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OZET
Doktora Tezi

FARKLI Thermopsis turcica EKSTRELERININ HepG2 HUCRE HATLARINDA
ANTIKANSER, SITOTOKSIK, GENOTOKSIK MEKANIZMALARININ GEN
EKSPRESYON ANALIZLERI YONTEMIYLE DEGERLENDIRILMESI

Muhammad MUDDASSIR ALI
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damisman: Dog. Dr. Ibrahim Hakki1 CIGERCI

Giinlimiizde bir¢ok geleneksel tibbi bitki, farkli kanser tiirlerini tedavi etmek i¢in yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Benzer sekilde, birgok Thermopsis tiirii, geleneksel oryantal
ilaclarin kaynagi olarak kullanilmaktadir ve tim diinyada sifali bitkiler olarak
adlandirilmaktadir. Bir¢ok tiirii diinyanin farkli bolgelerinde endemiktir. Tiirkiye
endemigi olan Thermposis turcica (T. turcica) min genel antioksidan, antibakteriyel ve
anti-kanser aktiviteleri aciktir, ancak genotoksisitesi ve gen ekspresyonu analizinde,
ozellikle karaciger karsinomasinda, HepG2 hiicre hatti ile ilgili kapsamli arastirmalar
yaptlmamistir. Bu nedenle, bu ¢aligma HepG2 hiicre hatlarinda T. turcica' nin farkli
ekstrelerinin gen ekspresyon analizi yoluyla sitototoksik etkisi MTT yontemi ile,
genototoksik etksisi comet yontemi ile ve apoptotik mekanizmalari aragtirmak {izere
tasarlanmistir. MTT sitotoksisite yonteminde, etil asetat ekstreleri, diger ekstrelere
kiyasla en yiiksek sitotoksik etkiyi gdstermistir. Metanol ekstresi, etanol ekstresi ile
karsilastirildiginda yiiksek konsantrasyonlarda daha fazla etkiye sahiptir. Su ekstresi ve
hekzan ekstresi en az sitotoksik etki gostermistir. MTT sonuclarina bagli olarak
sitotoksik ve nonsitotoksik dozlari sirastyla 200 pg/ml ve 50 pg/ml olarak bulunmustur.
Etil asetat ekstresi, sitotoksik konsantrasyonda en yiikksek DNA hasarini (22.33+1.52)
gostermistir. En az hasar sirasiyla her iki konsantrasyonda su ekstresinde (8.33+1.73;
4.33+0.57) gozlenmistir. 200 pg/ml konsantrasyonda tiim gruplar, kontrol grubundan
onemli Olgiide farkliydir (P<0.05). Ekstrelerin tiim konsantrasyonlarinda PCBP4, Bax,



Bcl-2 ve Bcl-xI genlerinin ifadelerinde baskilanma gozlemlenirken, p53, p21, Siklin D1,
NFKB, TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 genlerinin ifadelerinde uyarilma goézlemlenmistir.
Kaspaz 3, 8 ve 7, ayn1 zamanda, baskilanma goriilen heksan ve su haricinde, farkli
oziitlerin tim dozlarinda ifade edilmistir. DNA tamir genleri sitotoksik olmayan hekzan
ekstresi  konsantrasyonlart ve su ekstresinin her iki konsantrasyonu disinda
diizenlenmistir. T. turcica'nin gesitli ekstreleri, HepG2 hiicrelerinde antikanser
aktivitesi ifade ederken etil asetat ekstreleri ise en yiiksek sitotoksik ve genotoksik

aktiviteye sahiptir.

2017, xii + 69 sayfa

Anahtar kelimeler: Apoptoz, Sitotoksisite, Hepatokarsinoma, Endemik bitki, Hiicre
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ABSTRACT
PhD Thesis

EVALUATION OF ANTI-CANCEROUS, CYTOTOXIC, GENOTOXIC
MECHANISMS VIA GENE EXPRESSION ANALYSIS OF VARIOUS EXTRACTS
FROM Thermopsis turcica IN HepG2 CELL LINE

Muhammad MUDDASSIR ALI
Afyon Kocatepe University
Institute of Science and Technology
Department of Molecular Biology and Genetics Department
Supervisor: Dog. Dr. Ibrahim Hakki1 CIGERCI

Nowadays, many traditional medicinal plants are extensively being used to treat
different kind of cancers. Similarly, many species of Thermopsis have been used as a
source of traditional oriental medicines and considered to be medicinal plants all over
the world. Its many species are endemic in different regions of the world, for example,
Thermopsis turcica (T. turcica) is endemic to Turkey. Its general anti-oxidant,
antibacterial and anti-cancerous activities are evident, but no deep investigations have
been observed in term of genotoxictiy and gene expression analysis, especially on liver
carcinoma, HepG2 cell line. So, current study was designed to investigate the cytotoxic,
genotoxic and apoptotic mechanisms via gene expression analysis of various extracts
from T. turcica in HepG2 cell line. In MTT cytotoxicity assay, ethyl acetate extracts
showed the highest cytotoxic effect, compared to other extracts. Methanol had more
effect at higher concentration compared to ethanol. Water and hexane had the least
cytotoxic effects. Depending upon the MTT results, cytotoxic and non-cytotoxic doses
were selected as 200 pg/ml and 50 pg/ml, respectively. Ethyl acetate showed the highest
DNA damage (22.33+1.52) at cytotoxic concentration. While least was observed in
water extract (8.33+1.73; 4.33+0.57) at both concentrations, respectively. All groups
were significantly differ (P > 0.05) from the control group at 200 pg/ml concentration.
Up regulation of the p53, p21, Cyclin D1, NFKB, TRAIL-R1 and TRAIL-R2 was

observed, Whereas, down regulation was observed in PCBP4, Bax, bcl-2 and bcl-xI



genes at all concentrations of the all extracts. Kaspaz 3, 8 and 7 were also expressed at
all doses of different extracts, except for the hexane and water, where they were down
regulated. DNA repair genes were up regulated except at the non-cytotoxic
concentrations of hexane and at both concentrations of water extracts. Various extracts
of T. turcica, expressed the anti cancerous activity in the HepG2 cells and ethyl acetate

extracts had the highest cytotoxic and genotoxic activity.

2017, xii + 69 pages

Keywords: Apoptosis, Cytotoxicity, Hepatocarcinoma, Endemic plant, Cell cycle,

Genotoxicity.
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1. GIRIS

Insanoglu genis kapsamli saglik sorunlarmi tedavi etmek icin yiizyillardir tibbi ajan
kaynag1 olarak bitkilere glivenmektedir. Dogal ilaglarin sentetik ilaglardan ¢ok daha
giivenli oldugu inanct son yillarda popiilerlik kazanarak, fitofarmasoétiklerin
kullaniminda muazzam bir artisa neden olmustur. Son yillarda, gesitli hastaliklarin
gelisimine kars1 dogal bilesenlerin tanimlanmasi konusunda artan bir ilgi mevcuttur.
Bat1 toplumlarinda bitkisel ilaglar veya saglikli gidalar vasitasiyla niifusun tiikettigi

bitki iiriin ¢esitliligini arttirmaya yonelik bir egilim gorilmektedir (Ahmad et al. 2007).

Potansiyel kemoterapotik ilaglari ortaya c¢ikarmak ve bu potansiyel ilaglarin ortak
kullanim emniyetini belirlemek igin sifali bitkiler incelenmektedir. Tirkiye, ¢esitlilik
acisindan zengin bitki ve flora oOrtiisiine sahiptir. Floradaki cesitlilik, ii¢ fitocografik
bolgenin (Akdeniz, Iran-Turan ve Avrupa-Sibirya) kesismesinden, Giiney Avrupa
floras1 ile Giineybati Asya florasi arasinda bir koprii olmaktan kaynaklanmaktadir.
Tiirkiye ¢ok sayida bitki cinsinin mensei ve g¢esitlendirme merkezi olup, muhtemelen
ekolojik ve fitocografik ¢esitlilik ile ilgili olan bitki tiirlerinin endemizm oran1 floradaki
cesitliligi artirmaktadir. Tibbi bitkiler, Tiirkiye' de bulasict hastalik gibi bazi
hastaliklarin iyilestirilmesinde &nemli rol oynamaktadir (Dagci et al. 2002). Ilag
niyetine kullanilan bitkilerin kisimlari (¢igegi, yapragi, tohumu, kokii, kabugu vb.) etkili
bilesenlerinden dolayr hastaliklarin 1yilestirilmesini saglanmaktadir (Kiiltiir 2007,
Dogan et al. 2010). Tiim diinyada saglikli olmalar1 ve disiikk yen etkileri nedeniyle
kullanimlar1 artmistir (Baytop 1999, Dulger ve Gonuz 2004, Basgel ve Erdemoglu
2006).

Fabaceae familyasinda yer alan Thermopsis cinsi bitkiler, diisiik besi degeri olan zehirli
ve zararlh tiirleri igermektedir. Bununla birlikte, bu cins geleneksel oryantal ilaglarin
kaynagi olarak da kullanilmistir ve tiim diinyada sifali bitkiler olarak addedilmistir.
T. turcica, Tirkiye' de bu cinsin benzersiz bir endemik tiiriidiir. Bati Anadolu' nun i¢
kesiminde Eber Golii ile Aksehir Golii arasinda dar araliklarla yayilmaktadir (Ekim et
al. 2000). "Eber Saris1" veya "Ac1 Piyan" olarak bilinmektedir. Tiirkiye bitkileri Kirmizi

Veri Kitab1 tarafindan kritik durumda olan kategoriye ayrilmis olsa da (Ekim et al.



