelge 4.9. HT-29 ve Caco-2 hucrelerinde kontrol ve hiperisin uygulama gruplarinda
aktivasyondan 16 saat ve 24 saat sonra verim faktorleri.

HT-29 Caco-2

16s

Kontrol 0,770,005 0,88+0,02
DMSO 0,79+0,005 0,96%0,04
0,04 pM hiperisin 0,78+0,011 1,02+0,09
0,08 uM hiperisin 0,82+0,012% 0,96+0,06
0,15 pM hiperisin 0,7510,010b 1,180,132
24s

Kontrol 0,80+0,008 0,84+0,002
DMSO 0,82+0,0010 0,830,009
0,04 pM hiperisin 0,84+0,010 0,86+0,012
0,08 uM hiperisin 0,82+0,011 0,900,007
0,15 pM hiperisin 0,82+0,008 0,90£0,009

& Kontrol grubundan istatistiksel olarak farkhdir (P<0,05).
®: 0,08 uM hiperisin grubundan istatistiksel olarak farklidir (P<0,05).

4.8. Apoptotik indeks sonuglari

Apoptotik indeks sonuglari minimum 300 hilicre sayilarak, apoptotik hiicre sayisinin
toplam hicre sayisina orani (%) olarak verilmigtir. HT-29 hucrelerinde hiperisinin
aktivasyonundan 16 ve 24 saat sonra tum hiperisin konsantrasyonlarinda apoptotik
indeksteki artis (P=0,0002) kontrol grubuna gore istatistiksel acidan &nemli
bulunmustur (Sekil 4.17). iki inkiibasyon siiresi igin apoptotik indeksteki artis 0,08 uM
hiperisin grubunda 0,04 uM hiperisin grubundan; 0,15 yM hiperisin grubunda ise her
iki disuk doz grubundan istatistiksel olarak farkh bulunmustur (P=0,0002). Her bir
grup kendi iginde inkiibasyon suresi agisindan karsilastirildiginda, gruplar arasindaki

farkhilik 6nemli bulunmustur. Apoptotik indeks, aktivasyondan 16 saat sonra 0,08 uM
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hiperisin grubunda en ¢ok artmistir. 24 saat sonra apoptotik indeksteki artis 0,15 pM

hiperisin grubunda en fazla olmustur.

24

22 = a,b,c

20 ¢
a,b
a,b,c

Apoptotlk hiicre (%)

i WI

Kontral 0,04 pM hiperisin 0,15 pM hiperisin
DMSO 0,08 pM hiperisin [O]16 saat
Kl 24 saat

Grup

a.

: Kontrol grubundan istatistiksel olarak farklidir (P<0,001).
®: 0,04 uM hiperisin grubundan istatistiksel olarak farklidir (P<0,001).
©. 0,08 uM hiperisin grubundan istatistiksel olarak farklidir (P<0,001).

Sekil 4.17. Kontrol ve hiperisin uygulanan HT-29 hucrelerinde aktivasyondan 16 saat
ve 24 saat sonra apoptotik indeks.

Sekil 4.18'de hiperisin aktivasyonundan 16 saat sonra, Sekil 4.19’da 24 saat sonra
HT-29 hucrelerinde kontrol ve hiperisin uygulama gruplarinda DAPI boyamasi ile
mavi boyanan apoptotik hicreler goOrulmektedir. Dusuk hiperisin
konsantrasyonlarinda (0,04 uM ve 0,08 uM) ¢ekirdek yogunlagsmasi ile karakterize
olan erken apoptotik hiucreler daha fazla, 0,15 yM hiperisin grubunda ise fragmente
olmus cekirdek ve apoptotik cisimlerde artisin oldugu gec¢ apoptotik hticreler daha

fazla gordimustir.
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Sekil 4.18. HT-29 hicrelerinin hiperisin aktivasyonundan 16 saat sonra DAPI ile boyanmis
inverted mikroskop goéruntisd. A. Kontrol, B. 0,04 pM hiperisin grubu. == cekirdek
yogunlagsmasi.
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Sekil 4.18. (devam ediyor) HT-29 hcrelerinin hiperisin ativasyonundan 16 saat sonra DAPI
ile boyanmig inverted mikroskop gorunttsu. C. 0,08 uM hiperisin, D. 0,15 yM hiperisin grubu.
== Cekirdek yogunlagsmasi, cekirdek fragmentasyonu.
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Sekil 4.19. HT-29 hicrelerinin hiperisin aktivasyonundan 24 saat sonra DAPI ile boyanmis
inverted mikroskop goruntusu. A. Kontrol, B. 0,04 uM hiperisin grubu.
== cekirdek yogunlasmasi, cekirdek fragmentasyonu.
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Sekil 4.19. (devam ediyor) HT-29 hicrelerinin hiperisin aktivasyonundan 24 saat sonra DAPI
ile boyanmig inverted mikroskop goértnttsi C. 0,08 uM hiperisin, D. 0,15 uM hiperisin grubu.
== cekirdek yogunlagmasi, cekirdek fragmentasyonu.
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Caco-2 hucrelerinde hiperisin aktivasyonundan 16 ve 24 saat sonra hesaplanan
apoptotik indeks grafigi Sekil 4.20'de verilmigtir. Aktivasyondan 16 saat sonra tum
hiperisin uygulama gruplarinda apoptotik indeksteki artis (P=0,0002) kontrol
grubundan; 0,08 uM hiperisin grubundaki artis ve 0,15 yM hiperisin grubundaki
azalma (P=0,0002) 0,04 uM hiperisin grubundan istatistiksel olarak dnemli derecede
farkh bulunmustur. Aktivasyondan 24 saat sonra tum hiperisin gruplarinda apoptotik
indeks artisi (P=0,0002) kontrol grubundan; 0,15 uM hiperisin grubundaki artis ise
0,04 pM ve 0,08 uM hiperisin gruplarindan (P=0,0002) istatistiksel olarak anlaml
derecede farkli bulunmustur. inkiibasyon siireleri agisindan gruplar kendi icinde
karsilastinildiginda, apoptotik indeks 24 saat sonra kontrol ve dusuk doz hiperisin
gruplarinda istatistiksel agidan anlamli derecede azalirken; 0,15 uM hiperisin

grubunda artmistir.

11
10 ab
.
a
9 L
En a,b,c

8 L
£ 7 a
@
2 a
3 6 a,b
=
= ==
g st
o
2
< 4 L= Bl

3 L

2 L

1 L

D 1 1 1 1 1 1

Kontral 0,04 pM hiperisin 0.15 pM hiperisin [@] 16 saat
DMSO 0,08 puM hiperisin
KXl 24 saat
Grup

& Kontrol grubundan istatistiksel olarak farkhdir (P<0,001).
P: 0,04 uM hiperisin grubundan istatistiksel olarak farklidir (P<0,001).
°: 0,08 uM hiperisin grubundan istatistiksel olarak farklidir (P<0,001).

Sekil 4.20. Kontrol ve hiperisin uygulanan Caco-2 hucrelerinde aktivasyondan 16
saat ve 24 saat sonra apoptotik indeks.

Sekil 4.21°de hiperisin aktivasyonundan 16 saat sonra, Sekil 4.22’de 24 saat sonra
Caco-2 hucrelerinde kontrol ve hiperisin uygulama gruplarinda DAPI boyamasi ile

mavi boyanan apoptotik hlcreler gosterilmistir.
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Sekil 4.21. Caco-2 hucrelerinin hiperisin aktivasyonundan 16 saat sonra DAPI ile boyanmis
inverted mikroskop goéruntusu. A. Kontrol, B. 0,04 uM hiperisin grubu.
== cekirdek yogunlasmasi, cekirdek fragmentasyonu.
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Sekil 4.21. (devam ediyor) Caco-2 hucrelerinin hiperisin aktivasyonundan 16 saat sonra
DAPI ile boyanmis inverted mikroskop gorintusi. C. 0,08 uM hiperisin, D. 0,15 uM hiperisin
grubu. == cekirdek yogunlasmasi, cekirdek fragmentasyonu.
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Sekil 4.22. Caco-2 hicrelerinin hiperisin aktivasyonundan 24 saat sonra DAPI ile boyanmig
inverted mikroskop goérintisi. A. Kontrol, B. 0,04 uM hiperisin grubu.
== cekirdek yogunlagsmasi, cekirdek fragmentasyonu.
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Sekil 4.22. (devam ediyor) Caco-2 hucrelerinin hiperisin aktivasyonundan 24 saat sonra
DAPI ile boyanmis inverted mikroskop goérintisu. C. 0,08 yM hiperisin, D. 0,15 uM hiperisin
grubu. == cekirdek yogunlagmasi, cekirdek fragmentasyonu
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4.9. Hiicre Oliim Tipinin AO/Pl Boyamasi ile Belirlenmesi

AO/PI ikili boyamasi kullanilarak hicre zarinin butunlugu ve cekirdek morfolojisi

incelenerek hicrenin 6lum sekli belirlenmistir. HT-29 ve Caco-2 hticrelerinde hiperisin

aktivasyonuyla farkli oranlarda farkh hdcre oélumleri gézlenmistir. Bunlar, ¢ekirdek

yogunlagsmasinin oldugu erken apoptotik; hicrelerde ¢ekirdek fragmentasyonunun ve

apoptotik cisimciklerin olustugu ge¢ apoptotik; ¢ekirdek fragmentasyonu ile birlikte
hicre zarinda hasarin goruldiglu sekonder nekrotik ve c¢ekirdek bozulmasinin

olmadidi sadece hilicre zarinda bozulmanin oldugu nekrotik hicre 6luma tipleridir.

HT-29 hlcrelerine ait 6lum tipi yuzdeleri Sekil 4.23’te verilmistir.

100
— 80
wi
]
B 60
=
=l
@ 40
o
=3
T 20
0
Kontrol 0,04 um 0,08 uM 0,15 pMm
hiperisin hiperisin hiperisin
W Nekroz 1,2 2 4,3 17,9
Sekonder nekroz 0,6 3,9 7,2 9,7
W Apoptoz 2,5 8 19,7 7,4
H Canli 95,6 86 70,1 65 A
100 i
‘G 80
-]
B
= 60
>
g 40
o
=
T 20
0
Kontrol 0,04 um 0,08 um 0,15 pm
hiperisin hiperisin hiperisin
m Nekroz 5,6 9 22
Sekonder nekroz 1 4,1 6
W Apoptoz 8 19 13,2
m Canli 97 85 69 58,8 B

Sekil 4.23. Kontrol ve hiperisin uygulanan HT-29 hiicrelerinde aktivasyondan 16 saat
(A) ve 24 saat (B) sonra canli, apoptotik, sekonder nekrotik ve nekrotik hicre

yuzdeleri (%).
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Bu sonuglara gére apoptotik hiicre yuzdesi her iki inkiibasyon suresi igin de 0,08 uM
hiperisin grubunda en fazladir. Sekonder nekrotik ve nekrotik htcre dlumlerinin 0,15
MM hiperisin grubunda en fazla oldugu tespit edilmistir.

Caco-2 hucrelerinde apoptotik hicre yuzdesi her iki inkibasyon suresi igin de 0,08
MM hiperisin grubunda, nekrotik hlcre yuzdesi ise 0,15 pM hiperisin grubunda en

fazla bulunmus ve 24 saat sonra bu 6lUm yuzdeleri azalmistir (Sekil 4.24).

100 —
= 80
4]
= 60
=~
z 40
1=}
=
T 20
0
Kontrol 0,04 um 0,08 um 0,15 pm
hiperisin hiperisin hiperisin
W Nekroz 1,19 4 18,7 42
Sekonder nekroz 0 1 4,3 2,9
B Apoptoz 8,9 11,8 20,8 10,1
H Canli 89,82 83,2 56,2 44,9 A
100
= 80
4]
B
2 60
e
2 40
T
20
0
Kontrol 0,04 uM 0,08 uM 0,15uM
hiperisin hiperisin hiperisin
= Nekroz 1,7 2,5 13,2 23
Sekonder nekroz 1 1,7 4 [
m Apoptoz 4,7 9,72 13,7 10,4 B
= Canh 92,7 86,6 69 60

Sekil 4.24. Kontrol ve hiperisin uygulanan Caco-2 hucrelerinde aktivasyondan 16
saat (A) ve 24 saat (B) sonra canli, apoptotik, sekonder nekrotik ve nekrotik hicre
yuzdeleri (%).

Sekonder nekroz yuzdesi 16 saat igin 0,08 uM hiperisin grubunda, 24 saat igin ise

0,15 uM hiperisin grubunda en fazla bulunmustur.
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4.10. Hucre Morfolojisinin Giemsa Boyamasi ile Belirlenmesi

Hiperisin aktivasyonundan sonra HT-29 ve Caco-2 hucrelerinde c¢ekirdek ve hucre
zarindaki morfolojik degisiklikleri incelemek Uzere Giemsa boyamasi yapilmigtir. HT-
29 hucrelerinde kontrol ve hiperisin uygulama gruplarina ait Giemsa boyamalari

aktivasyondan 16 saat sonra igin Sekil 4.25te, 24 saat sonra igin Sekil 4.26'da

verilmigtir.

Sekil 4.25. HT-29 hdcrelerinde hiperisin
aktivasyonundan 16 saat sonra kontrol ve
uygulama gruplarinda Giemsa boyamasi.
A. Kontrol, B. DMSO, C. 0,04 uM hiperisin,
D. 0,08 uM hiperisin, E. 0,15 yM hiperisin
grubu.

mm) cekirdek yodunlasmasi, == cekirdek
fragmentasyonu, == hiicresel sisme,

hicre zari hasari.

93



Boyamalara gore, hiperisin konsantrasyonundaki artisa paralel olarak tim hiperisin
uygulama gruplarinda c¢ekirdek yogunlasmasi ve ¢ekirdek fragmentasyonu
gorulurken, oOzellikle 0,15 pM hiperisin grubunda hucre zarinda hasar ve lizis
gorulmustir. HT-29 hicrelerinde hiperisin aktivasyonundan 24 saat sonra 6zellikle
yuksek doz hiperisin gruplarinda (0,08 uM ve 0,15 pM) c¢ekirdek yogunlagsmasi ve
hlcre zari hasarinda artis gézlenmisgtir.