2000), biyolojik aktivitelerinin arastirilmasi, dogada T. turcica korunumunun 6nemini
artirabilir. Thermopsis tiirleri siirekli olarak c¢esitli alanlarda aragtirilmistir (Tan et
al.1983, Saito et al. 1989, Ozdemir et al. 2008, Liman et al. 2012). Baz1 Thermopsis
tirlerinin flavonoid igeriginde olarak formononetin, krisozol, apigenin, liiteolin,
termopsosid ve sinarozid gibi bilesenler yer almaktadir. Thermopsis ekstreleri
potansiyel hipolipidemik ve antisklerotik ajan olarak calisilmistir (Faizieva et al. 1999,
Khushbaktovaet al.2001, Kotenko et al. 2001).

Thermopsis alterniflora, alkaloidler, flavanoidler, C vitamini, makro ve mikro
elementleri igerir ve tibbi ham madde olarak kullanilmaktadir (Asilbekova 2004). T.
turcica hakkinda literatiirde sinirli sayida arastirma mevcuttur. T.turcica ile ilgili
calismalar antimikrobiyal aktivite, morfoloji ve anatomi, mutajenik potansiyeli,
konvansiyonel ve in vitro teknikler kullanilarak ¢ogalmasinin saptanmasi ve serbest
radikal temizleme aktivitesi, toplam fenolik igerik, antioksidan &zellikleri ile ilgilidir
(Cenkci et al.2009, Korcan et al. 2009, Aksoy et al. 2013, Cigerci et al. 2014).

T. turcica Tiirkiye' ye 6zgii olmakla birlikte anti kanser 6zellikleri, genotoksisitesi ve
molekiiler mekanizmast bakimimdan henliz kapsamli bir sekilde ele alinip
calistlmamistir. Thermopsis tiirlerinin, bitki pargalarimi yutan ¢ocuklarda zehirlenme
kaynagi olduguna inanilmaktadir (McGrath-Hill and Vicas 1997). Literatiirdeki
kaynaklar Thermopsis tiirlerinden hazirlanan ekstrelerin kanser hiicreleri igin sitotoksik
oldugunu belirtmektedir. Bu familyaya ait bitkilerin bilesenleri arasinda anagirin, sitisin
ve tiirevleri, termopsin ve lupanin bulunmaktadir. Bu alkaloidlerin sigir gibi otlatilan
otoburlar icin toksik oldugu gosterilmistir (Keeler and Baker 1990). Bu bilesiklerin
herhangi birinin hiicre dongiisiiniin durdurulmasina, hiicrenin adezyonunu etkileyip

etkilemedigi veya herhangi bir anti-kanser 6zelligi olup olmadig: bilinmemektedir.

Ayrica, anti-kanser, sitotoksik bilesiklerle uyumlu olarak, T. turcica bitki kisimlarinin
kullaniminda, dozajin kontrol edilemeyecegi, kazara yutma ile bile toksik oldugu
gorilmistiir. Yapilacak calismalarda, farkli ekstreler, doza bagimli bir sekilde kanser
hiicrelerine yonelik olarak selektif olacaktir. Bu nedenle, endemik bitki olan T. turcica

nin bircok tibbi 6zelligi oldugu ve farkli hepatoselliiler karsinomanin (HepG2)



tedavisinde kullanilabilecegi diisiiniilebilir. Bu ¢alismanin uygulanmasi, ¢esitli
ekstreleri  kullanarak T. turcica’ dan potansiyel anti-kanser molekilleri ve
genotoksisiteyi tanimlamak iizere biyolojik etkisi olan bitki bilesenlerini

fraksiyonlamaya biiylik 6l¢iide yardimc1 olacaktir.

Insan hepatoseliiler karsinom (HepG2) hiicre hatlar1 baslangigta hepatositlerin bircok
Ozelligini koruyan insan hepatoblastomundan tiiretilmistir ve biyolojik calisma
modellerinde, ayrica ksenobiyotikler i¢in toksisite degerlendirmesinde kullanilmaktadir
(Blaauboer et al.1998).

T. turcica' nin antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerinin ¢alisilmis olmasina ragmen,
insan hiicreleri tizerindeki etkisinin kapsamli bir sekilde arastirilmasi amaciyla herhangi
bir ¢alisma yapilmamistir. Bu nedenle, kanserli hiicre hatlar1 -insan hepatom HepG2
hiicreleri- kullanilarak, hiicre kiiltiirii sisteminde T. turcica’ nin ¢esitli ekstrelerinin
sitotoksik, genotoksik etkilerinin ve etki mekanizmasinin -gen ifadesi analizi yoluyla-

degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amagla sunulan ¢aligsma ile;

1. Anti-kanser ve sitotoksisite testleri HepG2 hiicreleri lizerinde yapilmstir.

2. Genotoksisite degerlendirmesi komet yontemi ile yapilmistir. Komet (tek hiicre
jel elektroforezi) yontemi diisiik seviyelerdeki DNA (Deoksiribontikleik asit)
hasarimni bile belirleyebilmesinden dolay: diger yontemlere gore daha avantajlidir
(Dhawan et al.2009). Ornek basma hiicre sayisinin azhg, diisiik maliyet,
uygulama kolaylig1 ve kisa siirede ¢aligmanin tamamlanabilirligi agisindan da
avantaj1 fazladir.

3. Ger¢ek zamanli PCR kullanarak farkli genlerin ekspresyon diizeyleri
degerlendirilmistir. Bu metodolojiyle cesitli hiicresel yollar, P53, P21, Kaspaz 8,
Kaspaz 3, Kaspaz 7, Bcl-xl, Bcl-2, Bax, Siklin-D1, NFKB, TRAIL R1, TRAIL
R2, PCBP4 ve DNA onarim genleri (ERCC4, OGG1) apoptoz genlerinin gen
ekspresyon diizeyleri belirlenmistir. Bu tiir yollarin g¢alisilmasi, atif yapilan
bilesikle isleme tabi tutulan hiicrede aktive edilen veya inaktive edilen

proseslerin belirlenmesine yardimci olacaktir.



Caligsma sonunda elde edilen ham veriler istatistiki yontemlerle analiz edilerek bulgular
kisminda sunulmustur. Calismadan elde edilen bulgularin bilime olas1 katkilar1 ise tezin

tartisma kisminda verilmistir.



2. LITERATUR BIiLGILERIi
2.1 Thermopsis cinsi

Thermopsis, Orta Asya ve Dogu Amerika' ya 6zgii bir cins olup, Tirkiye' de yalnizca
bir endemik tiir olan T. turcica ile temsil edilmektedir. T. turcica' nin morfolojik olarak
benzersiz Ozelligi, li¢ serbest karpelin muntazam bir sekilde olugmasidir (Tan et

al.1983, Ozdemir et al. 2008 ).

Taksonomik Hiyerarsi

Alem . Plantae

Sinif : Magnoliopsida

Alt sinifim1 : Rosidae

Takim . Fabales

Familya . Fabaceae

Cins : Thermopsis

Tiir . Thermopsis turcica

Thermopsis turcica toprakaltt uzun rizomlu goévdeye sahip, dik 35-80 cm arasi
boylanan, sar1 ¢icekli, otsu bir bitki tiiriidiir. Gévde ve yapraklari uzun yumusak
tiyliidiir. Yapraklar trifoliattir. Cigcek durumu ug¢ kisimda olup, rasemoz seklindedir.
Canak yapraklar sik beyaz tiiylli, ta¢ yapraklar sari, yaklasik 25 mm'dir. Stamenler 10
adet ve serbesttir. Ovaryum 3 karpellidir. Meyve 3-10 tohumlu legiimen (bakla tipi) ve
tiiyliidiir (Ozdemir et al. 2008).

Sekil 2.1 T. turcica’da (A) tek gicekten gelismis 4 serbest karpelli meyve ve (B) tek gicekten
gelismis 3 serbest karpelli olgunlagsmis meyve (Cenkci et al. 2012).



AFYONKARAHISAR

Sekil 2.2 T. turcica’nin yayilis alaninda belirlenen populasyonlar.

Thermopsis cisine ait diger tiirler soyledir:
Thermopsis alpina (Pall.) Ledeb.,

Thermopsis alterniflora Regel & Schmalh.,
Thermopsis barbata Benth.,

Thermopsis bargusinensis Czefr.,

Thermopsis californica S.Watson,

Thermopsis chinensis S.Moore,

Thermopsis dahurica Czefr.,

Thermopsis divaricarpa A.Nelson,

Thermopsis dolichocarpa V.A.Nikitin.,

Thermopsis fraxinifolia (Torr. & A.Gray) M.A.Curtis.,
Thermopsis gracilis Howell.,

Thermopsis gyirongensis S.Q.Wei,

Thermopsis inflata Cambess.,

Thermopsis jacutica Czefr.,

Thermopsis lanceolata R.Br.,

Thermopsis longicarpa N.Ulziykh.,

Thermopsis lupinoides (L.) S.Q.Wei.,

Thermopsis yushuensis (Walter) Fernald & B.G.Schub.,


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-45641
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-32737
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-32714
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-55423
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-41518
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-32715
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-55424
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-41545
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-32716
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-41546
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-41547
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-45648
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-45649
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-55426
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-9001
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-55428
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-45668
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-41555

Thermopsis yunnanensis Gand.,
Thermopsis villosa (Franch.) P.C. Li.,
Thermopsis turcica Kit Tan & al.,
Thermopsis smithiana E.Peter,
Thermopsis robusta Howell.,
Thermopsis rhombifolia (Pursh) Richardson.,
Thermopsis przewalskii Czefr.,
Thermopsis montana Torr. & A.Gray.,
Thermopsis mongolica Czefr.,
Thermopsis mollis (Michx.) A.Gray.,
Thermopsis macrophylla Hook. & Arn.