Sekil 4.26. HT-29 hicrelerinde hiperisin
aktivasyonundan 24 saat sonra kontrol ve
uygulama gruplarinda Giemsa boyamasi. A.

. Kontrol, B. DMSO, C. 0,04 uM hiperisin, D.
® i 0,08 pM hiperisin, E. 0,15 pM hiperisin
o «* [ grubu.
g\.wﬁﬁ N mm) cekirdek yogunlagmasi, ==y hicresel
- %s %“ & 2 @ sisme, hlcre zari hasari.
$ B & ?
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Caco-2 hucrelerinde kontrol ve hiperisin uygulama gruplarinda Giemsa boyamalari,
aktivasyondan16 saat sonra Sekil 4.27°de, aktivasyondan 24 saat sonra Sekil 4.28’de
verilmistir. Cekirdek yogunlagsmasi, ¢ekirdek fragmentasyonu tum hiperisin uygulama
gruplarinda go6zlenirken, o6zellikle 0,08 uM hiperisin grubunda en fazla olmustur.

Hlcre zari hasari her iki inkibasyon siresi i¢in de hiperisin konsantrasyonuna bagli

olarak artmis ve en fazla 0,15 yM hiperisin grubunda goézlenmistir.

Sekil 4.27. Caco-2 hucrelerinde hiperisin
aktivasyonundan 16 saat sonra kontrol
ve uygulama gruplarinda Giemsa
boyamasi. A. Kontrol, B. DMSO, C. 0,04
MM hiperisin, D. 0,08 uM hiperisin, E.
0,15 pM hiperisin grubu.

mm) cekirdek yogunlasmasi,==p cekirdek
fragmentasyonu, hicre zari hasari.
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Caco-2 hacrelerinde hiperisin aktivasyonundan 24 saat sonra, 16 saate benzer

sekilde cekirdeklerde yogunlasma, fragmentasyon, Ozellikle ylksek hiperisin

konsantrasyonlarinda (0,08 uM ve 0,15 uM) hticre zari hasari gdézlenmistir.

Sekil 4.28. Caco-2 hicrelerinde hiperisin
aktivasyonundan 24 saat sonra kontrol ve
uygulama gruplarinda Giemsa boyamasi.
A. Kontrol, B. DMSO, C. 0,04 pM hiperisin,
D. 0,08 uM hiperisin, E. 0,15 yM hiperisin

grubu.
mm) cekirdek yodunlagsmasi, ==) cekirdek
fragmentasyonu, hicre zari hasari.
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4.11. Akis Sitometride Hiicre Dongusunuin Belirlenmesi

HT-29 hiicrelerinde kontrol, 0,04 uM, 0,08 pM ve 0,15 uM hiperisin ve 4 Jlcm? 11k
uygulamasindan 16 ve 24 saat sonra akis sitometri cihazinda hicre dongusu
analizleri yapilmigtir. HT-29 hcreleri igin hlicre déngusinin G1, S ve G2/M fazdaki
hlcre yuzdeleri Cizelge 4.10°’da verilmigtir. Bu sonuglara gore, aktivasyondan 16 ve
24 saat sonra 0,08 yM hiperisin grubunda GO/G1 fazindaki hucre yuzdesindeki
azalma (P=0,009; P=0,046) ve aktivasyondan 24 saat sonra G2/M fazindaki hucre
yuzdesindeki artis (P=0,007) kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur. 0,04 uyM ve 0,08 pM hiperisin grubunda G2/M fazinda duran huicre
yuzdelerindeki artis (Sekil 4.29) hucre dongusunan bu fazinda durdugunu
gOstermektedir. Ayrica aktivasyondan 16 saat sonra 0,04 uM hiperisin grubunda
G2/M fazindaki hiicre yuzdesindeki artis kontrol grubuna gore istatistiksel agidan
farkli bulunmustur (P=0,03). 0,04 uM ve 0,15 uM hiperisin gruplarinda, iki inkiibasyon
suresi icin hldcre dongusu dagihminda kontrol grubuna goére 6nemli bir farklilik
g6zlenmezken, 16 saat S fazi igin iki grup birbirinden farkl bulunmustur (P=0,001).
Hicre dongusundn her bir fazinda bulunan hiicre populasyonlarini gésteren DNA
histogramlari 16 saat Sekil 4.30°'da, 24 saat Sekil 4.31°de verilmigtir. Gruplara ait
hicre dongusu sonuglari inklibasyon sureleri agisindan karsilastirildiginda énemli bir

farkhlik bulunmamistir.

Cizelge 4.10. HT-29 hducrelerinde kontrol ve hiperisin uygulama gruplarinda
aktivasyondan 16 saat ve 24 saat sonra hucre dongusu fazlarinin dagihmi (%).

16 s 24's

G0/G1 S G2/M G0/G1 S G2/M
Kontrol 62,5+2,08 18,8+1,62 18,8+3,54 62,7+2,71 19,1141 18,1+1,74
DMSO 63,9+0,78 19,5+0,90 16,5+1,58 63,2+543 22,5+2,30 14,2+3,10

0,04 pM hiperisin 51,7¢1,37 10,9+2,15 37,3+3,48" 48,8+4,14 18,6+4,47 32,6+3,97
0,08 uM hiperisin  42,2+1,88% 22,3+3,91 35,4+4,95 44,6+1,02*° 18,9+0,45 36,4+1,28%
0,15 pM hiperisin 52+1,32 27,4+2,60° 20,6+1,59 53,142,82 20,2+3,57 26,7571

& Kontrol grubundan énemli derecede farkhdir (P<0,05).
®: 0,04 UM hiperisin grubundan 6énemli derecede farklidir (P<0,05).
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Sekil 4.29. HT-29 hdicrelerinde kontrol

40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15
10 A

Hiicre ylzdesi

16 5

el 24 5

Kontrol DMSO 0,04 M 0,08 uM 0,15 uM
hiperisin hiperisin hiperisin

Gruplar

: Kontrol grubundan énemli derecede farklidir (P<0,05).

ve hiperisin uygulama gruplarinda

aktivasyondan 16 saat ve 24 saat sonra hucre dongusinin G2/M fazinda duran

hlcre yuzdesi.
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Hicre sayisi
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Hiicre sayisi
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o :n"_'-cl-m_un .
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G0/G1
100 . [HT-29 0,08 uM hip
) 16 s

DNA miktan

Sekil 4.30. HT-29 hdcrelerinde
kontrol ve hiperisin  uygulama
gruplarinda aktivasyondan 16 saat
sonra G1, S ve G2/M fazindaki hlice
sayisini gésteren DNA histogramlari.
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Sekil 4.31. HT-29 hicrelerinde
kontrol ve hiperisin  uygulama
gruplarinda aktivasyondan 24 saat
sonra G1, S ve G2/M fazindaki hice
sayisini gésteren DNA histogramlari.
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Caco-2 hucrelerinde kontrol, 0,04 uM, 0,08 yM ve 0,15 uM hiperisin ve 1Isimadan
sonra hucre dongusunun G1, S ve G2/M fazindaki hucre yuzdeleri Cizelge 4.11°de
verilmistir. Bu sonuglara gore 0,08 yM hiperisin grubunda uygulamadan 16 saat
sonra GO/G1 ve S fazindaki hicre ylzdesindeki azalma istatistiksel olarak anlamli
degilken, G2/M fazindaki hicre yuzdesindeki artis (P=0,026) istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Bu sonuglar, Caco-2 hicrelerinde hiperisin aktivasyonundan 16

saat sonra hicre dongusunun G2/M fazinda durdugunu gostermektedir (Sekil 4.32).

Cizelge 4.11. Caco-2 hucrelerinde kontrol ve hiperisin uygulama gruplarinda
aktivasyondan 16 saat ve 24 saat sonra hicre dongusu fazlarinin dagihimi (%).

16s 24 s

G0/G1 S G2/M GO0/G1 S G2/M
Kontrol 37,5+1,74 37,6+2,79 24,7+2,63  38,146,07 39,5t7,70 22,3+1,80
DMSO 37,3x0,99 41+1,59 21,7+2,09  42,8+3,03 42,1+4,77 15,1£1,45

0,04 uM hiperisin 35,5¢2,21 35,1+1,97 26,7+3,34  35,7+6,54 32,1£3,0 32,145,03
0,08 uM hiperisin 26,7+1,93 28,4+2,52 44,7+3,10° 38,8+7,80 27,9+4,21 33,2+3,63
0,15 puM hiperisin 30,2+2,42 35,4+3,06 34,345,174  36,1+6,06 32,2+5,79 31,6+6,24

& Kontrol grubundan énemli derecede farkhdir (P<0,05).
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*: Kontrol grubundan énemli derecede farkhdir (P<0,05).

Sekil 4.32. Caco-2 hicrelerinde kontrol ve hiperisin uygulama gruplarinda
aktivasyondan 16 saat ve 24 saat sonra hucre dongusunin G2/M fazinda duran
hlcre yuzdesi.

Hucre dongusunun her bir fazinda bulunan hucre populasyonlarini gosteren DNA
histogramlari 16 saat igin Sekil 4.33’te, 24 saat igin Sekil 4.34°de verilmistir. Gruplara
ait hucre dongusu sonuglari inkuibasyon sureleri agisindan karsilastirildiginda onemli

bir farklihk bulunmamistir.
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Sekil 4.33. Caco-2 hucrelerinde
kontrol ve hiperisin  uygulama
gruplarinda aktivasyondan 16 saat
sonra G1, S ve G2/M fazindaki hiice
sayisini gosteren DNA histogramlari.
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Sekil 4.34. Caco-2 hicrelerinde
kontrol ve hiperisin  uygulama
gruplarinda aktivasyondan 24 saat
sonra G1, S ve G2/M fazindaki huce
sayisini gosteren DNA histogramlari.
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4.12. Disaderin ve F-aktinin immiinfloresan Boyamasi

Hiperisin uygulamasi ve isimay! takiben HT-29 hulcrelerindeki disaderin ifadesi
immunfloresan boyama ile tespit edilmis ve floresan mikroskopta incelenmistir.
Hiperisin aktivasyonundan 16 saat sonra Sekil 4.35’de kontrol ve 0,04 uM hiperisin
gruplarinda hicre zarinda disaderinin immunfloresan boyanmasi gérulurken, 0,08 yM
hiperisin grubunda boyanma azalmig, 0,15 pM hiperisin grubunda boyanma

olmamistir.

Sekil 4.36’da ise aktivasyondan 24 saat sonra kontrol grubunda hlicre zarinda
gozlenen disaderin boyanmasinin 0,04 uM hiperisin grubunda azaldidi; 0,08 uM ve
0,15 pM hiperisin gruplarinda ise hicre zarinin bir butin olarak boyanmadigi

gorulmustar.

Caco-2 hicrelerinde hiperisinin aktivasyonundan 16 saat (Sekil 4.37) ve 24 saat
(Sekil 4.38) sonra disaderin immunfloresan boyamasi yapilmis ve inverted
mikroskopta incelenmigtir. Her iki inkibasyon slresinin sonunda kontrol grubunda
hlcre zarinda gorulen disaderin ifadesinin hiperisin konsantrasyonundaki artisa bagl
olarak azaldigi gorulmustar. 0,08 uyM ve 0,15 pM hiperisin gruplarinda bazi
hlucrelerde boyanma gorulse de Ozellikle aktivasyondan 16 saat sonra hicre zari bir
batin olarak boyanmadigi, zarda bazi bodlgelerde yer yer boyanma oldugu

goralmustar.
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Sekil 4.35. HT-29 hiicrelerinde hiperisin aktivasyonundan 16 saat sonra disaderinin
immunfloresan (kirmizi) boyamasinin inverted mikroskop goriintisi. A. Kontrol, B. 0,04 yM
hiperisin grubu.
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Sekil 4.35. (devam ediyor) HT-29 hucrelerinde hiperisin aktivasyonundan 16 saat sonra
disaderinin immunfloresan (kirmizi) boyamasinin inverted mikroskop goéruntusu. C. 0,08 uM
hiperisin D. 0,15 yM hiperisin grubu.
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Sekil 4.36. HT-29 hdcrelerinde hiperisin aktivasyonundan 24 saat sonra disaderinin
immunfloresan (kirmizi) boyamasinin inverted mikroskop géruntisi. A. Kontrol, B. 0,04 yM
hiperisin grubu.
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Sekil 4.36. (devam ediyor) HT-29 hicrelerinde hiperisin aktivasyonundan 24 saat sonra
disaderinin immunfloresan (kirmizi) boyamasinin inverted mikroskop goéruntusu. C. 0,08 uM
hiperisin D. 0,15 uM hiperisin grubu.
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Sekil 4.37. Caco-2 hucrelerinde hiperisin aktivasyonundan 16 saat sonra disaderinin
immunfloresan (kirmizi) boyamasinin inverted mikroskop goruntisu. A. Kontrol, B. 0,04 yM
grubu.
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Sekil 4.37. (devam ediyor) Caco-2 hucrelerinde hiperisin aktivasyonundan 16 saat sonra
disaderinin immunfloresan (kirmizi) boyamasinin inverted mikroskop goéruntusu. C. 0,08 yM
hiperisin D. 0,15 yuM hiperisin grubu.
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Sekil 4.38. Caco-2 hicrelerinde hiperisin aktivasyonundan 24 saat sonra disaderinin
immanfloresan (kirmizi) boyamasinin inverted mikroskop géruntisu. A. Kontrol, B. 0,04 yM
hiperisin grubu.
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Sekil 4.38. (devam ediyor) Caco-2 hicrelerinde hiperisin aktivasyonundan 24 saat sonra
disaderinin immunfloresan (kirmizi) boyamasinin inverted mikroskop gérintiasi. C. 0,08 yM
hiperisin D. 0,15 yuM hiperisin grubu.
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HT-29 hucreleri, F-aktin dagilimi acisindan kargilastirimak Uzere, hiperisin
aktivasyonundan 16 saat (Sekil 4.39) ve 24 saat (Sekil 4.40) sonra FITC isaretli
phallatoksin (yesil) ile boyanarak floresan mikroskopta incelenmigtir. Kontrol
grubunda hicre zarinin altinda (kortikal) yogun aktin filamenti agi ve sitoplazmada
dizenli yerlesim goOsteren aktin stres fibrilleri gorilmektedir. Aktivasyondan 16 saat
sonra 0,04 puM, 0,08 uM ve 0,15 uM hiperisin uygulama gruplarinda kortikal aktin

boyanmalari gorulirken, stres fibrillerinde azalma oldugu gozlenmistir.