Bu cinsin diger tiirlerinden olan Thermopsis lanceolate mart ve mayis aylari arasinda
goriilen mavi/yesil kalikse sahip parlak sar1 ¢igekler lireten otsu bir bitki tiiriidiir. Esas
olarak I¢ Mogolistan, Gansu, Ningxia ve Qinghai bolgelerinde bulunan bu cinsin

tirlerinden birisidir (Yong et al. 2007).

Yine bu cinse ait Thermopsis rhombifolia bitkisi mayis ve haziran aymin baslarinda
cicek agar ve av i¢cin mevsimsel gosterge olarak kullanilir. Bakla sekli ve renkleri

sebebiyle "yerel manda fasulyesi" veya "altin fasulye" adlar ile anilmaktadir (Peacock

1992).

2.2 Thermopsis Tiirlerinin Tibbi Ozellikleri

T. turcica yaprak 6zlerinin toplam alkaloid ve anagyrin tipi alkaloid igerigi sirasiyla %
148 ve % 0.69 olarak bildirilmistir (Sener et al.1992). T. turcica Oziitlerinin
antimikrobiyal ve mutajenik etkileri gosterilmistir (Korcan et al.2009, Liman et al.
2012, Bali et al.2014). Her ne kadar sifali bir bitki gibi goriinse de, halk T. turcica' y1
benzerlerinde oldugu gibi sifali bitki olarak kullanmaz. Ornegin, Thermopsis lanceolata
R.Br. yaralar tedavi etmek ve atesi diisiirmek icin ve biinyeyi giliclendirmek icin
kullanilmaktadir yine Thermopsis inflanta Camb. eklem agrilarini iyilestirmek icin

tiiketilir ve tohumlari genel saglik durumunu iyilestirmek i¢in oral olarak siit veya su ile

tonik niyetine tiiketilmektedir (Singh 2012). Diger yandan Thermopsis montana Nultt.


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-32719
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/tro-100354859
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-33290
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-45664
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-41554
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-41553
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-45660
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-41550
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-45655
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-41549
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/ild-41548

Montana tohum tozuyla kaynatilan 6ziitii 1950' lerde Amerika' da oksiiriik ilact olarak
kullanilmigtir (Tilley 2012). Bununla birlikte, Thermopsis yapraklari ya da tohumlarinin
dogrudan evcil hayvanlar tarafindan tiiketilmesi, hayvan kayiplarina veya dogmamis
yavrularda teratojenik etkilere neden olabilmektedir (Keeler andBaker 1990).
Thermopsis tiikketen hayvanlarin = siitiiyle beslenen c¢ocuklarda ve hayvanlarin
yavrularinda, iskelet ve kas bozukluklari rapor edilmistir (McGrath-Hill and Vicas
1997). Thermopsis lanceolate, hayvanlarin zehirlenmesine neden olabilen zehirli
bitkidir, ancak ayn1 zamanda nefes agici, diren¢ kazandiran ve oksiiriik 6nleme islevine

sahip tibbi bitkidir (Yong et al. 2007) .

T. rhombifolia ile hazirlanan etanolik ekstre HT-29 (kolon) ve SH-SY5Y (beyin)
kanser hiicre hatlarina karsi sitotoksiktir ve normal insan hiicre hattina (WI-38) karsi
cok az sitotoksisite sergilemistir. Bu veriler, kuzey ekolojik bdlgelerinde bulunan daha
once denenmemis bitkilerin anti-kanser potansiyelini ve dogal iiriin 6ziitlerinin anti-

kanser potansiyelini incelemek i¢in uygulanabilirligini vurgulamaktadir (Kerneis et al.

2014).

Literatiirde T. turcica bitkisi ile yapilmis c¢aligmalar sinirl sayidadir. T. turcica' nin
yaprak, kok ve kallus ekstrelerinin insan patojenik mikroorganizmalarina (Candida
albicans, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922, metisilin'e dayanikli Staphylococcus aureus,
Salmonella enteriditis, Salmonella sp., Klebsiellapneumoniae, Proteus vulgaris) disk
difiizyon yontemi ile 100 pg/mL konsantrasyonda metabolitler olarak alkaloidler de
dahil olmak tizere giiglii antimikrobiyal bilesikler bulundugu bildirilmistir (Korcan et al.
2009).

Bir baska caligmada, T. turcica' nin su, etanol, metanol, n-hekzan ve etil asetat
ekstrelerinin periyodontopojenik bakteri suslarina karst antimikrobiyal aktivitesini
arastirmis ve insan kanseri ve HGF hiicrelerine karsi antioksidan potansiyel ve
sitotoksik etkileri degerlendirmistir. Etil asetat ekstresi, A. actinomycetemcomitans ve P.
gingivalis' e kars1 etanol ve metanol ekstresine kiyasla daha gii¢lii antimikrobiyal etkiye

sahip oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alisma, T. turcica' nin etanol ve etil asetat ekstrelerinin



HL60 ve K-562 hiicreleri lizerinde sitotoksik etkiler gdsterdigini one siirmektedir. Etil
asetat ekstresi, HL60 hiicrelerindeki etanol ekstresinden daha giiclii sitotoksik etkiye
sahip oldugundan dolay1 etil asetat ekstresindeki bilesiklerin toksik fitokimyasallar

icerdigini gostermistir (Bali et al. 2014).

Aksoy vd. (2013), T. turcica'nin aseton ve metanol ekstrelerinin tiim konsantrasyonlarda
(50, 100, 200 pg/mL) radikal temizleyici etkilere sahip oldugunu ifade etmektedirler
antioksidan aktivite sonuglarina gére BHT'nin radikal temizleme etkisinin, T. turcica' ya
ait aseton ve metanol ekstresinden yiikksek oldugunu bildirilmektedir. Calismanin
sonucunda aseton ekstresi metanol ekstresine kiyasla daha yiiksek radikal temizleme

etkisine sahip bulunmustur.

Thermopsis inflata Camb. (PLP 4213) tohum tozu eklem agrilarmi gidermek igin
kullanilmistir. Tonik olarak oral ya da siit ile de alinabilmektedir (Bhattacharyyal991).
Thermopsis schischkinii (Fabaceae) bitkisinden elde edilen alkaloidler tanimlanarak,
Influenza A (HIN1) 'in tedavisinde kullanilmistir (Tsypysheva et al. 2015).

2.3 Hepatoselliiler kanser (HCC)

Karacigerin malign (kotli huylu) tiimorleri primer veya sekonder olabilir. Cogu
karaciger fonksiyonlari normal olup asemptomatiktir. Karacigerde en yaygin goriilen iki
malign primer tiimorii hepatoseliiler karsinom (HCC) ve kolanjiyokarsinomdur. HCC;
kolanjiyokarsinomadan on kat daha yaygin olup, diinya ¢apinda en yaygin goriilen
malign primer neoplazmalar arasinda bulunmaktadir (Irfan and Dileep 2006). HCC,
diinyadaki en yaygin besinci neoplazi ve kansere bagli oliimlerin, {i¢lincli nedenidir.
Diinya ¢apinda her y11 500.000' den fazla yeni vaka teshis edilmektedir. insidans aralig,
Kuzey Amerika ve Bat1 Avrupa' da her 100.000 niifusa karsilik 10" dan az, Afrika ve
Asya'nin bir boliimiinde 100.000 niifusa kars1 50-150 arasinda degismektedir (Irfan and
Dileep 2006).

Son on yilda, hepatit C virlisliniin enfeksiyon oranlarinin yiiksekligi ve siroz
yonetimindeki iyilesmelerin bir gdstergesi olan HCC insidans1 artmistir. HCC, Ingiltere'

de nadir goriilmekte ve kanserlerin yalnizca% 2' sini olusturmaktadir. Bu nedenle yilda



1500 oliim vakasi goriilmekte ve bu insidans her yil artmaktadir (Irfan and Dileep
2006).

Karaciger kanserine model hiicre hatlarindan biri olan HepG2 hiicreleri, 15 yasinda
Kafkas etnik kokenli bir erkek hastanin karaciger epitel dokusundan elde edilmistir.
HepG2 hiicreleri tek katmanli biiyliyen yapiskan hiicre hattidir. HepG2 hiicreleri,
toksikolojik aragtirmalarda yaygin olarak kullanilir, ¢iinkii ksenobiyotikleri metabolize
etme ve in vivoda meydana gelen deney kosullarini yakalama yetenegi sergilemektedir.
HepG2 hiicreleri, kimyasal karsinogenez ile ilgili islemleri etkileyen faz I ve II
biyotransformasyon enzim aktivitelerinin yiiksek oldugu hiicrelerdir (Knasmuller et al.
2004, Mersch-Sundermann et al. 2004). HepG2 hiicreleri, fonksiyonel reseptoriine
(Roberts et al. 1990), indiiklenebilir glutatyon S-transferaza (Dawson et al. 1985,
Dierickx 1989), siilfotransferaz (Dierickx 1989) ve NAD (P) H: kuinon oksidorediiktaza
(Backman et al. 1991) sahiptir.

2.4 Apoptozis

Hiicre proliferasyonu hiicrelerin normal yasam dongiisiinde temel teskil eder. Ancak
asirt oldugunda DNA’y1 hedef alan herhangi bir karsinojen, bu etkinligi harekete
gecirebilir. Asirt hiicre proliferasyonunun kanserlesmeye yol actigi kabul edilmektedir.
Apoptozis hiicre proliferasyonunu diizenleyen ve zit yonde calisan bir mekanizmadir.
Apoptozis ilk kez 1972’de Ker ve arkadaslari tarafindan “programli hiicre Sliimii”
olarak tanimlanmistir. Apoptozis islevini tamamlamis, yaslanmis veya hasarli hiicrelerin
ortadan kKkaldirilmasinda onemlidir. Apoptozise karsi anormal bir direng gesitli
malformasyonlar, otoimmiin hastaliklar ve kanser gelismesine yol acgabilir. Apoptozis
degisik yollarla diizenlenir. Genel olarak hiicre membranindaki 6liim reseptorlerinin
aktive edilmesi apoptozisi baslatir. Bu reseptorler TNF tarafindan aktive edilen TNF
reseptOriinil, FasLigand tarafindan aktive edilen Fas reseptoriinii ve TRAIL reseptoriinii
igerir. Oliim reseptdrlerinin aktivasyonu kaspaz-8 ve kaspaz-10 gibi baslatic1 kaspazlart
aktivite eder. Baslatic1 kaspazlar kaspaz 3 gibi efektor kaspazlar1 aktive eder, bunlar da
hiicre icin yasamsal olan proteinleri ayristirarak hiicre 6liimiine yol acarlar. Hasarli

mitokondrilerden agiga ¢ikan sitokrom-C ve diger bazi proteinler kaspaz 3’ii daha da
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aktive ederler. Boylece mitokondrial membranin biitiinligiiniin korunmasi apoptozisten
kaginmak igin sarttir. Mitokondri membran biitiinligii c¢ogunlukla Bcl-2 ailesi
tarafindan kontrol edilir. Bu aile hem Bcl-2, Bcl-xI, Bfl-1/A1 gibi antiapoptotik tiyeleri
hem de Bid, Bak, Bad, Bax gibi proapoptotik tiyeleri igerir. Bcl-2 ailesinin proapoptotik
tiyeleri mitokondri dig zarinda porlar olusturarak proapoptotik proteinlerin sitoplazmaya
sizmasint saglarlar. Antiapoptotik {iiyeler ise mitokondri zarinda por olusumunu
engellerler. Bdylelikle apoptozisi arttiran proteinler mitokondriden sitoplazmaya
gecemezler. Bcl-2 ailesinin pro ve 17 antiapoptotik {iyeleri arasindaki denge bir
hiicrenin apoptozise ne kadar duyarli yada direngli oldugunu belirler. Antiapoptotik
fenotipe dogru bir gecis normal hiicrelerin siirekli prolifere olan malign hiicrelere
dontisiimiinii tetikleyebilir. Hepatoselliiler karsinom ve 16semilerde Bcl-2 ailesinin asir1

ekspresyonu rapor edilmistir (Erkan 2007).

2.4.1 HEPG2 Hiicrelerinde Apoptotik Mekanizmalar

Arastirmalar, ekstrinsik ve intrinsik olarak iki ana apoptotik yolun oldugunu, bu iki
yolun birbiri ile baglantili oldugu ve bir yolda rol alan molekiillerin diger yoldakini de
etkiledigini gostermistir. Bu iki yola ilave olarak T-hiicre aracili sitotoksisiteyi ve

perforin-granzim bagimli hiicre 6liimiinii igeren bir yol daha vardir.

2.4.2 Ekstrinsink Yol (Reseptor aracili Apoptozis)

Hiicre 6liim reseptorleri olan Fas ve TNF-R1’in kendi ligandlar ile etkilesime girmesi
sonucu baglar. Fas ligandi (FasL), sitotoksik T lenfositlerde ve dogal oldiirticii (NK)
hiicrelerde bulunur. TNF-R1’in ligasyonu, TNF-R1’e TNF nin baglanmas:1 ile
gerceklesir (Hung ve Chow 2004). Fas ve TNF-R1 kendi ligandlariyla baglandiklarinda
6liim uyaris1 almis olurlar. Fas reseptori, birbirine komsu iki Fas ligandinin birbirleriyle
baglanmas1 sonucu trimer kompleks halinden hexamer kompleks haline doniisiir. Daha
sonra, Fas reseptorii kendisinin intrastoplazmik 6liim bolgesi olan FADD (Fas iligkili
olim bolgesi) ile, TNF-R1 ise kendi intrastoplazmik 6liim bolgesi olan TRADD (TNF-
R1 iliskili 6lim bolgesi) ile etkilesime girer. Boylece O6lime sebep olan sinyal

kompleksi (DISC) olusur. Bu kompleks, prokaspaz 8’in efektdr 6liim bolgesi (DED) ile
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birleserek prokaspaz 8’in aktif formu olan kaspaz 8’in olusumuna neden olur. Kaspaz §;
ya prokaspaz 3’ii aktive ederek hiicre 6liimiine sebep olur ya da Bcl-2 ailesinin {iyesi
olan Bid’in c-terminal bolgesini keserek aktif formu olan tBid’in olusmasina ve bdylece
apoptozisin intrensek yola dogru ilerlemesine neden olur. Hiicreler, bu iki 18 yoldan
birisine daha fazla yatkindirlar. Lenfositler, kaspaz 3 aktivasyon yolunu tercih ederken,

hepatositler intrinsik yola dogru ilerlemeyi tercih ederler.

2.4.3 Intrinsink Yol (mitokondri aracih apoptozis)

Sitotoksik ilaglar, oksidatif stres, iyonize radyasyon, DNA hasari, biiyiime faktor
eksikligi gibi nedenlerle olusabilen 6liim sinyali, Bel-2 ailesinin sadece BH3 bdlgesini
iceren tlyeleri (bid, bad, bim, PUMA, NOXA) tarafindan mitokondriye tasinir.
Intrinsink yolun en énemli béliimii, mitokondri dis membran gergirgenliginde olusan
artistir. MOMP (Mitokondriyal dis membran gegirgenligi)’un Bcl-2 ailesinin sadece
BH3 bolgesini igeren iiyeleri tarafindan olusum mekanizmalart;

a) Timusta bulunan otoreaktif T hiicrelerin ortadan kaldirilmalari, T hiicre
reseptoriiniin (TCR) uyarilmasi ile baslar. Uyarilmis olan TCR, inaktif halde bulunan
Bim’in aktif hale gelmesine neden olur. Aktiflesen Bim; Bax ve Bak’in birbirleriyle
etkilesime girerek oligomerik hal almalarini1 saglar. Bax/Bak oligomerizasyonu
MOMP’u olusturur. T lenfositlerde sitokin eksikliginde IL-2 (Interleukin-2)
reseptOriiniin uyarilmasina bagl olarak gozlenen apoptozis de bu yol ile gerceklesir.

b) Aktif kaspaz 8 eksikligi. Bid’in c-terminal bdlgesinin kesilmesine ve aktif
formu olan tBid’in olusmasina neden olur. Olusan tBid, Bim ile ayn1 yolu izleyerek
MOMP’a neden olur.

c) Sitotoksik T hiicreleri, hedef aldiklari hiicreleri FasL/Fas reseptorii
araciligiyla oldiiriirler. Bunu basaramadiklari zaman degraniile olarak perforin ve
granzim B salimimina neden olurlar. Perforin, hedef hiicre membraninda cep (pot)
olusturarak Granzim B’nin hiicre i¢ine girisini saglar. Granzim B; kaspaz 3, 8 ve Bid’i
hedef alir. Granzim B, prokaspaz 3 ile baglayan siireci baslatabilir ancak
tamamlayamaz. En sonunda granzim B, Bid’1 aktif formu olan tBid haline doniistiirerek
tBid araciligiyla olusan MOMP’u gerceklestirir.

d) DNA hasarinda p53; PUMA ve NOXA’nin sentezini arttirir. PUMA ve

12



NOXA proapoptotik proteinler olan Bax ve Bak araciligiyla MOMP un olusumunu
saglar. PUMA ve NOXA, Bax ve Bak’1 direk olarak aktive edemezler. Antiapoptotik
Bcl-2 veya Bcl-xl; Bim veya Bid’i baglayarak Bim ve Bid’in Bax/Bak
oligomerizasyonunu tetiklemelerini engellenebilir. Iste PUMA ve NOXA; Bcl-2 veya
Bcl-xI’nin baglayict bolgeleri icin Bim ve Bid ile yarisir. Bdylece serbestlesen Bim ve
Bid, Bax ve Bak’in birbirleriyle etkilesime girerek oligomerik hal almalarina ve MOMP
olusumuna neden olurlar. Hangi yol ile olursa olsun O6lim sinyalinin, MOMP
olusumunu gergeklestirebilmesi mitokondriden apoptozisin aktivasyonuna neden olan
basta sitokrom-c olmak tizere Smac/diablo (second mitochondria-derived activator of
caspase/direct IAP binding protein with low pl), AIF (apoptozis indikleyici faktor),
endoniikleaz G ve Omi (HtrA bakteriyal homologu) gibi maddelerin salimina neden
olur. Sitokrom-c; Apaf- 1 (apoptotik proteaz aktiflestirici faktor - 1) ve pro-kaspaz 9’a
baglanarak apoptozom adi verilen oligomerik Apaf-1 kompleksi (7 Apaf-1 + 7 sitokrom-
¢ + 7ATP + 7 Prokaspaz 9 )‘nin olusumunu saglar. Aktiflesen kaspaz 9, prokaspaz 3’
aktive eder. Aktif kaspaz 3, kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitoriinii (ICAD)
inaktiflestirir. Boylece ICAD’1n bagladig: kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD)
serbestlesir. CAD, apoptozisin  karekteristik  bulgularindan  olan  kromatin
yogunlagmasina ve oligoniikleozomal DNA parcalanmasina neden olur. Ayrica aktif
kaspaz 3; ilgili proteinleri (hiicre iskeleti proteinleri aktin veya fodrin, niikleer membran
proteini (lamin A) ve DNA tamirinde rol alan poli ADPriboz polimerazi (PARP)
parcalayarak, apoptotik hiicre morfolojisinin olugsmasin1 da saglar. Smac/diablo;
kaspazlara baglanarak kaspaz inhibisyonuna yol acan IAP’in yerini degistirerek, Omi
ise IAP’1 geri doniisiimsiiz olarak inhibe ederek kaspaz aktivasyonunu saglarlar. AIF;
direkt olarak niikleusa giderek kromatin yogunlagmasimi baslatir ve endoniikleaz G;

kaspaz aktivasyonundan bagimsiz olarak niikleustaki par¢alanmaya katilir.