Hiperisin aktivasyonundan 24 saat sonra kontrol grubuna goére hiperisin uygulama
gruplarinda azalan stres fibrillerinin yani sira sitoplazmada aktin agregatlari

(topaklari) goéralmustar.

Caco-2 hucrelerinde FITC (yesil) isaretli phallotoksin ile yapilan F-aktin boyanmalari
hiperisin aktivasyonundan 16 saat sonra icin Sekil 4.41°’de, 24 saat sonra icgin Sekil
4.42’de verilmigtir. Her iki inkibasyon suresi igin de kontrol grubunda hem hucre
zarinin altinda hem de sitoplazmada yogun aktin filament agi gérulmektedir. Ancak
F-aktin boyanmalari, 0,04 uM ve 0,08 pM hiperisin uygulama gruplarinda azalmis;
0,15 uM hiperisin uygulama grubunda ise oOzellikle sitoplazmada hi¢ boyanma
olmamigtir. Ayrica, aktivasyondan 16 saat sonra 6zellikle 0,15 uM hiperisin grubunda

sitoplazmada aktin agregatlarinin oldugu gorulmustur.
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Sekil 4.39. HT-29 hucrelerinde hiperisin aktivasyonundan 16 saat sonra F-aktinin
immunfloresan (yesil) boyamasinin inverted mikroskop goérintist. A. Kontrol, B. 0,04 uM
hiperisin grubu.
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Sekil 4.39. (devam ediyor) HT-29 hucrelerinde hiperisin aktivasyonundan 16 saat sonra F-
aktinin immudnfloresan (yesil) boyamasinin inverted mikroskop goruntisu. C. 0,08 yM
hiperisin D. 0,15 uM hiperisin grubu.
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Sekil 4.40. HT-29 hicrelerinde hiperisin aktivasyonundan 24 saat sonra F-aktinin
immanfloresan (yesil) boyamasinin inverted mikroskop goérintusu. A. Kontrol, B. 0,04 yM
hiperisin grubu, ( aktin stres fibrilleri, =—> aktin agregati).
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Sekil 4.40. (devam ediyor) HT-29 hucrelerinde hiperisin aktivasyonundan 24 saat sonra F-
aktinin immdinfloresan (yesil) boyamasinin inverted mikroskop goérintusu. C. 0,08 uyM
hiperisin D. 0,15 uM hiperisin grubu, ( —> aktin agregati).
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Sekil 4.41. Caco-2 hicrelerinde hiperisin aktivasyonundan 16 saat sonra F-aktinin
immunfloresan (yesil) boyamasinin inverted mikroskop goérintisi. A. Kontrol, B. 0,04 uM
hiperisin grubu ( aktin stres fibrilleri).
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Sekil 4.41. (devam ediyor) Caco-2 hucrelerinde hiperisin aktivasyonundan 16 saat sonra F-
aktinin immudnfloresan (yesil) boyamasinin inverted mikroskop goruntist. C. 0,08 pM
hiperisin D. 0,15 yM hiperisin grubu, ( —> aktin agregati).
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Sekil 4.42. Caco-2 hicrelerinde hiperisin aktivasyonundan 24 saat sonra F-aktinin
immunfloresan (yesil) boyamasinin inverted mikroskop goérintisi. A. Kontrol, B. 0,04 yM
hiperisin grubu.
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Sekil. 4.42. (devam ediyor) Caco-2 hucrelerinde hiperisin aktivasyonundan 24 saat sonra F-
aktinin immdanfloresan (yesil) boyamasinin inverted mikroskop goérintisu. C. 0,08 uM
hiperisin D. 0,15 yuM hiperisin grubu.
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4.13. Disaderin ifadesinin RT-PZR ile Olgiilmesi

HT-29 hucrelerinden elde edilen cDNA’larda disaderin ve siklofilin A genleri icin
yapilan RT-PZR sonucunda elde edilen bantlari gésteren agaroz jel goéruntuleri Sekil
4.43te, disaderin bagil ifade duzeylerine goére cizilen grafik ise Sekil 4.44'te
verilmigtir. Bu sonuglara gore, hiperisin aktivasyonundan 16 ve 24 saat sonra kontrol
gen olan siklofilin A ifadesi acisindan gruplar arasinda fark gozlenmezken,
aktivasyondan 24 saat sonra disaderin ifadesi 0,15 pM hiperisin grubunda énemli

Olcude azalmistir.
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Sekil 4.43. HT-29 hicrelerinde kontrol ve hiperisin uygulama gruplarinda
aktivasyondan 16 saat sonra A. Disaderin, B. Siklofilin A ve 24 saat sonra C.
Disaderin, D. Siklofilin A genlerine ait bantlarin % 2 agaroz jel géruntisu.

Yapilan ug tekrar sonucu ¢izilen bagil disaderin ifadesi grafigine gore, aktivasyondan
16 saat sonra kontrol ve hiperisin uygulama gruplarinda ifade duzeyleri
degismemistir. Ancak, aktivasyondan 24 saat sonra hiperisin konsantrasyonundaki
artisa bagli olarak uygulama gruplarinda disaderinin bagil ifadesinde kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak dnemli derecede azalma olmustur (P=0,0002). Ayrica 0,08
MM (P= 0,043) ve 0,15 uM (P=0,0002) hiperisin grubundaki azalma, dusuk doz

grubuna gore istatistiksel agcidan 6nemli derecede farkli bulunmustur.

Caco-2 hicrelerinde disaderin ve siklofilin A genleri igin yapilan RT-PZR sonucunda
elde edilen bantlari gosteren agaroz jel goruntileri Sekil 4.45'te, disaderin bagil ifade

duzeylerine gore gizilen grafik ise Sekil 4.46’te verilmigtir.
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Sekil 4.44. HT-29 hicrelerinde kontrol ve hiperisin uygulama gruplarinda
aktivasyondan 16 ve 24 saat sonra disaderin bagil ifade dizeyleri.

16s 24s

R

& Q"‘Q é® QQ’\) ¢® Q\"’Qx\"\o
Q\Q Q‘e\\Q Q\\Q

e Q 3 0 \\ Qe

N g f’a ——> 201 bg Disaderin

Sekil 4.45. Caco-2 hiucrelerinde kontrol ve hiperisin uygulama gruplarinda
aktivasyondan 16 saat sonra A. Disaderin, B. Siklofilin A ve 24 saat sonra C.
Disaderin, D. Siklofilin A genlerine ait bantlarin % 2 agaroz jel géruntusu.

Caco-2 hucrelerinde hiperisin aktivasyonundan 16 ve 24 saat sonra disaderin bagil
ifadesi siklofilin A’ya oranlanarak hesaplanmigtir. Aktivasyondan 16 saat sonra 0,15
MM hiperisin grubuna ait disaderin bagil ifadesinde kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak 6nemli derecede azalma olmustur (P=0,03). Ancak, aktivasyondan 24 saat

sonra disaderin bagil ifadesi kontrol ve uygulama gruplari arasinda degismemistir.
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Sekil 4.46. Caco-2 hucrelerinde kontrol ve hiperisin uygulama gruplarinda
aktivasyondan 16 ve 24 saat sonra disaderin bagil ifade duzeyleri.
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5. TARTISMA

Tumor tedavisi, kanser hastasini iyilegtirmenin yani sira hastanin yagam uzunlugunu
ve kalitesini arttirmayr da amaglamaktadir. Bazi yaygin kanser turlerinden olan
gogus, serviks ve kolon kanserleri, erken teghis ile ve dogru sekilde tedavi edildiginde
yuksek iyilesme oranina sahiptir. Temel tedavi metotlari ameliyat, radyoterapi ve
kemoterapidir. Goruntuleme teknolojileri  (ultrason, endoskopi, radyografi) ve
laboratuvar (patoloji) arastirmalari sayesinde dodru teshis yapilmasi, dogru tedavi
seklini belirlemede 6nemli olmaktadir (Salvador, 2008). Geleneksel kanser tedavi
yontemleri hasta dokuyu ortadan kaldirma ve etrafindaki saglikli hicreleri ayirabilme
konusunda yetersiz kalmaktadir. Bu yontemler, 6zgul olmayan sitotoksik 6zellikleri
sonucunda normal hucre islevlerinin kaybiyla sonuglanan ciddi yan etkilere sahiptir.
Sonug olarak, son yillarda sadece hastalikl dokuyu hedef alan daha 6zgll yeni

tedavi protokollerinin gelistirimesine yonelik galismalara odaklaniimistir.

Fotodinamik terapi (PDT), gorunur i1sik ve isik duyarli maddenin (IDM) dahil oldugu,
Uumit veren yeni bir kanser tedavi yontemidir. PDT’de kullanilan her bir 6gde kendi
basina zararsizken, oksijenle birlestiginde letal sitotoksik ajanlar Ureterek tUmor
hlcrelerini inaktive edebilmektedir. Bu durum, ayni anda IDM, 1sik ve oksijene maruz
kalan hastalikli dokuda sitotoksisiteyle sonuglanan 6nemli bir segciciligi saglamaktadir.
PDT’nin ikili segiciligi, IDM tercihen kanserli doku tarafindan alinmasi ve 1sigin
sadece istenen bolgeye gonderiimesiyle, IDM’nin sadece hasta dokuda aktive
olmasini saglamasindan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle PDT'de saglikl hucreler

zarar gormemektedir (Sharman et al., 1999).

PDT'nin hucre canhligi Uzerindeki etkileri son yillarda daha detayl incelenmektedir.
Amerika, Asya ve Avrupa'nin birgok Ulkesinde PDT'nin kanser tedavisindeki klinik
uygulamalarina onay verilmesinden sonra, yeni IDM dretme arayislari hiz
kazanmigtir. PDT uygulanabilirliginin kolayligi, kanser tedavisindeki olumlu sonuglari,
yan etkilerinin yok denecek kadar az olusu ve hasta memnuniyeti ile kemoterapi,
radyoterapi ve cerrahiye destek veya alternatif olabilecek bir tedavi yontemi oldugu
dusundlmektedir. Tumor dokusunun duastk yodunluklu protein reseptor artisi, pH'In
azalmasi, makrofaj varligi gibi Ozellikleri nedeniyle IDM tercihen tumorli bodlgede
birikmektedir (Dougherty et al., 1998).
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Kolon kanseri Kuzey Amerika ve Avrupa’da en yaygin koétl huylu timérlerden biridir.
Tarkiye'de kolorektal kanser erkeklerde besinci, kadinlarda ise ikinci sirada en sik
rastlanan kanserdir (IARC, 2008). Diger timorler gibi kolon kanserinin olusmasi ve
gelismesi c¢oklu gen degisikliklerini iceren c¢ok basamakl bir olaydir. Tumor
hucrelerinin malignant 6zelligi, hucre adezyon molekullerinin onemli islev gordugu
adeziv sistemin azalmasi veya kaybina bagl olan 3 karakteristik 6zellik tagimaktadir:

kontrolsuz ¢odalma, lokal infiltrasyon ve metastaz (Ren and Huo, 2010).

Brink ve arkadaslari (2003), kolorektal kanser gelismesini genetik dedisikliklerin
birikimiyle karakterize olan c¢ok basamakli bir olay olarak tanimlamistir. Ayrica
adenom olusumunda APC geninin ve orta dereceli adenomun karsinoma
donusumuinde ise K-ras onkogeninin olaya karistigi bilinmektedir. Kolon kanseri,
erken asamada epitelde hiperproliferasyon sonucunda adenom olusumuyla
karakterize edilmektedir. Bu durum hiicre dénglstinde yanlis dizenlenmeler ve/veya

baskilanmis apoptozun bir sonucu olarak ortaya gikmaktadir.

Kanser onleyici ve tedavi edici ilaglarin degerlendiriimesinde ilk olarak insan kanser
hiucre hatlarinda 6n ¢alisma yapilmakta, ilaglar daha sonra hayvan modellerinde test
edilmektedir. insan kanser hiicre hatlari, kanser hicresinin bluydime kontrolinde
kendi kendine yetebilme, buylUmeyi engelleyici ajanlara duyarsiz olma, kontrol
noktalarindan kagabilme (apoptoz), genetik kararsizlik, yayilabilirlik gibi ayirt edici

Ozelliklerini tagsimaktadir (Sivagami et al., 2012).

Yapilan bu calismada, derece-1 HT-29 ve derece-2 Caco-2 kolon adenokarsinom
hicrelerinde hiperisin aracili PDT’nin etki mekanizmasi, sitotoksisite testi, metabolik
aktivasyon testleri, immunfloresan boyamalar ve RNA duzeyinde molekuler

yontemler kullanilarak aydinlatiimaya calisiimigtir.

In vitro kosullarda yapilan c¢alismalar, geleneksel yontemlere gdére avantaj
sagladigindan yeni ilag kesfetmede ve gelistirmede kullanish model bir sistem
olmaktadir. Ayrica, ayni kosullar altinda ¢ok fazla sayida aday bilesigin taranmasina
imkan verdiginden sitotoksik veya sitostatik bilesiklerin onleyici ya da tedavi amagh
kullaniminda 6neme sahiptir (Sivagami et al., 2012).