3-Diger Yollar: Perforin/granzim yolu, granzim B ya da granzim A ile apoptozisi
indiikleyebilir. Ekstrinsik, intrinsik ve granzim B yolu ayni ucta ya da infaz yolunda
odaklanabilir. Bu yol kaspaz 3’iin parcalanmasi ile baslatilabilir ve DNA’nin 20
fragmantasyonunu, hiicre iskeleti ve ¢ekirdek proteinlerinin parcalanmasini, proteinlerin
capraz baglanmasini, apoptotik yapilarin olusumunu, fagositik hiicre reseptorleri igin

ligantlarin ekspresyonunu ve sonug¢ olarak fagositik hiicreler tarafindan yutulma
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basamaklarini icermektedir. Granzim A yolu tek iplikli DNA hasar1 araciligiyla paralel
olan kaspaz bagimli hiicre 6liim yolunu aktive eder. Sitotoksik T lenfositler (CTLs)
konakg¢1 hiicre yiizeyindeki antijenleri tanirlar ve bu sirada yiizeylerinde FasL
olusturarak hedef hiicrenin Fas reseptoriine tutunurlar. CTL’ler sitoplazmalarinda
granzim B (serin proteaz) ve perforin adi verilen, apoptozisin olugsmasini saglayan
proteinler igeren sitoplazmik graniillere sahiptirler. Bu CTL’ler, perforin ile porlar
olusturarak hedef hiicrelerde kaspazlar1 aktive edecek olan granzim B salgilarlar ve
boylece perforinin saliimini igeren yeni bir yol araciligi ile tiimor hiicresi ve viriis
tarafindan enfekte edilmis hiicre lizerinde sitotoksik etkilerini uygulayabilirler. Granzim
A’da ayn1 zamanda apoptozisi uyaran ve kaspaz bagimsiz yolu aktive eden sitotoksik T
hiicrelerinde de 6nemlidir. Hiicrede bir kez granzim A, DNA’az NM23-H1 aracilig1 ile
DNA nicking’i aktive ettiginde bir timor siipressor gen iiretilir. Niikleozomda toplanan
endoplazmik retikilum iliskili (SET) proteinler, normal olarak NM23-H1 (metastaz-
iligkili gen) genini inhibe eder. Granzim A proteaz SET kompleksini pargalar boylece
NM23-HI’in inhibisyonunu serbest birakir bu da apoptotik DNA parcalanmasina yol
acar (Ciftgi 2014).

2.5 Apoptotik Geneleri

2.5.1 P53 Geni

Ik kez 1979 yilinda iki ayr1 grup olan Lane, Crawford ve Linzer, Levine tarafindan
SV40 timor virusunun onco proteini (Large T antijen) ile kompleks yapan bir protein

olarak tanimlanmus (Zilfou et al.2009).

DNA hasart ile aktive olan ATM yolagi ile p53 hiicre boliinmesini G1 fazinda durdurur.
Yine Siklin dependent kinaz inhibitérii olan p21’in p53 ile uyarilmasi, hiicre
bolinmesini G1 fazinda durdurur. P53 aymi zamanda Siklin B1l/cdc2 kompleksinin
fonksiyonunu bozarak G2/M arrestine neden olur (Ashkenazi 2008). P53 aracihi
apopitosis transkripsiyon aracili ve aracisiz olmak {izere 2 yol ile gergeklesir. Aktive
p53 Bax, PIG3 (p53-inducible gene 3), Killer/DR5, CD95 (Fas), PERP (p53 apoptosis
effector related to PMP-22) ve PUMA gibi apopitotik genleri (¢ogu proapopitotik Bcl-2
ailesinden) transaktive eder (Riley et al. 2008). Niikleus disinda p53 iin sitozolik
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aktivitesi de mevcuttur. Iyonize radyasyon sonras1 p53 hizla mitokondride lokalize olur
ve mitokondrial dis membran gecirgenliginin artmasina ve proapopitotik faktdrlerin
intermembran araliga ge¢mesine neden olur (Clair et al. 2006). p53 geninde somatik
mutasyon ¢ok siktir. p53 geninde mutasyonun kalitimi erken yasta meme karsinomu,
sarkomlar, beyin tiimorleri ve adrenal kortikal karsinomlarla seyreden Li-fraumeni
sendromu ve Li-fraumeni- like sendromlara neden olur. Timor supressor mutasyonlari
genellikle frameshift yada nonsense iken p53 mutasyonlar1 missens ve tek amino asidin
degisimi ile karakterizedir. Somatik p53 mutasyonlar1 her tip kanserde goriilmekte iken,
over, 0zefagial, kolorektal, bas ve boyun, larinks ve akciger kanserlerinde %38-50 gibi
yiiksek bir oranda goziikmektedir (Olivier et al. 2010).

Radyasyon DNA hasan
veya (tek veya cift
Kemoterapi bag kirilmasi,
p— niikleotid
cksikligi)
olustugunda

Hiicreye,
DN As1mm
tamir siklusunu
edebilmesi -— G1
icin zaman fazinda
kazandirir. durdurur

Sekil 2.3 P53 gen aktivasyonunun genel mekanizmasi.

2.5.2 P21 Geni

P21 geni, giiglii bir siklin bagimli kinaz inhibitériinii kodlar. Kodlanmig protein, siklin-
siklin bagiml kinaz 2 veya siklin bagimli kinaz 4 komplekslerine baglanir ve inhibe
eder ve boylece G1 faz hiicre dongiisii ilerlemesinin diizenleyicisi olarak islev goriir
(Abbas et al. 2009). G1 sathasinda p53, iyonize radyasyon tarafindan aktive edilerek
p21, GADD45 ve 14-3-3 proteinlerini indiiklemektedir. p21° in indiiklenmesi
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sonrasinda siklin-bagimli kinazlar inhibe edilerek, Rb-E2F kompleksinin devamliligi
saglanmaktadir ve boylece S fazma giris Onlenmektedir. IR sonrast ATM aktive
edildiginde ise, c-ABL 13 kinazin fosforillenmesinin ardindan p21 GADD45’ in
transaktivasyonu gergeklestirmektedir ve boylece yine G1 engeli meydana gelmektedir
(Sohn et al. 2006).Hiicre dongiisii negatif kontroliinde p21°in baz1 iglevleri, p27 ve p57
tarafindan karsilanabilmektedir Son yillarda yapilan arastirmalarin sonuglarina gore;

p21’in "growth arresti" uyardig1 goriilmektedir. (Deschénes et al. 2001).

2.5.3 PCBP4 Geni

CPs veya hnRNP Es olarak da bilinen poli (C) baglayici proteinler (PCBP'ler), gen
ekspresyonu, mRNA stabilizasyonu ve translasyonunu igeren bir¢cok biyolojik proseste
rol oynayan yaygin olarak RNA-baglayici proteinler (RBP'ler) ifade eder (Collier et al.
1998). PCBP ailesinin bes énemli bileseni vardir: hnRNP K, PCBP1, PCBP2, PCBP3
ve PCBP4. biitiin PCBP ailesi tiyeleri, DNA veya RNA hedeflerinde poli (C)-zengin
elementlere baglanmak i¢in gerekli olan 70 amino asidi motifinden olusan birkag
hnRNP K homoloji (KH) alanina sahiptirler (Makeye and Liebhaber 2002). PCBP4
ekspresyonu, DNA hasarina tepki olarak siklin bagimli kinaz inhibitori p21
indiiksiyonunu azaltir. PCBP4, p53'ten bagimsiz olarak p21 ifadesini diizenler. Buna ek
olarak, PCBP4'te eksiklik DNA hasarinda p21 indiiksiyonunu arttirir. Son olarak,
PCBP4'iin p21 mRNA stabilitesini diizenlemek i¢in in vitro ve in vivo olarak p21

transkriptinin 30-UTR'sine baglandigini ortaya ¢ikarmistir (Scoumanne et al. 2011).
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Sekil 2.4 PCBP4'iin apoptoz ve hiicre dongiisii durmasi yolagi (Scoumanne et al. 2011).
2.5.4 Siklin D1 Geni

Siklinler hiicre siklusunun dii- zenlenmesinde rol oynayan proteinlerdir (Sherr 1995).
Kromozom 11ql3’te yer alan siklin D1 (CCND1) geninin iiriinii hiicre siklusunun
progresyonunu baslatarak Rb’yi fosforiller. CCND1’in aktivitesi G1 faz1 siiresince
maksimum seviyede kalir ve p16, p21 ve p27 gibi tiimdr baskilayic1 genler tarafindan
inhibe edilebilir(Gleich et al. 2002). Meme, bas-boyun, 6zofagus, larinks ve akciger
gibi cesitli kanserlerde CCND1 aktivasyonu ya da asir1 ekspresyonunun goézlenmesi
CCND1’deki degisikliklerin karsinogenezde rol oynadigini diistindiirmektedir (Okami
et al. 1999; Toyoda et al. 2000). Yapilan galismalarda HNC’de, tiimorlerin %18-
%58’inde CCND1 amplifikasyonu gozlenmis, genin amplifikasyonu ya da asir

ekspresyonu, niiks, nodal metastaz ve 6liimle iliskilendirilmistir (Gleich et al. 2002).