Kaltur kosullarinda uretilen enterositler ilag absorblama, beslenme, biyokimyasal

yolak arastirmalarinda siklikla kullaniimaktadir. Bugin en yaygin kullanilan insan
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bagirsak hicre hatlari Caco-2, T-48 ve HT-29°dur. Bu U¢ hlcre hatti da kolon
kokenlidir. Caco-2 hucreleri kendiliginden farklilagabilen, tipik bagirsak Vvillus
yapisinda, siki baglantilara, bagirsak emilim yetenegine ve bagirsaga 6zgu enzim
ifadesine sahip derece-2 kanser hucreleridir (Mitchell and Ball, 2004). Ayrica insan
ince bagirsak epitelinin birgok 6zelligini tagsimaktadir (Hilgendorf et al., 2000). Caco-2
hidcre hattinda p53 proteinini kodlayan gene ait bir transkripsiyon faktord TP53
(truncated p53) mutasyonu nedeniyle p53 protein ifadesi bulunmamaktadir (Ying and
Bodmer, 2005). Caco-2 hicrelerinde calisilan pasaj sayisi, hicre morfolojisi ve
islevselligi acgisindan Onemli oldugundan yaptigimiz bu c¢alismada ayni pasaj
araligindaki (P10-P20) hucreler kullaniimistir. Bu hucrelere ait Ureme egrisi
cikartilmig, populasyon ikilenme zamani 30 saat olarak hesaplanmigtir. Bu zaman

g6z onunde bulundurularak ¢galigma sirasinda hucrelerin pasaji yapiimistir.

Derece-1 kolon adenokarsinom olan HT-29 hicreleri, epiteliyal morfolojiye ve
adheren buyume tipine sahip hucreleridir. HT-29 hucreleri besin alimi, ¢oklu ilag
direnci, lipid metabolizmasi ¢alismalarinda kullaniimaktadir (Mitchell and Ball, 2004).
HT-29 hucreleri, kolon adenokarsinomu da igeren bir¢ok kanser turinde bir onkogen
olan p53 agisindan mutanttir. HT-29 hucreleri, in vivo sistemi basarili bir sekilde
yansittigi icin in vitro kosullarda insan kolon kanser modeli olarak siklikla
kullaniimaktadir (Rodrigues et al., 1990). Calismamizda P5-P15 pasaj araligindaki
HT-29 hucreleri kullanilmig, bu hucrelerin ikiienme zamaninin Caco-2 hicrelerine
gore daha kisa oldugu (25 saat) gorulmustir. Bu durum iki hicre hattinin farkl iki
derece kolon kanseri olmasindan, farkllasma yeteneklerinden ve ¢ogalma

potansiyelinin farkl olmasindan kaynaklanmaktadir.

APC ve p53 acisindan mutant olan HT-29 ve Caco-2 hucrelerinde, yabanil tip K-ras
bulunmaktadir. K-ras onkogeni, kolon kanserlerinde adenomdan karsinoma
doénusumde onemlidir. Bu genin Urlnu olan protein hiicre zarinda yerlesim gdstererek
mitotik sinyallerin iletiimesinde, apoptozun inhibisyonunda rol oynamaktadir (Lawson
et al., 2000). Siklooksijenaz-2 (COX-2) anti-apoptotik etkisi, yayilabilirligi (invazyon)
arttirmasi ve anjiogenezi baslatmasi nedeniyle kolorektal kanserin gelismesinde
onemli bir yere sahiptir. Yapilan galigmalar COX-2 inhibitorlerinin kolon kanserini
Onlemede basarili olabilecegini gostermistir (Lev-Ari et al., 2005). Calismamizda
kullanilan HT-29 hdcreleri yliksek seviyede COX-2 ifadesine sahipken, Caco-2
hicreleri disik seviyede COX-2 ifadesine sahiptir. Calismamizda hiperisin
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aktivasyonundan o6zellikle 16 saat sonra hiperisin uygulama gruplarinda apoptotik
hdcre yuzdesinin Caco-2 hlcrelerinde HT-29 hlcrelerine gore daha fazla olmasinin
Caco-2 hucrelerindeki dusuk COX-2 ifadesiyle iligkili olabilecedi dugunulmektedir.
Aktivasyondan 24 saat sonra Caco-2 hlcrelerinde hiperisinin sitotoksik etkisi azalmig
ve apoptoza diren¢ kazanan hucreler sayica artmaya baglamistir. HT-29 hicrelerinde
hiperisin uygulama gruplarinda aktivasyondan 24 saat sonra apoptoz orani Caco-2

hlcrelerine gore daha fazladir.

Clusiaceae (Hypericeae=Guttiferae) familyasina ait olan Hypericum perforatum L.
sari kantaron, binbirdelik otu, yara otu, kan otu, kuzu kiran, kili¢ otu ve puren gibi
cesitli isimlerle bilinmektedir. Dunyada 350-400 kadar turle temsil edilen Hypericum
cinsinin Ulkemizde 84 tird vardir. Hypericum perforatum L. Ulkemizde Marmara,
Karadeniz, Ege, Orta ve Dogu Anadolu, Akdeniz ve Glneydogu Anadolu
bolgelerinde yayilis goOstermektedir (Kagar ve Azkan, 2004). Hiperisin, H.
perforatum’dan ekstrakte edilen dogal olarak olusan bir IDM’dir. Fizikokimyasal
Ozellikleri gelistiriimis, goéruntilemede ve PDT'de kullanilabilen birgok sentetik
hiperisin turevi sentezlenmigstir. Klinik c¢alismalar, hiperisinin mesane ve oral
kanserlerin tanisi ve tedavisinde kullanim potansiyeli oldugunu, ayrica IDM’nin
floresan veri analiziyle hastaligin patolojik skorlamasinda da kullanilabilecegini
goOstermigtir (Kah et al., 2008).

Hiperisinin 1s1ima ile aktivasyonundan sonra sitotoksik etkisini gosteren farkli in vitro
calismalar yapilmaktadir. Son yillarda insan gobek kordonu endoteliyal hicreleri,
insan glioma kanser hucreleri, hepatik hepatoblastoma hucreleri, insan meme
karsinom hucreleri, rhabdomiyosarkoma hucrelerinde hiperisinin fototoksisitesinin
gosterildigi birgcok calisma bulunmaktadir (Karioti and Bilia, 2010). Farkli hiperisin
konsantrasyonlari ve PDT kosullari igin HT-29 hucrelerinde PDT ¢alismalar

mevcutken, Caco-2 hicrelerinde bu konuda galigma bulunmamaktadir.

Hiperisinin hlcreden igeri tasinabilmesi igin serum proteinleri, deterjanlar gibi
coziicller ya da lipozomlar gereklidir. insan serum albumini ya da diger serum
proteinleri hiperisin agregasyonunu engellemekte ve hicre zarindan gegigini
saglamaktadir. Hiperisin, fetal sigir serumu iceren besiyerinde c¢o6zilduginde,
hiperisin/serum protein kompleksi once hlcre zariyla temas etmektedir. Sonra,

hiperisin zarin lipid matriksinde ¢ozunerek sitosole gegmekte, diflizyon ve vezikll
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gegcisi ile organellere girmektedir. Bu diftizyonda hiperisinin amfifilik (hem hidrofobik
hem hidrofilik ozellikleri tasityan) olugsu 6nem kazanmaktadir. Ayrica, hiperisinin
kolaylastiriimis difzyon ile zardan is1 sok proteini (HSP-70) gibi amfifilik proteinler
araciligiyla organellere tasindigi distunulmektedir. Diger bir yol ise hiperisin/serum
protein kompleksinin zardan pinositoz ile sitoplazmaya gecip organel zarlariyla
birleserek Golgi/ER/¢ekirdek zar sistemine ya da lizozom zarina yerlesmesidir
(Uzdensky et al., 2001).

Kolon, serviks ve glioblastoma hucrelerinde yapilan caligmada hiperisinin 1S1ma
sonrasinda sitotoksik oldugu bulunmustur. Bunun nedeni, asiri artan kalsiyum
iyonlarinin neden oldugu nekrotik ya da apoptotik hicre 6limu ya da protein kinaz C
inhibisyonuyla apoptoz indiklenmesi olarak aciklanmigtir (Uzdensky et al., 2001).
Caco-2 hucrelerinde yapilan bir caligmada pinositoz engellendiginde de hiperisinin
hicre icine alinmasi, bu olayda hem difizyon hem de endositozun rol oynadigdini

goOstermigtir (Sattler et al., 1997).

Hiperisin aracili 6lim mekanizmalari birgok arastirici tarafindan c¢alisiimistir.
Hiperisinin, mitokondriyal zarin H* gecirgenligini arttirdi§i, fotooksidasyon nedeniyle
stksinat oksidasyonu ile meydana gelen transmembran potansiyeli azalttigi,
tiobarbiturik asit reaktif madde (TBARS) olusumuyla mitokondriyal zarda 'O, aracili
lipit peroksidasyonuna neden oldugu insan retinal pigment epitel huicrelerinde
gosterilmistir (Wielgus et al., 2007). Bir baska calismada insan prostat kanser
hucrelerinde hiperisin aktivasyonuyla mitokondriyal akonitaz enzim aktivitesini
azalttigr bulunmustur. Akonitaz inaktivasyonu ¢ok toksik olan hidroksil radikalleri
olusumuna neden olmakta ve ikincil olarak trikarboksilik asit (TCA) doéngusunu
etkilemektedir (Theodossiou et al 2009). Calismamizda mitokondriyal canliiyi esas
alan bir metabolik aktivasyon testi olan MTT sonuglarina gére, HT-29 hucrelerinde
inkibasyon suresiyle ve hiperisin konsantrasyonuyla dogru orantii olarak
sitotoksisite artmistir. Caco-2 hucrelerinde, HT-29 hucrelerine benzer sekilde
hiperisin  konsantrasyonu  artttkga  sitotoksisite  artmig, ancak hiperisin
aktivasyonundan 16 saat sonra azalan hucre canhligi aktivasyondan 24 saat sonra
artmaya baslamigstir. Hucredeki metabolik aktivitenin belirlendigi MTT analizi
sonuglar ve canlilik sayiminin yapildigi tripan mavisiyle boyama sonuglari birbiriyle
uyumlu bulunmustur. DNA'da dzellikle fosfat gruplarina baglanan Giemsa boyasi ile
yapilan morfolojik incelemeler MTT testi sonuglari ile uyumlu bir sekilde test edilen iki
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kolonadenokarsinom htcre hattinin PDT’ye verdigi cevabin farklihgini goéstermigtir.
HT-29 hucrelerinde konsantrasyonu ve inkuibasyon suresi arttikga c¢ekirdek
yogunlagsmasi, cekirdek fragmentasyonu ve hicre zari hasari artmaktadir. Caco-2
hucrelerinde aktivasyondan 16 saat sonra gorulen c¢ekirdek yogunlagsmasi ve

fragmentasyonu ile zar hasari 24 saat sonra azalirken, hiicre canlihgi artmaktadir.

Sitotoksisite derecelendiriimesine gore, en yuksek hiperisin konsantrasyonu (0,15
MM) HT-29 hdcreleri igin orta derecede toksik, Caco-2 hucreleri i¢in az toksik
bulunmustur. Diger hiperisin konsantrasyonlarinda (0,04 ve 0,08 uM) ise her iki hicre
icin az toksik bulunmustur. Bu sonuglara gore, hiperisinin 0,04, 0,08 ve 0,15 uM
konsantrasyonlari ve 4 J/cm? 1sik uygulamasiyla yapilan PDT igin HT-29 hiicreleri,
Caco-2 hucrelerine gore daha iyi cevap vermis ve PDT’ye daha hassas bulunmustur.
Bu durum, derece-1 olan HT-29 kolon kanserlerde hiperisin tedavisinin daha etkili
olabilecegine isaret etmektedir. Sackova ve arkadaslarinin (2006) yaptigi ¢calismada,
calismamiza benzer sekilde, farkli iki hacrenin ayni PDT kosullarinda farkli cevaplar
verdigi gorulmastur. HT-29 ve U937 hlcreleriyle yapilan c¢alismada en ylksek
hiperisin konsantrasyonunun (1 pM), 4.4 J/cm? 1sik uygulamasindan sonra her iki
hucre igin de sitotoksik bulunurken, daha dusuk konsantrasyonlarda canllik yluzdesi

hicreler arasinda farklilik gostermigtir.

Hiperisin aracili 6limii aciklamada isikla duyarlastirilan hiicrelerin ER Ca?* depolarini
yeniden doldurma yetenegini kaybetmesi de gdsterilmektedir. Bunun nedeni ROS’un
ER Ca®* pompasina atakta bulunmasidir. Normal kosullarda ER’un gérevi olan yeni
sentezlenen proteinlerin degisimi surecinde yasanan aksakliklar, ER stresine ve
katlanmayan protein cevabina (KPC) neden olmaktadir. Hiperisinin mesane kanseri
hicrelerinde KPC’ye neden oldugu, ER stresi geri dontsimsuz oldugunda KPC’nin
mitokondriyal kaspaz yolagl araciligiyla apoptoza neden oldugu gosterilmistir
(Theodossiou et al., 2009).

Lizozomal hasarin hiperisinin ¢ok yonlu toksisitesinde birincil yol olmadigi
dusunulmektedir. PDT'nin etkisiyle ya da sitosolik inhibitorler nedeniyle lizozomal
enzimler inaktive olmakta ve hucreler kismi lizozomal hasarla yasamaya devam
edebilmektedir (Theodossiou et al 2009).
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Hiperisin aracii PDT ile induklenen hlcre oluminde ROS olusumu en 6nemli
asamadir. ROS hem mitokondriyal zar gegirgenligini arttirarak ve kaspaz
aktivasyonunu saglayarak apoptozun indiklenmesine, hem de dogrudan DNA,
protein ve lipidlere atak yaparak nekrotik 6lime neden olabilmektedir (Fleury et al.,
2002). Hucre o6lum tipinin  belilenmesinde PDT kosullari, kullanilan DM
konsantrasyonu kadar kullanilan hicre tipi de 6nemlidir (Agostinis et al., 2002). PDT
sonrasinda olusan oksidatif hasarin siddeti hucrelerin apoptotik ya da nekrotik
olumunu belirlemektedir. Hucrelerin verdigi antioksidan cevap hasari tamir etmeye ya
da engellemeye yeterse hucreler yagsamaya devam etmektedir. Hucrede hasar az
oldugunda tamir mekanizmalarini devreye sokar, ancak tamir kapasitesi asildiginda
apoptoz meydana gelirken, hasar fazla oldugunda dogrudan zar hasari ve nekroz

meydana gelmektedir (Girotti, 2001).