Siklin D1, hiicre dongiisiiniin G1 faz1 boyunca ilerleme i¢in gereken bir proteindir. G1
evresi sirasinda hizla sentezlenir ve cekirdekte birikir ve hiicre S fazina girdiginde
bozundur. Siklin D1, siklin bagimli kinazlar CDK4 ve CDK6'nin bir diizenleyici
altbirimidir. Protein, G1 / S faz gegisini ve S fazina girisi diizenlemek i¢cin CDK4 / 6 ile
dimerlesir (Baldin et al. 1993).
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2.5.5 Kaspaz Genleri

Kaspaz’lar, zimojen (inaktif haberci) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif
merkezlerinde sistein yer aldigindan, sistein proteazlar olarak adlandirilan bir grup
enzimdir. Su ana kadar kaspazlarin 14 tanesi tanimlanmistir ve ¢ogu apoptozisde rol
almaktadir, Kaspaz-1 (ICE), Kaspaz-2 (ICH-1, Nedd-2), Kaspaz-3 (CPP32, Apopain,
Yama), Kaspaz-4 (ICH-2, TX, ICEren), Kaspaz-5 (ICEreli, TY), Kaspaz-6 (Mch2),
Kaspaz-7 (ICE-LAP3, Mch3, CMH-1), Kaspaz-8 (FLICE, Mch5, MACH), Kaspaz-9
(Mch6, ICE-LAP6), Kaspaz-10 (Mch4), Kaspaz-11 (ICH-3), Kaspaz-12, Kaspaz-13
(ERICE), Kaspaz-14 (MICE). Kaspaz enzimleri biiyiikk bir proteaz ailesidir. Aktif
merkezlerinde sistein aminoasidi tasirlar ve hedefledikleri proteinleri aspartik asit
birimlerinden kestikleri i¢in kaspaz ismini almiglardir (C-Asp-ase; C: sistein aminoasiti

simgesi, Asp:aspartik asit, -ase: kesici enzim eki) (Cohen 1997).

Kaspazlar hiicre icerisinde inaktif zimojenler olarak sentezlenirler ve prokaspaz adim
alirlar. Bu inaktif prokaspaz enzimleri apoptoz sinyalinin alinmasiyla birlikte
aktiflesirler ve aktiflesen bu kaspazlar diger iaktif kaspazlari aspartik birimlerinden
keserek aktiflestirirler. Apoptozun belirgin bir 6zelligi hiicresel protein substratlarin

kaspazlar tarafindan kirpilmasidir (Turk 2007).

Kaspazlar hiicrede iki 6nemli biyolojik yolda gorev almaktadirlar; enflamatuar sinyal
yolu ve hiicre 6liim yolu. Kaspaz ailesinin 7 iiyesi (kaspaz-2, -3 ve 6-10) apoptotik 6liim
yolunda gorev alirken, diger iigii (kaspaz-1, -4 ve 5 ) proinflamatuar sitokinleri
aktiflestirerek savunma sisteminde gorev alir. Iki yol birbirinden farkli olsa da sitokin
aktivatorii kaspazlar ve apoptotik kaspazlar biiyiik benzerlikler gosterirler. Bu
siniflandirmalarin  disinda kalan kaspaz-14 keratinositlerde {retilir ve epidermal

farklilasma siirecinde aktif olarak ¢alisir (Cohen 1997).

Kaspazlar apoptotik yolda “baslaticilar” ve “bitiriciler” olmak {izere iki grupta
toplanirlar. Apoptotik 6liim islem sirasina gore kaspazlardan ilk gorev alanlar baslatici
ya da Oncii kaspazlardir ve bunlarin uzun 6nciil bolgeleri bulunur. Apoptotik yolun daha

sonraki asamalarinda gorev alan kaspazlarin diger iiyeleri ise efektor kaspazlar olarak
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adlandirilir. Efektor kaspazlar baglatici kaspazlar tarafindan aktiflenirler. Her bir kaspaz
enziminin optimum kesme bolgesi vardir ve bu bolge aspartik kesim noktasinin N-
terminalinde bulunan dort aminoasitlik bir motiftir. Bu motifin gorevi, kaspazin hedef
proteininin se¢imini belirlemektir (Turk 2007). Ayrica bu motif ilgili kaspazin peptid
inhibitorlerle inaktive olmasina aracilik etmektir. Kaspaz-2, -8. -9 ve 10 baslatici
kaspazlardandir, kaspaz-3, 6 ve 7 ise efektor kaspazlardir. Baslatici kaspazlarin ii¢
onemli 6zelligi vardir; farkl sekillerde gelen uyarilari, genel bitirici faza tagirlar, yeterli
miktarda bitirici kaspazin aktiflesmesini saglayarak apoptotik sinyalin ¢ogalmasini
saglarlar, 6liimiin en son basamaginda bir kontrol noktast olarak bulunurlar. Kaspazlar
hiicrede yiizden farkli proteini substrat olarak kullanirlar. Kaspaz-3, 6 ve 7 baslatici
kaspazlardan farkli olarak kisa bir N-terminal peptid (23-28 aminoasitlik) bulundururlar.
Substrat ve inhibitor 6zgiilligiinde kaspaz-3 ve 7 genellikle benzerdir. Kaspaz-6 ve 7,
kaspaz-3 tarafindan aktiflestirildigi igin bitirici kaspazlar olarak smiflandirilirlar
(Salvesen and Dixit 1997).

Baslauca:
h’fp;m == | Apoptotik uanyla baslayan Slim singalleri | —)

Apoptotik

o
Mortolojisi

olugur

svpedsed papmsosd @ : ﬂj

DNA tamirinde rolalan poli (ADP-riboz) polimeraz
(PARP),

Hiicre iskeleti proteinleri aktin veya fodrin,

Niikleer membran proteini lamin A

Sekil 2.5 Baslatic1 ve Sonlandirici kaspazlarin mekanizmasi.
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2.6 Pro ve Anti-apoptotik Genelri

2.6.1 Bcl-2 ailesi

Bcl-2 geni, ilk olarak insan B hiicreli folikiiler lenfomada tanimlanmistir. Anti-
apoptotik proteinlere mensup olan Bcl-2 ve Bcl-XL proteinleri apoptoz gibi otofajiyi de
inhibe edebilmektedirler. Bcl-2, 6zellikle mitokondri dis membraninda bulunmakta ve
iyon transportunu diizenlemektedir. Bcl-2 nin mitokondri ile olan iliskisinden dolayz,
antioksidan bir etkiye sahip oldugu boylece oksidan stresin neden oldugu apoptozisi,
baskilayabildigi bulunmustur. Bcl-2 ailesi de apoptozisi indiikleyen Bax, Bad, Bid, Bcl-
Xs ve apoptozis inhibe eden Bcl-2, Bcl-XI genleridir (Tsujimoto 2003).

Apoptozisiindiikleyen, Bax, Bad:Bid. Bel-

y Apoptozisinhibe eden, Bel-2, Bel-XI \

Sekil 2.6 Bcl-2 ailesinin apoptoz indiikleyen ve inhibe eden genleri.

Otofaji kesecigi olusumda gorev yapan Vps34 PI3 kinazin aktivitesinin Atg6/Beclin’i
de igeren bir grup protein tarafindan kontrol edilir. Bcl-2 ya da BcIXL, Beclin’in sahip
oldugu BH3 bdlgesine baglanabilmekte ve bu sekilde onu otofaji iizerinde etkisiz hale
getirebilmektedir (Levine et al. 2008). BclXL’in JNK tarafindan fosforillenmesi
Beclin’e baglanmasin1 zayiflatmakta ve otofajiyi aktive etmektedir. DAPk da benzer
etkiyi Beclin {izerinden gosterebilmektedir. Beclin yaninda, Vps34 diizenleyici
proteinlerden biri olan Bif-1 de hiicre dlimi ile iligkilidir. Bif-1, otofaji yaninda,
Bax/Bak aktivasyonu ile apoptozu da diizenlemektedir. Bcl-2 protein ailesinden, hipoksi

ve apoptozda rol oynayan bir protein olan BNIP-3’lin otofajiyi aktive ettigi c¢esitli
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sistemlerde gosterilmistir (Noble et al. 2008).

Pro ve anti-apoptotik Bcl-2 iiyelerin dengesi, yasam ile 6liim arasindaki segenegi
belirler. Bax sitozolde bulunur. Apoptotik uyar1 alinmasi  halinde mitokondri
membranina baglanir. Burada kiigiik delikgikler “pore” olusumunu indiikler. Boylece
selektif iyon permeabilitesi kaybolur. Sonugta sitokrom ¢ ve apoptozis-indiikleyici
faktor olarak bilinen AIF’iin mitokondriden sitozole ¢ikmasini saglar (Jurgensmeier et
al. 1998).

Bcl-2 ailesinin gérev dagilima

Pro-apoptotik

Mitokondriyi etkilerler

1

Sitokrom c Sitokrom
sitoplazmaya c’nin sitoplazmaya
salrverilir saliverilmesi

baskilamr

Sekil 2.7 Bcl-2 ailesinin gorev dagilimu.

2.7 Toll Benzeri Reseptorleri (Sitokinler) Doku Nekroz Faktorleri

TRAIL, 1995 yilinda iki bagimsiz grup tarafindan tanimlanmig olan, TNF siiper ailesi
tiyesi bir apoptotik liganttir (Wiley et al. 1995a). TNF-alfa’ya %23, Fas-liganda ise %28
amino asit benzerligi olan bir transmembran proteindir (Nagane et al. 2001). TRAIL in
baglanabildigi 5 farkli reseptor vardir. Bu reseptorlerin ikisi (TR-1/DR4 ve TR-2/DR5)
Olim reseptoriidiir ve sitoplazmik bolgede 6liim domainleri bulundurur. TRAIL bu
reseptorlere baglandiginda hiicre ici kaspaz bagimli apoptotik yollar1 indiikler (Sekil
2.8). TR-3/DcR1 ve TR4/DcR2 reseptorleri ise yalanci reseptorler olarak adlandirilirlar.
Bu reseptorler, apoptotik siireci baglatamazlar (Griffith and Lynch, 1998).

21



TRAIL’1n indiikledigi apoptotik sinyal yollar1 sdyle oOzetlenebilir: TRAIL, &liim
reseptorlerine baglandiginda (TR-1/DR4 ve TR-2/DR5), hiicrede dis apoptotik yolagin
aktivasyonu gerceklesir (Sekil 2.8), (LeBlanc and Ashkenazi 2003). TRAIL’in
baglanmasi ile DR4 ve DRS, 6liim birimi i¢eren adaptér molekiil Fas-Associated Death
Domain-containing adaptor molekiil (FADD) araciligiyla, apoptozu baslatict kaspazlar
olan kaspaz 8 ve kaspaz 10’u reseptore ¢ekerek aktive eder. Kaspaz 8 ve kaspaz 10 ise,
efektor kaspazlari, yani kaspaz 3, 6, ve 7’yi aktive eder. Bazi hiicrelerde kaspaz 3’iin

TRAIL aracili aktivasyonu, i¢ apoptotik yolun da indiiklenmesi ile sonuglanir (Ravi and
Bedi, 2002).

,\TRAF2+NIK TRAF

' (ﬂ[p F"”\ I
ctive Iaspase 3%%5‘

e \/‘/ m\

DcR1 clAP

Sekil 2.8 TRAIL reseptorlerinin ve indiikledigi dis apoptotik yolagin sematik gosterimi
(Sanlioglu et al. 2008).

2.7.1 NFKB Geni

NFKB, proliferasyon ve apoptoz sirasinda gen aktivitesini modiile eden bir
transkripsiyon faktoriidiir. NFKB aktivasyonu, kaspaz aktivitesini kisitlayan apoptoz
inhibitorleri ile apoptozu azaltabilir (Connelly et al. 2011). Normalde NFKB
sitoplazmada inaktif formda tutulur, aktive edilince niikleusa geger. Bobrek ve endotel
hiicrelerinde diisiik doz ouabain NFKB 'yi aktive ederek uyarilan apoptozdan hiicreleri

korur (Harwood and Yagoob 2005). NFKB, siklin D1'in ekspresyonunu arttirarak
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cogalmay1 kontrol ederek apoptoz, NFKB'nin inhibasyonu ile arttirilir ve ¢ogalma,

siklin D1 ekspresyonunu azaltilir (Connelly et al. 2011).

2.8 Onarim Genleri

DNA onariminda gorev alan OGG1, ERCCI1, XRCC1, XRCC2, XRCC3, XPC, XPD,
XPF, BRCA2, MREI1, NBSI1, Ku70/80, LIG4, RAD...vb. genlerin polimorfizmleri,
proteinlerin  iglevini ve bireylerin hasarli DNA’y1r onarma kapasitesini
degistirebilmektedir. Eksik onarim kapasitesi de genetik kararsizliga ve dolayisiyla
kanser olusumuna neden olabilmektedir (Goode et al. 2002). Ancak, DNA onarim
genlerindeki polimorfizmler tek baslarina kanser risk c¢esitliligini aciklamak icin yeterli
degildir. Kanserle iligkili somatik mutasyonlarin birikimi sadece DNA onarimindaki
kusurdan degil, hiicre 6lim mekanizmasinin hasarli hiicreleri elimine etme yeteneginin
azalmasindan da kaynaklanir . DNA onarimi, genomik kararsizlik ve apoptozis
birbirleriyle etkilesen olaylar oldugundan, her biri kanserin patofizyolojisinde c¢ok

onemli role sahiptir (Imyanitov et al. 2005).

2.8.1 OGG1 Geni

8-Oksoguanin DNA glikosilaz 1 (OGG1), DNA'dan 7,8-dihidro-8-oksoogenin (80x0G)
eksil eden bir DNA tamir enzimidir. 80xoG olduk¢a yaniltict bir lezondur, azalmis
OGGT1 ekspresyon seviyesi daha yiiksek bir arka plan mutasyon sikligina yol agabilir ve
oksidatif stres altinda bir bireyin kanser riskini artirabilir (Ba et al. 2014).

2.8.2 ERCCA4 Geni
ERCC4, DNA'dan UV-C fotoprodiiktorleri ve hantal adiiktlerin ¢ikarilmasindan
sorumlu olan niikleotid eksizyon onarimi (NER) yolunda 6nemli bir insan genidir. NER

genleri arasinda, ERCC4 ve ERCCI1, ayn1 zamanda, DNA aras1 zincirler aras1 ¢apraz

baglanma hasarmin ¢ikarilmasinda da yer almaktadir (Brookman et al. 1996).
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2.9 Apoptozis, Apoptotik Yol ve HepG2 Hiicre Hattindaki Farkli Kemotoksik

Ajanlar Tarafindan Hiicre Dongiisiiniin Durdurulmasi

'Apoptoz' terimi, modern bilime Kerr ve digerleri tarafindan 1972'de fizyolojik hiicre
Olimiiniin 6zel morfolojisini tanimlamak amaciyla getirilmistir. So6zciiglin kendisi,
yaprak dokiimii anlamina gelen eski bir Yunanca kelimedir ve baslangigta klasik Yunan
ve Roma zamanlarinin tip felsefesi ve felsefi metinlerinde kullanilmistir. Apoptoz veya
programlanmis hiicre 6liimii, 6nceden var olan 6lim programinin kodladigi genomun
diizenlenmis aktivasyonunu temsil etmektedir (Kamuhabwa et al. 2000, Salami and
Tehrani, 2003). Apoptoz, ¢esitli kanser tiirlerinde sitotoksik ila¢ tedavisinden sonra
hiicre Olimiinde belirgin bir yol olarak gdsterilmistir. Apoptozun indiiksiyonu,
antikanser ilaglarin tanimlanmasi igin bir strateji olarak kabul edilmistir (Powell et al.
2003). Hiicre dongiisiinii ve apoptozu kontrol eden hiicresel ve molekiiler yolaklardaki
degisikligin, antikanser ajanlara duyarliligi ve direnci degistirebilecegine dair 6nemli

kanitlar vardir (Ho et al. 2007).

Eurycomanone, Eurycoma longifolianun aktif bir bilesenidir. Eurycomanone, HepG2
tizerinde sitotoksiktir normal karaciger hiicreleri ve WLR-68 iizerinde daha az toksik
etkiye sahiptir. Ayrica, cesitli yontemler, eurycomanone ile muamele edilmis HepG2
hiicrelerinde apoptozun 6liim sekli oldugunu ispatlamistir. Eurycomanone tedavisinden
sonra kromatin yogunlagsmasi, DNA par¢alanmasi1 ve apoptotik maddeler gibi apoptozun
ozellikleri bulunmustur.Bu caligma ayni1 zamanda eurycomanone tarafindan tetiklenen
apoptotik islemin p53 tiimor baskilayici proteinin yukari regiilasyonunu tespit etmistir.
P53'iin yukari-regiilasyonu pro-apoptotik Bax'in arttirilmasi ve anti-apoptotik Bcl-2'nin
azaltilmasi ile takip edildi. Sitoplazmada sitokrom C diizeylerinin artmasi da apoptozun

indiiksiyonuyla sonuglanmaktadir (Jurgensmeier et al. 1998).

Artemisia princeps var. orientalis (APME), Asya'da iyi bilinen geleneksel bitkidir.
APME hiicre dongiisii tutulmasini saglayan tiimdrlerin ilerlemesinde Snemli rol
oynamaktadir. Bir¢ok calisma, cesitli fitokimyasallarin insan kanseri hiicrelerinde hiicre
dongiisiiniin - durmasin1  sagladigin1 ve Artemisia tiirlerinin, ¢esitli insan kanseri

hiicrelerinde Gl veya G2/M evrelerindeki hiicre dongiisiiniin  engelledigini
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gostermektedir. APME 'nin boylece, hiicre c¢ogalmasini inhibe ederek ve hiicre
dongiisiinii durdurdugu, HepG2 ve Hep3B hiicrelerinde antikanser etkili oldugu ifade
edilmektedir. Bu c¢alismada, APME, hepatokarsinoma hiicre hatlarinda Onemli

antioksidan ve anti kanser aktivitesi arastirilmistir.