Apoptozun dizenlenmesindeki aksakliklar, kanser gelisiminde ve ilerlemesinde
onemli bir yere sahiptir. Kanser hucrelerinin apoptozdan kagip ¢ogalmaya devam
etmesi ayirt edici bir 6zelliktir ve kanser tedavisinin ana hedefidir. ic ya da dis
yolaklari hedef alarak apoptozu baslatan yeni molekillerin gelistiriimesi timor hiicre
¢ogalmasinin altinda yatan mekanizmalari anlamak ve etkili tedavi igin 6nemlidir
(Ashkenazi, 2002; Hanahan and Weinberg, 2000).

Kanserlerin gogunda p53 yolag! inaktif durumdadir. Yapilan bir¢ok calisma, p53
mutasyonu olan kolorektal kanserlerin daha agresif, metastazik ve teshisinin zor
oldugunu gdstermistir. Son yillarda yapilan calismalar p53’in Uye oldugu protein
ailesine p63 ve p73 genlerinin de Uye oldugunu gostermistir. Caco-2 hucrelerinde
p53 geni mutant olsa da islevsel p63 ve p73 genleri korunmaktadir (Ray et al., 2011).
Bu bilgiye dayanarak calismamizda hiperisinin Caco-2 hicrelerinde apoptozu

induklemesinin p63 ve p73 genlerinden kaynaklaniyor olabilecegi dugunulmektedir.

Apoptoz, biyokimyasal olarak oligonikleozomal DNA fragmentasyonu ile ve
morfolojik olarak apoptotik cisimlerin olusumuyla karakterize olan bir olaydir. Saglikli
hicrelerin DNA hasarina verdigi cevap, p53 ve p21 artigiyla hicre dénglisunu G1
fazinda durdurarak ya tamir mekanizmasini ya da apoptozu baslatmaktir. Bcl-2
proteini apoptozu inhibe ederek hucre canliligini korumaya calismaktadir. Losemi
hlcrelerinde fazla ifade olan Bcl-2 apoptozu engellemekte, TP53 mutasyonu ile

birlikte anti-kanser ilaclarin etkisini azaltmaktadir (Peters et al., 2000). Benzer
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sekilde, asin ifade olan anti-apoptotik Bcl-2, sitokrom-c salinimini ve kaspaz-3
aktivasyonunu baskilayarak, hiperisin aracili PDT ile meydana gelen apoptoza karsi
direng gelisimine ve nekroza neden olmaktadir. Benzer sekilde ¢alismamizda, her ikKi
inklbasyon suresi igin de nekrotik hicre ylzdesi Caco-2 hicrelerinde HT-29
hlcrelerine gore daha fazladir. Bu durum, Caco-2 hicrelerinin daha fazla Bcl-2
ifadesine sahip olmasi nedeniyle apoptoza karsi direng kazanan hucrelerin nekrotik

olume gitmesiyle agiklanabilir.

MikeS ve arkadaslari (2007), yaptiklari ¢alismada Bcl-2 ifadesi bulunmayan HT-29
hlcrelerinde hiperisin aracili PDT sonrasi bir diger anti-apoptotik protein olan Bcl-X_
ifadesinin arttigini gostermiglerdir. Agostinis ve arkadaslari (2002), hiperisin aracili
olumlerin anti-apoptotik protein olan Bcl-2'nin seviyesinden ve p53 gen durumundan
bagimsiz da olabilecedini, ancak Bcl-2'nin asiri ifade olmasinin apoptozun
baslamasinda gecikmeye neden olabilirken, nekroz olayini etkilemeyecegini

gOstermiglerdir.

Sican/fare T hucre hibridoma hucreleri (PC60) ve insan lenfoblastoid CD4 T
hicrelerinde (JK), hiperisinin neden oldugu stres sonucu JNK1/p38 MAPK sinyal
iletim yolunun aktive oldugu ve bunun apoptoza kargi koruyucu oldugu

dusunulmektedir (Agostinis et al., 2002).

PDT cesitli seviyelerde nekrotik hicre olumuniu de indukleyebilmektedir. IDM hcre
zarina yerlesirse zar butinligunun bozulmasiyla ya da lizozom zarindaki hasar
sonucu lizozomal proteazlarin etkisiyle nekroz meydana gelmektedir. Ayrica hucreigi
Ca”* birikiminde artis ve mitokondriyal i¢ zar potansiyelinin kaybi da nekroza katkida
bulunmaktadir.  Hucrelerin  PDT ile indUuklenen nekroza karsl direnci
degistirilebilmektedir. ROS yakalayicilar huicreleri PDT’den koruyabilmekte, SOD
aktivitesi inhibe edildiginde, PDT’ye duyarlilik artmaktadir (Zong and Thompson,
2006).

Yapilan bir calismada hiperisin aracili PDT sonrasinda nazofaringeal kanser
hucrelerinde lipid peroksidasyonunun gostergesi olan malondialdehit seviyesinin
arttigi bulunmustur. MDA konsantrasyonunun artigi hucre canliligindaki azalma ve
nekrotik élimle iligkilendirilmistir (Du, 2005).
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Calismamizda hiperisin ve Isimayi! takiben goérilen hidcre Olumandn, kanser
tedavisinde tercih edilen bir strateji olan apoptozla mi yoksa diger 6lum sekilleriyle mi
oldugu arastiriimistir. Akridin oranj hem canli hem de 6lU hucreleri boyayan vital bir
boyadir. Propidyum iyodur ise sadece =zar butunligunu kaybeden hucreleri
boyamaktadir. Bozulmamig hucre zari olan ve yesil boyananlar canli hucreler;
kromatin yogunlasmasi nedeniyle c¢ekirdekte yesil noktaya sahip olanlar erken
apoptotik hucreler; propidyum iyodurd alan ancak yogunlagsmis cekirdege sahip
turuncu boyananlar ge¢ apoptotik hucreler ve turuncu boyanan g¢ekirdek butunlugu
bozulmayanlar nekrotik hucrelerdir. HT-29 hucrelerinde apoptotik hicre yuzdesi
hiperisin aktivasyonundan 16 ve 24 saat sonra 0,08 pM hiperisin grubunda en
fazlayken, 0,15 uM hiperisin grubunda nekrotik hucre yuzdesi en fazladir. Caco-2
hucrelerinde ise sadece aktivasyondan 16 saat sonra benzer sonuglar gorulmus, 24
saat sonra 0,08 uM ve 0,15 uM hiperisin gruplarinda apoptotik ve nekrotik hicre
yuzdeleri azalmigtir. Ayrica bir diger DNA boyasi olan DAPI boyamalari sonugclari
AO/PI boyama sonuglarina uyumlu sekilde dusuk hiperisin konsantrasyonlarinda
(0,04 ve 0,08 uM) kromatin fragmentasyonu, g¢ekirdek sismesi, sitoplazmik kabartilar
gibi sitolojik degisiklikler bu gruplardaki hicre 6liminin nekrozdan ¢ok apoptotik

oldugunu gostermektedir.

Calismamizda, Ozellikle hucre kualtiri ortaminda karsilasilan bir baska olum sekli
olan sekonder nekroz da gorulmustir. Apoptotik cisimler ve hlcre zari hasarinin bir
arada goruldugu sekonder nekroz yuzdesindeki artis HT-29 hucrelerinde her iki
inkibasyon suresi igin hiperisin konsantrasyonunun artisiyla dogru orantili olarak
artarken, aktivasyondan 24 saat sonra, 16 saate gbre azalma olmustur. Caco-2
hucrelerinde hiperisin aktivasyonundan 16 saat sonra 0,08 uyM hiperisin grubunda, 24
saat sonra ise 0,15 uM hiperisin grubunda sekonder nekroz ylzdesi en fazladir.
Mike$ ve arkadaslari (2007) HT-29 ve HelLa (insan servikal adenokarsinom)
hiicrelerinde 60- 200 nM hiperisin ve 4.4, 6, 10 Jicm? i1simadan 24 ve 48 saat sonra
hlcre 6lum yuzdelerini hesaplamistir. Sonuglara gére apoptotik, sekonder nekrotik ve
nekrotik hiicre olumleri, 48 saat sonra daha da artmis ve nekrotik 6lim en fazla
bulunmustur. 150 nM hiperisin konsantrasyonunda ve 3 1gima giddetinde nekrotik
hidcre 6lumu yuzdesinin daha fazla, apoptotik 6lum ve sekonder nekrotik Olum

yuzdelerinin daha az bulunmus olmasi bizim bulgularimizi desteklemektedir.
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Hiperisinin fototoksisitesinin htcre tipiyle yakindan iligkili oldugu bilinmektedir.
Hiperisin aktivasyonu sonrasinda Hela hucrelerinde kaspaz-3 aktivitesi kontrol gruba
gore 7 kat artarken, ayni kosullarda HT-29 huicrelerinde kaspaz-3 aktivitesinin
distugu gorulmustar (MikeS et al., 2007). Bu, HT-29 hucrelerinde hiperisinle
induklenen apoptoza kaspaz bagimsiz mekanizmanin katkisini gostermektedir.
Kaspaz bagimsiz mekanizmada apoptoz indukleyici faktorin roli Sackova ve

arkadaslan (2007) tarafindan HT-29 hucrelerinde gosterilmigtir.

Nazofaringeal karsinom hticrelerinde (NK-1) yapilan ¢alismada 0,5-3 uM hiperisin ve
0,2 Jlem? 1sima sonrasinda p38 MAPK ve JNK'larin aktive oldugu ve COX-2'nin
arttig1 gosterilmistir. P38 MAPK inhibitorleri eklendiginde hiperisin aracih PDT ile
indUklenen hicre 6lumunde artis oldugu da bulunmustur. p38 MAPK aktivasyonunun
bazi hucrelerde apoptozu indukledigi, bazi tip hicrelerde ise engelledigi
dusunidlmektedir (Chan et al., 2009).

Hiperisin 1sima olmadiginda floresan 6zellik gostermezken, uygun dalga boyundaki
Isikla aktive edildiginde hlcre igindeki hiperisin floresan 06zellik gostermektedir.
Hiperisinin bagil hicresel birikimi akis sitometride floresan yogunlugu o&lgllerek
degerlendirilebilir (Yamazaki et al., 1993). Calismamizda hiperisinin hicre igine
alimini gostermek icin akis sitometride hiperisinin floresan 1sima yogunlugu
Olciimustir. Hem HT-29 hem de Caco-2 hucrelerinde hucredisi hiperisin
konsantrasyonu arttikgca, hiperisinin hicresel alimindaki artis, kirmizi floresan
Isimanin yuzdesindeki artigla goésterilmistir. Caco-2 hucrelerinde hiperisinle ilgili
yaplilan bir gcalismada, 80-200 uM hiperisin ve protohiperisinin 6zel 1Isima kosullarinda
transepiteliyal gegisi 6zel bir sistemle olgulmuastir. Bu sonuglara gore, bazolateral
kisimda oOlgum sonuglari ¢ok duguk bulunmus, uygulamadan 3 saat sonra hiperisin
ve protohiperisinin hicre iginde ve zarlarda % 4-8 oraninda biriktigi gdsterilmigstir
(Kamuhabwa et al., 1999).

Son yillarda kanser konusunda yapilan molekuler ¢alismalarda, kanser hicrelerinin
blylime ve apoptotik fenotipleri Gzerine onkogen ve timor baskilayici genlerin etkisi
diginda, hucresel enerji metabolizmasini ve metabolik enzimleri dogrudan etkileyen
genlerin 6nemi vurgulanmaktadir. Klasik biyokimyasal yollara olan ilginin yeniden
artmasi ve yeni bulunan sinyal iletim yollari birlestirilerek kanser hucrelerindeki

metabolik degisikliklere yeni molekuler bakis acilar getiriimesi mimkundidr (Dang
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and Semenza, 1999). Tumoérli dokuda artan pH ve hipoksik kosullar timorin
yayllmasinda onemli oldugu kadar PDT icin de 6nemlidir. Bu da tedavi stratejilerini
belirlemede kanser hucrelerindeki metabolik adaptasyonlari 6nlemenin Gnemini

gOstermektedir.

Normal hicreler oksijeni, etkin ATP Uretimi igin oksidadif fosforilasyonda
kullanmaktadir. Oksijen azaldiginda piruvat TCA dongusu ile metabolize edilmek
yerine NAD saglamak uUzere laktata donusturulmektedir. Tumorli dokuda kan
damarindan >100-200 pym uzaginda hipoksi meydana gelmektedir. Tumor hucreleri
guclu hipoksik kosullara uyum gostermistir. Bu nedenle, tumor hicreleri oksijen
varliginda dahi ATP dretimi icin daha az etkin glikolitik yol olan anaerobik glikolizi
tercin etmektedir. Hipoksi ile indUklenen transkripsiyon faktoru (HIF-1), oksijenin
azalmasiyla artan énemli bir transkripsiyon faktoridir. HIF-1’in artisiyla tim glikolitik
enzimler artmaktadir. Ayrica, kanser hucreleri laktik asit ve diger asitlerin uretimi
nedeniyle normal hicrelere gore daha asidik bir gevrede bulunmaktadir (Dang and
Semenza, 1999). Bu asidik ¢evre hiperisinin tercihen kanser hucreleri tarafindan

alinmasini saglamada onemlidir.

TUmor hicrelerinin daha fazla glukoz tukettigi, glukoz tasiyicisi olan GLUT1 (glucose
transporter-1)’in, tip 2 hekzokinazin (HK2) arttigi ve bunlarin tumorun ilerleyisinde
onemli oldugu bilinmektedir. Ayrica, mutant p53 aleli, HK2'nin transkripsiyonunu
dizenlemekte ve timor metabolizmasini da etkilemektedir. Onkogenik bir
transkripsiyon faktéri olan Myc kanserde artmakta, bu da glikoliz, LDH aktivitesi ve
laktat Uretiminde artisa neden olmaktadir (Dang and Semenza, 1999). Calismamizda
kolon adenokarsinom olan HT-29 ve Caco-2 hucrelerinde hiperisin uygulamasi
oncesinde ve sonrasinda metabolik aktivitede meydana gelen degisiklikleri incelemek
Uzere glukoz tuketimi, laktat Uretimi ve LDH aktivitesi dlcilmus ve karsilastiriimigtir.
Sonuglara goére, hiperisin uygulama gruplarinda kontrol gruba goére HT-29
hdcrelerinde 6zellikle aktivasyondan 24 saat sonra, Caco-2 hucrelerinde ise 16 saat
sonra glukoz tuketimi azalmistir. Hiperisin uygulama gruplarindaki bu azalma hucre
sayisindaki azalma ile dogru orantiidir. p53 mutant olan bu iki hucre hattinda
hiperisin uygulamasiyla GLUT-1, HK2 enzim aktivitesi veya Myc proteininde
meydana gelen bir degisiklikle glukoz metabolizmasinin etkilenmis olabilecegi

dusunutlmektedir.
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Kiesslich ve arkadaslari (2005), in vitro kosullarda PDT ile induklenen glukoz
azalmasinin, glikolitik ATP dretimini inhibe ederek hucresel enerji kaynagini
etkiledigini gostermiglerdir.  Glikolitk ATP, apoptoz sirasinda mitokondriyal
bozulmalari kompanse etmekte ve apoptoz sirasinda ATP gerektiren olaylara destek
olmaktadir. Isikla duyarlastirilan hucrelerde glukozun azalmasi apoptozun
azalmasina ve ayni kosullarda gorulmesi gereken apoptoz yerine nekrotik hicre
olimine neden olmaktadir. Ayrica, PDT esnasinda bozulan karbonhidrat
metabolizmasi hicrenin antioksidan mekanizmasini da etkilemektedir. Glikolitik
yoldaki sorunlar, yeni glutatyon dretimini azaltmakta, bunun sonucunda da ROS’un
etkisi artmaktadir (Kiesslich et al., 2005).

Hucre kalturi kosullarinda hucrelerden salinan sitoplazmik bir enzim olan LDH
aktivitesi, canli olmayan hucre sayisindaki artisla artmakta ve glukoz tuketimindeki
azalmaya paralellik géstermektedir. Legrand ve arkadaslari (1992), kultir ortaminda
farkl hibridoma hucrelerinden LDH salimi artigi ve tripan mavisi ile boyanarak sayilan
Olu hdcre yuzdesi artigsinin orantili oldugunu saptamistir. Calismamizda 6nceki
kaynaklara uyumlu olarak, HT-29 ve Caco-2 hicrelerinde hiperisin uygulama
gruplarinda gérulen glukoz tiketimindeki azalma, tripan mavisiyle sayilan 6lu hiicre
yuzdesindeki artis ve LDH aktivitesindeki artis birbiriyle uyumlu bulunmustur. Malign
hastaliklarda LDH seviyesinin arttigi bilinmektedir. Kanser hastalarinda LDH artigi
klinik tanida kullaniimazken, tedavi sonrasinda tumor buyudklugunun izlenmesinde
kullanilabilmektedir (Burtis and Ashwood, 2005). Calismamizin sonuglarina gore her
iki kolon kanseri hiicresinde hiperisin konsantrasyonu ile LDH salimindaki artis dogru
orantili oldugundan, hiperisin aktivasyonuna bagl olarak meydana gelen hicre zar

hasarinin izlenmesinde LDH aktivitesinin kullanilabilecegini disinmekteyiz.

Benzer bir ¢alisma Johnson ve arkadaslari (1998) tarafindan EMT6 fare meme
kanseri hiicrelerinde yapilmistir. 0,5 uM ve 1 M hiperisin uygulamasi ve 1,5 J/cm?

ISimadan sonra konsantrasyon artisina bagl olarak LDH saliminda artis gérulmustar.

Memeli hicre kultiriinde, hicreigi piruvat konsantrasyonunu da igeren birgok faktor
laktat Uretimini etkilemektedir. Piruvat, hem LDH hem de piruvat dehidrogenazin
(PDH) substratidir ve salinan karbon kaynaginin glikoliz ile oksidasyonu sonrasinda
laktat olarak mi ¢ikacagini, yoksa TCA doéngustne girip daha da metabolize mi

edilecegini belirlemektedir (Zhoua et al., 2011). Kanser hucrelerinde LDH’in arttigi,
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PDH’In azaldidi bilinmektedir. Kanser hucreleri tarafindan fazla alinan glukoz fazla
miktarda laktat Uretimiyle sonuglanmaktadir. LDH enzimi piruvatin laktata
indirgenmesini saglamaktadir (Feron, 2009). Calismamizda HT-29 ve Caco-2
hucrelerinde tum hiperisin uygulama gruplarinda glukoz tuketimindeki azalmaya

paralel olarak laktat Uretimi azalmistir.

Verim faktord, bir organizmanin besin ihtiyaglarini ve Uurlnlerini nicel olarak
belirleyebilme imkani vermektedir. Verim, belirli bir tepkimeye katilan madde basina
olusan urtin miktarini géstermektedir. Kltlr kosullarinda farkl zamanlarda Uretim ve
tiketim miktarlari 6l¢tltup, bu élgiimlerin farki alindiginda gegen tim zaman igin bu
kultirin ortalama veriminin degerlendiriimesi mumkuin olmaktadir (Doran, 1995).
Yaptigimiz galismada HT-29 ve Caco-2 hucrelerinde hiperisin aktivasyonundan 16 ve
24 saat sonra laktat Uretiminin glukoz tuketimine orani hesaplanmis, hem kontrol

hem de hiperisin uygulama gruplari igin sistemin dengede oldugu gorualmuagtur.

Hucre dongusu kontrol noktalari DNA replikasyonunun ve boélunmenin dogru bir
sekilde olmasini saglamaktadir. Kontrol noktalari hicre dongusundn ilerlemesini ya
da DNA hasarina cevap olarak donguyu durdurarak DNA tamiri igin zaman
kazaniimasini saglamaktadir. Hiicre déngust DNA hasar kontrol noktasi, G1’in ge¢
asamasindadir ve S fazina girigsi engellemektedir. G2’nin sonlarindaki kontrol noktasi
ise mitoza girisi engellemektedir. Bu kontrol sistemi, bir protein kinaz ailesi olan ve
siklinler tarafindan kontrol edilen siklin bagimh kinazlarla (cdk) saglanmaktadir. Bazi
ajanlar G2/M fazinda durma kontrol noktasinin inaktive olmasina, bazi ajanlar ise bu
kontrol noktasinda durmanin artmasina neden olmaktadir. G2/M fazinda durmayi
inaktive eden ajanlar, DNA hasari meydana getiren ajanlarin sitotoksisitesini
arttirmaktadir. Bu fazda durmay: arttiran ajanlar siklinlerin azalmasina ve cdk’larin

inhibisyonuna neden olmaktadir (DiPaola, 2002).

Yeni bir ilag gelistirirken, hicre dongusu fazlarinin ilerleyisini dizenleyen kontrol
noktalarini hedef alan ajanlar 6nemli olmaktadir. Bu kontrol noktalari, hucre
bolinmesinin hizini ve bolunmenin dogru bir sekilde ilerlemesini duzenlemektedir.
Ornegin G1 fazinda durma kontrol noktasindaki bir sorun kanser hicresinin
proliferasyonunu arttirabilmektedir. G2/M fazinda durma kontrol noktasindaki sorun,

hasarli hiicrenin apoptoza girmesine neden olmaktadir (DiPaola, 2002).
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PDT’nin etkinligi ve hiperisinle induklenen hicre dongusinin farkli kontrol
noktalarinda inhibe olmasi ya da durmasi, hicre tipine ve PDT kosullarina (IDM, 1s1k
dozu vs.) baghdir. Sackova ve arkadaslar (2006) yaptiklar ¢alismada 0,001uM - 1
UM araligindaki konsantrasyonlarda hiperisin uygulamis (16 saat) ve 4,4 J/cm? isik ile
hiperisini aktive etmiglerdir. Akis sitometride yaptiklari analizlere gore hicre dongusu,
adheren olan HT-29 hucrelerinde tercinen G2/M fazinda, stuspanse |6semi hucreleri
olan U937 hucrelerinde ise S fazinda durmustur. Ayrica bu c¢alisma ile MTT
cevabinin, hicre doéngusinde fazlardaki durmalar ve/veya apoptozla baglantili
oldugunu gdstermislerdir. Calismamizda HT-29 hicrelerinde aktivasyondan 24 saat,
Caco-2 hucrelerinde ise 16 saat sonra 0,08 uM hiperisin grubunda hicre
dongusunin G2/M fazinda duran hucre yuzdesi artmistir. Bu sonuglar, 0,08 uM
hiperisin grubunda artan apoptotik hicre sayisi ile uyumlu bulunmustur. HT-29
hucreleriyle ilgili onceki c¢alisma sonucglarina uyumlu sekilde c¢ogalan hucrelerin
hiperisine en ¢ok duyarli oldugu faz, hicre dongusinin G2/M fazi olmustur. Caco-2
hicrelerinde vyapilan bir c¢alismaya rastlanmamistir. Calismamizda Caco-2
hlcrelerinde hiperisinle indlklenen sitotoksisite G2/M fazindaki hlcre ylzdesi
artmistir. Bunun nedeninin hiperisinin bu fazdaki hicrelerde DNA hasarini ve

kromozom degisikliklerini indiklemesi oldugu diagsunulmektedir.

Yapilan ¢alismalar, hiicre dongusundeki farkliliklar, dongude iglev goren proteinlerin
(siklin A, siklin E, cdk-2, pRb) seviyesinde hiperisin uygulamasi sonrasinda meydana
gelen degisikliklerle iligkilendiriimistir (Kleban et al., 2008). HelLa hicrelerinde
hiperisin ile yapilan galismada, subletal PDT dozlarinda anormal mitotik ig ipgiklerinin
gozlenmesi ve hiperisinin tubulinin oldugu bdlgelerde birikmesi, hasar goéren
mikrotlibdl aginin hicre doéngusinin G2/M fazinda durmasina neden oldugunu
goOstermistir.  DUsuk konsantrasyonda hiperisin aracii PDT'de cdk1/siklin B1
kompleksi aktivasyonu sonucunda Bcl-2 fosforile olmakta ve mikrotubul hasari
g6zlenmektedir. Bcl-2 fosforillenmesi G2/M fazinda duran hucrelerinde gecikmis
apoptoz icin bir sinyaldir. Konsantrasyon arttirildikga hlcreler G2/M fazinda
birikmeden apoptotik hiicre élimine gitmistir. Bcl-2 fosforilasyonu ve G2/M fazindaki
duran hucrelerdeki birikme birbiriyle iligkili bulunmugtur. Mitotik duraganliga gecen bu
hdcreler hiperisin ile indiklenen hasarla basa c¢ilkamaylp sonunda apoptozla
O0lmektedir. Uzayan mitotik duraganligin, hiicre dongusunde bozulan hicreleri elimine

etmek icin bir koruma mekanizmasi olarak apoptotik sureci dizenledigi One
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surtlmastir. Ayrica dusik konsantrasyon hiperisin aracili PDT ile indiklenen JNK1
aktivasyonu da G2/M fazindaki hucre birikimiyle ve Bcl-2 fosforilasyonuyla iligkili

oldugu bulunmustur (Vantieghem et al., 2002).

Lu ve arkadaslarinin (1994) yaptigi ¢alismada HT-29 hicrelerinde sitoplazmada Bcl-
2 ifadesinin olmadigdi, ancak mitoz sirasinda 6zellikle profaz ve metafaz esnasinda
bolinen c¢ekirdeklerde ifade oldugu rapor edilmistir. Bcl-2’'nin antiapoptotik
Ozelliginden bagka hlcre dongusunun ilerleyisinde hucrelerin fazlar arasinda
durmasini sagladigi ya da ilerlemesini engelledigi bilinmektedir (Huang and O’Reilly,
1997). Caco-2 hucrelerinin in vitro kosullarda kultar ortamini tamamen kapladiktan
sonraki suregte farklilagsmasiyla Bcl-2 ifadesinde artis oldugu bilinmektedir (Gauthier
et al., 2001).

Kontrol noktasinda hasarli DNA varsa, hasar tamir edilene kadar dénguyt G1 ya da
G2 fazinda durduran p53 proteinidir. DNA’da hasar fazlaysa p53 apoptozu baslatan
gen ifadelerini aktive etmektedir. Orta seviyedeki DNA hasari p53’U, p53 ise p21’i
aktive etmektedir. p21, cdk-siklin komplekslerine baglanir ve siklin kinaz inhibitoru
olarak iglev goérerek hlcre dongusinin G1 ve G2 fazinda durmasina neden
olmaktadir (Lodish et al., 2000).

Calismamizda hiperisin uygulamasi sonrasinda hasara ugrayan HT-29 ve Caco-2
hacreleri, G2 kontrol noktasinda durup, hasarli hucrelerin mitoza girmesi engellenmisg
olabilir. p53 mutant olan HT-29 ve Caco-2 hucrelerinde G1 fazinda durma
beklenmemektedir. G2/M fazindaki durmanin ve apoptotik hicre olimundn fazla,
nekrotik 6limin ise daha az oldugu 0,08 uM hiperisin uygulama grubunun in vitro
kosullarda hiperisin aracil PDT’de HT-29 ve Caco-2 kolon adenokarsinom hucreleri
Uzerinde daha basarili sonug verdigi, bu sonuglarin kanser tedavi ¢calismalarina 1g1k
tutacagr dusunulmektedir. Ayrica HT-29 ve Caco-2 hicrelerinde gorilen G2/M
fazindaki duraklama ayni kosullarda yapilan apoptoz sonuglari ile de uyum
gOstermektedir. Ayni kosullarda apoptoza giden hucrelerde artis olurken, nekroza
giden hucrelerdeki azalma dikkat cekicidir. Bu sonuglar onceki c¢alismalarin

sonuglariyla uyumludur.

Hucrelerarasi adezyon kaybi, malignant hucrelerin ilk olustugu yerden kagip,

hldcredisi matriksi pargalayarak ilerlemesine ve metastazina neden olmaktadir. Bu
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nedenle adezyon molekullerinin varlidi, ifadesinin artmasi ya da azalmasi kanserin
tani ve tedavisinde dnemli bir yere sahiptir (Pazos and Nader, 2007). FXYDS5, FXYD
ailesinin bir Uyesi olup disaderin ya da anti-adezyon molekuli olarak da
adlandinimaktadir. Bu proteinin, sodyum-potasyum pompasiyla etkilesime girerek
pompanin iglevini duzenledigi, hucre adezyonunda, hareketliliginde ve aktin
organizasyonunda etkili oldugu bilinmektedir. FXYDS5’in hlcre-hucre etkilesiminde ve
hldcre adezyonundaki roli uzun bir hucredigi kisma sahip olmasi ile desteklenmekte
ve ¢ok fazla glikozillendigi distntlmektedir. Normal bir rodent dokusunda molekuler
agirhgina gére 20 kDa’a yakin bir polipeptit elde edilirken, timdérde ve timor kdkenli
insan hucre hatlarinda 50-55 kDa buyukugunde protein elde edilmigtir. Bunun sebebi

hidcredisi kismin agiri glikozillenmesi olarak rapor edilmistir (Lubarski et al., 2011).

Na-K ATPaz siki baglantilarin islevini, iyon ve kuguk molekullerin gegisini
dizenlemekte, hicre haberlesmesi, cogalmasi ve farklilasmasinda rol oynamaktadir
(Park et al., 2011). FXYD5 Na-K ATPaz ile etiklesime girmekte ve hlcre iskeleti
organizasyonunu degistirerek paraselluler (siki baglanti bolgelerinden gegis)

gecirgenligi etkilemektedir.

Kaplan (2005), sodyum-potasyum pompasi alt birimlerinin kanser hlcre hareketini
dizenledigini, birgok epitel hicresinde hlcre hareketinin baskilanmasina katkida
bulundugunu gdéstermistir. Ayrica bu pompanin alt birimlerinin fosfatidilinositol-3-kinaz
yoluyla proteinlerle etkilesime girdigi, bunun sonucunda hucre iskeletinin yeniden

duzenlenmesine ve lamellipod olusumuna neden oldugu gosterilmistir.

Na-K ATPaz, iyon pompasi gorevi diginda sinyal iletici olarak da gorev yapmaktadir.
Disaderin, kanser metastazina iyon hareketlerini degistirerek, protein kinaz C ve ERK

1/2 sinyal yollarini etkileyerek katkida bulunmaktadir (Mohammadi et al., 2001).

Hucrelerin in  vivo kosullarda metastasik potansiyelini gosteren fenotipik
Ozelliklerinden biri, kualtirG yapilan hicrelerde in vitro kosullarda go6zlenen
hareketliliktir. insan karaciger kanser hiicre hatlarinda yapilan ¢alismada, in vitro
kosullarda hucrelerin hareketlilik seviyesinin, in vivo kosullardaki metastaz
yetenegiyle dogru orantili oldugu; ayrica disaderini asirn ifade eden kanser
hicrelerinde metastazin arttigi gérulmastir (Shimamura et al., 2004). Birgok timoérde
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disaderinin fazla ifade oldugu, bu ifadenin ylksek metastazla orantili oldugu

gosterilmistir (Lubarski et al., 2011).

Disaderinin translasyon sonrasi modifikasyonlarinin 6nemli oldugu bilinmektedir.
Normal bir fare bobrek hlcresindeki disaderin ¢cok az karbonhidrat tasimaktadir.
Ancak, kanser hicrelerinde disaderinin yuksek oranda glikozillendigi tespit edilmistir.
O-baglantili glikozillenmenin disaderinin ifade olabilmesi, E-kaderinin baskilanmasi
ve hicre adezyonunun bozulmasi igin gerekli oldugu bilinmektedir (Nam et al.,
2007).

Yaptigimiz calismada derece-1 kolon adenokarsinom olan HT-29 hicrelerinde
disaderin IF boyamasi sonugclari ve RT-PZR ile yapilan disaderin bagil ifade oranlari
birbiriyle uyumlu bulunmustur. Kontrol gruba goére hiperisin uygulanan gruplarda
aktivasyondan 16 saat sonra disaderin ifadesi degismezken, 24 saat sonra hiperisin
konsantrasyonundaki artisa bagl olarak disaderin ifadesi azalmistir. Bu sonuglar
hem RNA seviyesinde hem de hulcresel duzeyde disaderin ifadesinin hiperisin
uygulamasindan etkilendigini gostermektedir. Bu durum hiperisinin  kalsiyum
metabolizmasi Uzerindeki etkisine bagli olarak hucrelerarasi adezyonu saglayan
proteinlerdeki ve sodyum potasyum pompasinin iglevindeki bozulmaya ya da iyon
gegirgenligindeki degisliklere baglanabilir. Benzer sonuglar kolon adenokarsinom
derece-2 olan Caco-2 hucreleri i¢in de gordlmastir. PDT sonrasi hiperisin
konsantrasyonuna bagl olarak uygulama gruplarindaki hicre zarindaki disaderin IF
boyamasi azalmistir, ancak farkli olarak bagil disaderin ifadesindeki azalma 6zellikle
aktivasyondan 16 saat sonra olmustur. Aktivasyondan 24 saat sonra disaderin ifadesi

acisindan gruplar arasinda bir farklilik gérilmemistir.

Batistatou ve arkadaslari (2006), kolorektal karsinoma sahip hastalarin dokularinda
disaderin ve E-kaderinin immunohistokimyasal boyamasini yapmistir. Elde ettikleri
sonuglara goére, primer tumorde disaderin ifadesi E-kaderin ifadesiyle baglantil
bulunmazken, lenf nodu metastazinda ters orantili bulunmustur. Liang ve arkadaslari
(2009) gastrointestinal stromal tumor dokusunda disaderini immunohistokimyasal
boyamislar ve RT-PZR’sini yapmiglardir. Elde ettikleri sonuglara gore disaderin
ifadesindeki artis E-kaderin ifadesinin kaybina neden olmakta, bu da timoérin

guclenmesine ve metastaz yapmasina imkan vermektedir. Ayrica gastrointestinal
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stromal tumarun ilerleyisini tespit etmek igin disaderin ifadesine bakilmasinin umut

verici oldugunu rapor etmiglerdir.

insan hematopoietik kdk hicrelerinde disaderinle hemen hemen ayni, cDNA dizisi
izole edilmis ve disaderinin kok hicre o6zellikleriyle iligkili olabilecegi fikri 6ne
surtlmastir. Disaderin pozitif hilcre populasyonlarinin kdék hlcre transkripsiyon
faktorlerini yuksek dizeyde ifade ettigi, disaderin geni aktarilan hucrelerin hucre
proliferasyon hizinin 2 katina c¢iktigi ve yuksek anti-apoptotik 6zellik gosterdikleri
bulunmustur. Benzer sekilde c¢alismamizda hiperisin konsantrasyonunun artigina
bagli olarak HT-29 hulcrelerinde aktivasyondan 24 saat, Caco-2 hiicrelerinde 16 saat
sonra gorulen disaderin ifadesindeki azalma, konsantrasyon artisina bagh olarak
gorulen apoptozdaki artigla uyum gdstermektedir. Normal islevi sitotoksik bilesikleri
ve ilaglari hiicreden disari atmak olan ABC tasiyicilarindan (ATP Binding Cassette
Transporter) biri olan ABCB1’in protein seviyesinin disaderin aktarilan hucrelerde
arttigi bildirilmistir. Ayrica bu hucrelerin apoptoz direncinin de arttigi goérulmastur
(Park et al., 2011).

Kanser hucresi invazyon ve metastaz esnasinda dokuda kendiliginden hareket
ettiginden, tumor tedavisinde kanser hucre gogunun kontrol edilmesi onemlidir. Hlcre
gocu fibroblast ve epitel hicresi gibi neoplastik olmayan hicrelerde ayrintili olarak
cahsiimistir. Hem neoplastik olmayan hem de kanser hicrelerinde ortak olan
molekuler mekanizmalar ortaya ¢ikartilmistir. Hlcre gogu, birgok sinyal molekulu ile
duzenlenen ¢ok yonlu bir olaydir. Aktin iskeleti ve onun duzenleyici proteinleri gogu

hldcrede gog igin gerekli olmaktadir (Coates et al., 1992).

Aktin, monomerik globuler aktin olarak bulunup filamentéz aktini olusturmak Uzere
polimerize olan, hicre iskeletinin temel elementidir. Aktin baglayici proteinler globuler
ve F-aktin ile etkilesime girerek mikrofilamentdz hicre iskeletinin yapisini
dizenlemektedir (Coates et al., 1992). Epitel hlcrelerinde gugli hucre-hicre
baglantilari ve hlcre zarinin altinda yogun subkortikal aktin iskeleti bulunmaktadir.
Ayrica zardaki E-kaderinlerin yarisi serbestken, diger vyarisi aktin iskeletine
baglanmigtir. Bu baglanti E-kaderinin sitoplazmik bdlgesinin B-katenine, bunun da a-
katenine baglanmasiyla olmaktadir (Schreider et al., 2002).
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Hucrenin herhangi bir bodlgesinde ve herhangi bir zamanda F-aktin miktarindaki
degisiklik aktin polimerizasyonu ve F-aktin depolimerizasyonu arasindaki dengeyi
gostermektedir. Bu degisiklikler, hlcre iskeletinde yeniden dizenlenme ve bazi
hucrelerde polarizasyon ile birlikte gerceklesmektedir. F-aktin iceriginde seri olarak
meydana gelen artis ve azalmalar, hucredeki F-aktin dagihmini yaygin seklinden
odaksal hale cevirebilmektedir (Coates et al., 1992). Calismamizda, hiperisin
uygulamasinin aktin hucre iskeleti organizasyonunda yeniden duzenlenme meydana
getirip getirmedigini tespit etmek Uzere HT-29 hucreleri ve Caco-2 hucreleri Alexa
Fluor 488 isaretli phalloidin ile boyanarak F-aktin dagilimi géruntilenmistir. HT-29
hdcrelerinde hiperisin aktivasyonundan 24 saat sonra, Caco-2 hucrelerinde ise
aktivasyondan 16 saat sonra 0,08 ve 0,15 pM hiperisin gruplarinda F-aktin

organizasyonundaki degisiklikler sonucu F-aktin agregatlari goralmagtar.

Hucre gocu sirasinda aktin hucre iskeleti dinamik olarak yeniden duzenlenmektedir
ve bu dizenlenme go¢ icin gerekli guclu saglamaktadir. Bu olayin inhibe olmasi,
hicre hareketini azalttigindan, aktinin yeniden duzenlenmesindeki molekuler
mekanizmalarin aydinlatilmasi kanser tedavisi igin dnemli olmaktadir (Yamazaki et
al., 2005).

Hucre hareketi 4 sirali olayin déngusu sonucu olmaktadir: zarin baslatici uca dogru
cikinti yapmasi, ¢ikinti yapan bdlgenin zemine tutunmasi, hicre govdesinin buraya
kaydiriimasi ve arka ucun bu bolgeye cekilmesidir. Aktin iskeletinin yeniden
dizenlenmesi bu olaylara dahil olmakta ve bu olay Rho ailesi GTPaz'lar tarafindan
dizenlenmektedir. Kanser hucreleri, farklilasma durumuna goére farkh hicre gogu
mekanizmalari gostermektedir. Hlcre-hucre baglantisina sahip epiteliyal timdrlerde
hicreler beraber tabaka olarak hareket etmektedir (toplu goé¢). Farklilasma
azaldiginda kaderinin islevi baskillanmakta, her bir hucre kendi basina hareket
etmektedir (bireysel gog). Bireysel gogun artigi, tUmor progresyonu igin iyi bir
gosterge olmaktadir. Aktin iskeletinin yeniden duzenlenmesi, kanser hucrelerinin
gocu icin merkezi bir rol oynamaktadir. Aktin polimerizasyonunun (F-aktin) inhibe
olmasli, birgok hucre gogu tipinin baskilanmasina neden olmaktadir. Kanser
hicrelerinde Rho ailesi GTPaz sinyalizasyonu aktive olmakta ve kanser tedavisi icin
iyi bir adaydir (Yamazaki et al., 2005). Rho ailesi uyelerinin, aktin temelli stres
fibrilleri, lamellipodyum, filopodia gibi yapilara katkida bulundugu bilinmektedir
(Nobes and Hall, 1995). Calismamizda hiperisin aktivasyonu sonrasinda hem HT-29
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hem de Caco-2 hucrelerinde yuksek hiperisin konsantrasyonlarinda sitoplazmada
bulunan stres fibrillerinin etkilendigi gorulmustir. Bu durum hiperisinin yuksek
konsantrasyonlarinin Rho ailesi Uyelerini etkilemesinden kaynaklaniyor olabilir.
Ancak calismamizda hiperisinin hicre zari altinda bulunan kortikal aktin filamentleri

uzerine etkisinin daha az oldugu gorulmustuar.

Kanser hucrelerinin hareketini, invazyonunu hedef alan ilaglar kanserle savasta
onemli bir yere sahiptir. Bunlardan biri aktin iskeletini hedef alan ilaglardir. Hucre
iskeletinin yeniden duzenlenmesi ¢gogunlukla hucre-hucre iletigsimi ve hareket kaybi ile
sonucglanmaktadir. Yapilan c¢alismalar mikrofilamentlerde ve ara filamentlerdeki
hasarlarin tumor hucrelerinin - metastazik yetenegini etkiledigini gostermektedir.
HSPO0 tumor hacrelerinde F-aktinle etkilesime girmekte ve aktin iskeletini
sabitlemektedir (Chaturvedi and Sreedhar, 2010). Daha 6nce yapilan ¢alismalardan
elde edilen sonuglar goz onune alinarak, galismamizda her iki hlcre hatti igin yluksek
konsantrasyonda hiperisin uygulamasinin HSP90 ifadesini etkileyerek aktin
organizasyonunu bozmus olabilecedi ileri surulebilir. Aktin filamentindeki hasar,
integrin yapisini, fokal baglanti gelisimini ve sinyal iletimini bozuyor olabilir. HSP90
inhibisyonu hem aktin iskeletinin geri dénisimsiuz hasarina hem de PDT’ye direncin
azalmasina neden olacagindan, kanserin PDT ile tedavisine katki saglayacagi

dusunulmektedir.

Korb ve arkadaslari (2004) tarafindan HT-29 hicrelerinde yapilan ¢alismada, aktini
bozan ajanlar kullanildiginda daha adheren timor hicre sayisinda artis oldugu ve in
vivo da karaciger metastazinda degisiklikler oldugu gordlmustir. Ayrica aktin
fibrillerinin ve mikrotibdl batinligunin metastazik tumor hicre adezyonunu etkiledigi

rapor edilmigtir.

TUumor baskilayici gen olarak tanimlanan Ig super ailesinin bir Gyesi olan kolorektal
kanserde olmayan gen (DCC), HT-29 hucrelerine aktarildiinda fokal baglant
bdlgelerinde integrin seviyesindeki azalma aktin stres fibrillerindeki azalmayla birlikte
gorulmustar. Bu durum kanser hicre gogu ve yayllmadaki azalmayla iligkilendirilmistir
(Matrtin et al., 2006).

Stres proteinleri, c¢ekirdek transkripsiyon faktorleri, matriks metalloproteinazlari

(MMP), adezyon molekdlleri ve sitokinleri iceren bircok molekul, olusan ROS ile
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dizenlenmektedir (Gomer et al. 1996; Kick et al., 1995). Gen ifadeleri, hlicresel
savunma sistemini devreye sokabilir ya da hicrelerde hasari baslatabilmektedir. HSP
araciligiyla ve ER stresi sonucunda induklenen glukoz ile duzenlenen proteinler,
PDT’den sonra hucrenin kurtulma cevabinda islev géren proteinlerdir (Klotz et al.,
2001). Hucreler arasi adezyon molekuld 1(ICAM-1), interldkinler (IL-1, -6) ve MMP-1
IsSima ile aktive olan inflamasyon ve doku hasarina katilan proteinlerdir. PDT,
bagisiklik sistemini dizenleyen sitokinlerin ve metastazda 6nemli olan MMP’lerin gen
ifadelerini degistirme potansiyeline sahip oldugundan, tiumérin uzun vadeli

kontroliinde yararl olmaktadir (Ryter and Tyrrell, 1998).

Vantieghem ve arkadaslar (2002) tarafindan yapilan galismada, hiperisin aracili PDT
sonrasinda olusan ROS, mikrotubul agindaki hasarla iligkili bulunmus ve bunu

anormal kromozomal ayrilma ve mitotik engel izlemigtir.

Mesane kanseri lezyonlarinda hucrelerarasi adezyonun olmamasi, hiperisinin
hdcreler tarafindan segcici olarak alinmasinda 6nemli oldugu Agostinis ve arkadaglari
(2002) tarafindan vurgulanmigtir. Farede olusturulan mesane kanseri modelinde 5
mg/kg hiperisin ve isimadan 24 saat sonra damar sistemindeki ve hlcrelerdeki hasar
kaderin 5, kollajen alfa 1, kollajen 3, integrin alfa 5 ve integrin beta 3 azalmasiyla
iliskilendirilmistir (Bhuvaneswari et al., 2008). integrin yapisindaki degisikligin, hem
hiacredisi matriks proteinlerine, hem de hucre icinde aktine baglanma yeteneginde
kayiplara neden olabilecegi dusuntlmektedir (Pazos and Nader, 2007).
Calismamizda HT-29 ve Caco-2 hucrelerinde hiperisin uygulamasi sonrasinda aktin
organizasyonundaki bozulmalar, hiperisinin integrin yapisinda meydana getirdigi

degisiklikle iligkili olabilir.

Pankreas kanser hilicre hattinda yapilan c¢alismada disaderin ifadesinde degisiklik
olmasi, in vitro kosullarda hicre morfolojisini, aktin organizasyonunu, fokal baglanti
olusumunu ve hicre hareketini ve in vivo kosullarda metastazik potansiyeli
etkilemigtir (Nam et al., 2007). Calismamizda hiperisin uygulamasi sonrasinda
Ozellikle 0,08 ve 0,15 uM hiperisin gruplarinda gorilen disaderin ifadesindeki azalma,
aktin stres fibrillerindeki azalmaya paralel bulunmustur. Bu bulgu, Nam ve arkadaslari
(2007) tarafindan 6nerilen, disaderin ifadesindeki degisikligin E-kaderin bagimli ya da

bagimsiz sekilde aktin organizasyonunu etkilemesi gérusunu desteklemektedir.
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Mikrofilament aginin yeniden dizenlenmesi, apoptozun erken asamasinda aktin
depolimerizasyonu ile birlikte apoptotik cisim olusumunda 6nemlidir (Grzanka et al.,
2003). Bu konudaki bilgilere uygun bir sekilde ¢alismamizda 0,08 uM ve 0,15 yM
hiperisin gruplarinda artan apoptotik cisim olusumu ve apoptoz, bu gruplarda gorulen

aktin fibrillerinde azalma ve aktin agregatlarindaki artisla paralellik gdstermistir.

Yapilan mevcut calisma ile derece-1 HT-29 ve derece-2 Caco-2 kolon
adenokarsinom hucrelerinin hiperisin aracili PDT’ye farkh cevaplar verdigi
gorulmustir. Calismamizda, fototoksisite MTT mitokondriyal aktivasyon testiyle,
canli, 6lU, yuzen, tutunan hicre yuzdesi tripan mavisiyle boyanip sayilarak; hucredeki
olum tipi AO/PI boyamasi, Giemsa ve DAPI boyamasi ile; hucrelerdeki metabolik
aktivasyon dedgisiklikleri biyokimyasal testlerle spektrofotometrik olarak; hucre
dongusundeki degisiklikler akis sitometri analiziyle; hticre iskeleti (F-aktin) ve anti-
adezyon proteini (disaderin) IF boyamayla isik mikroskobunda ve RNA dizeyinde

RT-PZR’si yapilarak incelenmistir.

Elde edilen sonugclara gore, iki htcre hattinin hiperisinin farkli konsantrasyonlarina ve
inkiibasyon suresine verdigi cevapta farkliliklar oldugu gorilmustar. Bu farklihgin iki
hicredeki metabolik yollar, genetik mutasyonlar ve metastazik potansiyeldeki
farklilklardan kaynaklandigi dusunulmektedir. HT-29 ve Caco-2 hucreleri, her ne
kadar p53, APC, acgisindan mutant ve E-kaderin ifadesinin azalmis olmasi gibi ortak
dzelliklere sahip olsa da, farkli dzellikler de tasimaktadir. Ornegin HT-29 hiicreleri
daha az metastazik tip ve daha iyi farkhlasmis hicrelerken, Caco-2 hucreleri daha
agresif ve daha az farklilasmis hicrelerdir. Ayrica Caco-2 hucrelerinde ifade olan Bcl-
2’nin, HT-29 hdcrelerinde bulunmadigi, yalnizca ¢ekirdek zarinda bulundugu
bilinmektedir. Bu farkliliklar hiperisin aracili PDT’ye verilen cevapta, hicre 6lum
tipinin ve zamaninin belirlenmesinde, direng gelisiminde ya da tamir

mekanizmalarinin devreye girmesinde farkliliklara neden olmus olabilir.

Yapilan bu tez calismasindan elde ettigimiz bulgulara goére, PDT’de tercih edilen
olum sekli olan apoptozun her iki hucre igin de 0,08 uM hiperisin konsantrasyonunda
en yuksek oldugu goralmastir. HT-29 hicrelerinde aktivasyondan hem 16 saat hem
de 24 saat sonra apoptotik hicre ylzdesi artmistir. Ancak, Caco-2 hucrelerinde
aktivasyondan 16 saat sonra apoptotik hlicre yuzdesinin daha fazla olmasi, PDT’de

tercih edilmesi gereken inkibasyon suresi sec¢imi igin dnemli bir bulgudur. Ayrica
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apoptotik 6lime uyumlu sekilde hiperisin uygulamasiyla hicre déngusunuan G2/M
fazinda durmasinin, HT-29 hicrelerinde aktivasyondan 24 saat, Caco-2 hucrelerinde
16 saat sonra olmasi, konsantrasyon ve inklibasyon suresi se¢imi agisindan énemli
bir sonugtur. Caco-2 hicreleri tarafindan hiperisinin hicre igine alindigini gosteren
yayinlar diginda bu konuda baska bir galismaya rastlanmadigindan, bu tez galismasi
Caco-2 hucrelerinde hiperisin aracili PDT'nin sitotoksik etkisini ve bu hicrelerde
hiperisinin hicre bolinmesini HT-29 hicrelerine benzer sekilde G2/M fazinda

durdugunu gosteren ilk galismadir.

Hiperisinin etki mekanizmasini aydinlatmak Uzere galismamizda hiperisin aracili PDT
sonrasinda anti-adezyon molekulu olan disaderin, IF boyama ve RT-PZR’si yapilarak
incelenmigtir. Hiperisin konsantrasyonunun artmasiyla disaderin ifadesindeki azalma
ayni zamanda hucre iskeleti elemani olan F-aktin boyamalariyla da paralellik
gOstermistir. Bu sonuglara gore hiperisinin, disaderin proteinini etkileyerek kolon
kanseri hucrelerinde sodyum-potasyum pompasi islevinde degisikliklere neden
oldugunu ve sinyal iletim yollarini igceren birgok mekanizmay degistirdigini
dusunmekteyiz. Ayrica hiperisin uygulamasiyla disaderin bagimli ya da bagimsiz
sekilde hicreici aktin filamenti organizasyonu etkilendiginden, hiperisinin kanser
hicre hareketini ve gocunu azaltan mekanizmalari devreye soktugu ileri surulebilir.
Bu nedenle kanserin hiperisin aracili PDT tedavisinde disaderin ve F-aktinin hedef
molekdiller olabilecegini disinmekteyiz. Hiperisin aracili PDT’nin HT-29 ve Caco-2
hiucrelerinde disaderin ve F-aktin Uzerinde etkilerini gosteren bir calismaya
rastlanmamistir. Bu ¢alisma, hiperisinin kolon kanseri hucrelerinde disaderin ve F-

aktin Uzerine etkilerinin gosterildigi ilk calisma olmasi agisindan da énemlidir.

Hiperisinin etki mekanizmasindaki farkhliklar goéz 6ntne alinarak, hiperisinin kolon
kanseri tedavisi amaciyla kullaniminda in vitro kosullardan elde edilen bu sonuglarin
tedavi slrecine katki saglayacagini dusinmekteyiz. Yaptigimiz bu galismayla, farkl
metastazik potansiyele sahip hicrelerde hiperisin konsantrasyonunun, inkibasyon
suresinin ve diger PDT kosullarinin 6nemi ortaya konmustur. Mekanizmasinin tam
olarak aydinlatiimamasi sebebiyle tedavi amaciyla kullanimina hendz izin verilmeyen
hiperisinin, kullanimda olan diger IDM’den daha az konsantrasyonlarda daha etkili
oldugu g6z 6nune alinarak PDT igin gelecekte tercih edilen bir IDM olacagi
disundlmektedir.  Yapilan bu c¢alisma hiperisinin  etki ~mekanizmasinin
aydinlatiimasina katki saglamaktadir.
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Hiperisinin kolon kanseri hicrelerinde etki mekanizmasinin tam olarak anlasiimasi ve
sitotoksik etkisini daha da guglendirmek igin ileride daha ayrintili galismalar
yapiimahdir. Ornegin hiicre déngusiniun belirli fazlarda durmasini  saglayan
proteinler; aktin filamentinin polimerizasyonundaki sorunlara neden olan dizenleyici
genler ve hlcre adezyon molekdlleri ile olan etkilesimler arastirilabilir. PDT’de birgok
yeni strateji kullaniimaya baslanmistir. Ornegin IDM’ler nanopartikiiller ya da
lipozomlar iginde hedef bodlgelere daha basarili bir sekilde ulastirilabilir; iki fotonlu
PDT ile dokuda daha derin bodlgeye ulasma saglanabilir. Molekller isaretleyiciler
kullanilarak kanserle iligkili olan bir enzimin substrati IDM’ye ve IDM’nin etkisini inhibe
eden moleklle baglanarak dokuya verildiginde, sadece kanser hucrelerinde

fotoaktivasyon olmaktadir.

PDT’nin kolon kanseri tedavisinde cerrahi operasyona ve kemoterapiye destek olarak
kanserin uzun sureli kontroliine yardimci olabilecedi dustinulmektedir. Ancak kolon
kanseriyle yapilan deneysel calismalar henuz yeterli dizeye ulagsmadigindan klinikte
PDT ile tedaviye henuz baslanmamistir. Yapilan bu g¢alismadan elde edilen
sonuglarla kullanilan 1gik siddetinin, hiperisin konsantrasyonunun, inklibasyon
suresinin ve diger PDT kosullarinin optimizasyonuyla hiperisinin kolon kanseri
tedavisinde 6nemli bir yere sahip olabilecegi gosterilmistir. Ayrica hiperisin aracili
PDT’nin derece-1 ve derece-2 kolon kanseri hlcresi Uzerindeki etkisinin farklh oldugu,
HT-29 hucrelerinin aktivasyondan 24 saat, Caco-2 hucrelerinin ise 16 saat sonra
PDT’ye daha basarih yanit verdigi ileri surulebilir. Bu tez calismasinin kolon
kanserinin hiperisin aracili PDT’sinde mekanizmadaki bilimsel boslugun gideriimesine

katki saglayacagi dusunulmektedir.
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