HepG2 hiicrelerinde Aspidosperma polindron' undan ekstrakte edilen indol alkoloid
aspidosperminin (antiparazitik) sitotoksisite, genotoksisite ve etki mekanizmasi (gen
ifadesi analizi yoluyla) degerlendirilmistir. Sonuglar, aspidospermin ile tedavinin
sitotoksik (75IU'dan baslayarak) ve genotoksik (50I.M'den baglayan) oldugunu
gostermistir.  Asagidaki  genlerin  ekspresyonunda belirgin  bir modiilasyon
goriilmemistir: (ksenobiyotik metabolizma); CAT (oksidatif stres); TP53 ve CCNA2
(hiicre dongiisii); (Endoplazmik retikulum stres); Kaspaz 8, Kaspaz 9, Kaspaz 3, Kaspaz
7, Bcl-2, Bcel-xI ve Bax (apoptoz); PCBP 4 ERCC4, OGG1, RAD21 ve MDH1 (DNA
onarimi1). HepG2 hiicrelerinde 50 pl konsantrasyonda (sitotoksik olmayan ancak
genotoksik olan), CYP1Al (ksenobiyotik metabolizma) ve APC (hiicre dongiisii)
ekspresyonunda belirgin bir artis gozlenmis ve 100 pl konsantrasyonda CYP1Al
ekspresyonunda (ksenobiyoik metobolizma), GADD153 (endoplazmik retikulum stres)
ve SOD (oksidatif stres) ekspresyonlarinin tespit edilmistir (Marcarinive et al.2015).

Hoechst boyama sonucuna dayanarak, eurycomanone ile yapilan tedavinin HepG2
hiicrelerinde DNA fragmantasyonuna neden oldugu tespit edilmistir. Interniikleozomal
DNA pargalanmasi, erken bir apoptoz olayini gostermek icin birincil biyokimyasal
ozelliktir ve hiicre 6liimii yolundan geri doniisiin olmadig1 bir noktay: temsil eder (Allen
et al. 1997). Hiicrelerin ¢ekilmesi, DNA yogunlasmasi, niikleer ve plazma membran
konviilsiyonu ve niikleer parcalanma eurycomanon ile tedavi edilen HepG2
hiicrelerinde gozlenmistir.Tamoksifen ile islenen hiicrelerin pozitif kontrolii benzer
niikleer fliioresans sergilediginden elde edilen verilerin kabul edilebilecegini
gostermistir. Bu gozlemler, eurycomanon tedavisi ile apoptotik bir yolak olustugunu

kanitlamistir (Zakaria et al.2009).
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2.10 Komet Yontemi

Hiicrelerde bulunan DNA UV, radyasyon, reaktif oksijen (ROS) ve reaktif azot tiirleri
(RNS) gibi birgok ¢evresel etmen ve kimyasallarin saldirisina ugrar. Bilyiik hastaliklarin
etiyolojisiyle DNA hasarinm iliskili oldugu gosterilmistir. Ozellikle nérodejeneratif
hastaliklar, yaslanma ve kardiyovaskiiler hastaliklarla oksidatif DNA hasari
iliskilendirilmistir. Karsinogenezin cesitli evrelerinde DNA hasar1 patolojik agidan
incelenmistir. Oksidatif DNA hasar1, sigaranin, kanserojenlerin, besinlerle alinan
antioksidanlarin veya UV isinlarinin insan sagliina etkisinin izlenmesinde énemli bir
kriter olarak diisiintiliir. Oksidatif DNA hasarinin Olg¢lilmesi i¢in ¢esitli yontemler
Onerilmis olsada Komet tahlili spesifik olarak biitiin DNA hasarlarmi 6l¢gmek igin

kullanilir (Gyori et al. 2014).

Komet yontemi in vitro ve in vivo olarak DNA hasarinin degerlendirilmesinde yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir (Dalrymple et al. 2015). Hizli, giivenilir ve basit bir
biyokimyasal teknik olmasi komet yonteminin son yillarda gelistirilmesini saglamigtir
(Darrag and Fayyad 2014). Tek hiicreli jel elektroforezi (SCGE) olarak da
bilinmektedir. Komet yonteminin temel ilkesi basittir. Agaroz jel i¢ine gomiilmiis
hiicrelerin parcalanmasindan sonra elektroforez islemi ile yliriitilmesine dayanir.
Elektroforez islemi aninda hasar gormemis DNA’lar olduklar yerde kalirken, kiriklar
ortaya ¢ikar. Kirtlmig DNA pargalar1 kuyruklu yildiz seklinde bir yapi olusturur. Daha
sonra bu kuyruklu yildiz seklindeki DNA, DNA baglayict bir boya (6rnegin etidyum
bromur) kullanilarak goriiniir hale gelitirilir. DNA’da olugmus hasarin derecelerini
degerlendirmek i¢in kuyruklu yildizin sekli, boyutu ve icindeki DNA miktar1 ol¢iliir.
Komet yonteminin analiz protokolii ¢esitleri DNA capraz baglari, tek iplik kiriklart ve

cift iplik kiriklarinin dl¢iilmesidir.

Komet yonteminin 6zellikleri numune bagina az bir miktar hiicreye ihtiyacinin olmasi
ve bireysel olarak veri saglamasidir. Komet yontemi biyolojik gdzlem, radyasyon
biyolojisi, gevresel toksikoloji, beslenme calismalari ve kanser caligmalari da dahil
olmak iizere DNA hasarmin incelenmesinde kullanilir. Komet yonteminde kuyruklu
yildiz goriinlimiinde DNA' larin skorlanmasi gorsel olarak veya goriintii analiz

yazilimlari ile degerlendirilebilir (Gyori et al. 2014).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Materyaller

3.1.1 Kullamilan Cihazlar ve Kitler

Sogutmali santriflij (Hettich)

Floresan mikroskop (Olympus)

Isik mikroskobu (Olympus)

-20°C Derin dondurucu (Ugur)

-80°C derin Dondurucu (Ugur)

Manyetik karistirict (Hangping, Variomag)
Vorteks (Niive NM 110)

Pipetler (0,5-2 pl, 0,5-100 pl, 50-200 pl, 200-1000 pl, 1-5 ml) (Gilson)
Hassas terazi (Sartorius)

10. Distile su cihazi (Niive)

11. Elektroforez diizenegi (Biolab)

© 0 N o g b~ w0 DR

12. Hotplate (Thermolyne)

13. pH metre (Hanna Instruments)

14. Lam (IsoLab)

15. Homojenizator (Ultra Turrax)

16. Mikro santrifiij (Stratagene)

17. Karstirici (Labart)

18. Kaynar su banyosu (WiseCircu)

19. NanoDrop Cihazi (ND 1000)

20. ThermoScript™ RT-PCR (cDNA Sentez Kiti) (Invitrogen)
21. Power SYBR® Green PCR Master Mix (Life Tech)
22. Ultrapure Dnase/Rnase ari Su (Life Tech)

23.0.2 um PES membran steril filtre (1000 ml)
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3.1.2 Cahsmada Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanislari

Normal erime noktal agaroz (NMPA) ¢ozeltisi

0,02 gr NMPA tartilip iizerine 2 ml 1X’lik PBS eklenip ve sitilarak % 1’lik NMPA

¢ozeltisi hazirlandi ve 1sitici tabla tizerinde 1sitilan lamlarin {izerine yayildi.

Diisiik erime noktah agaroz (LMPA) cozeltisi

0,016 gr LMPA tartilip tizerine 2 ml 1X’lik PBS eklenip 1sitilarak % 0,8’lik LMPA

¢Ozeltisi hazirlandi.
Lizis tamponu
Stok lizis soliisyonu 100 mM EDTA, 2,5 M sodyum kloriir, 10 mM trizma base’den

olugmaktadir. % 1 oraninda triton X-100 ve % 10 oraninda DMSO balon jojeye alinarak

tizeri stok soliisyonla 100 ml’ye tamamlandi. pH 10 olarak ayarlandi.

Elektroforez tamponu

Alkali elektroforez ¢ozeltisi | mM EDTA ve 300 mM Sodyum hidroksit tartilip 500

ml’ye tamamlandi ve pH> 13 olacak sekilde ayarlandi.

Etidyum bromiir ¢ozeltisi

10 mg etidyum bromiir 50 ml distile suda ¢oziilerek 200 pg/ml’lik stok etidyum bromiir
cozeltisi hazirlandi.  Stok c¢ozelti oda sicakliginda saklandi. Stok etidyum bromiir

cozeltisinden 1 ml alinip distile su ile 10 ml’ye tamamlanarak 20 pg/ml’lik etidyum

bromiir ¢ozeltisi hazirlandi.

28



%70’lik Etil Alkoliin Hazirlanmasi (100 ml)

%96’l1k etil alkolden 72,9 ml alinip iizeri dH2O ile 100 ml‘ye tamamlandi.

Ornegin hazirlanmasi

Tripsin-EDTA (% 0,25 tripsin, % 0,02 EDTA) 100 ml stok soliisyondan, 15 ml’lik
falkon tiiplere 10’ar ml eklenerek, -20 °C’de saklandi.

Penisilin/10 mg Streptomisin, 100x stok

Stok soliisyondan 15 ml’lik falkon tiiplere 5’er ml olacak sekilde eklenerek, -20 °C’ye
kaldirildu.

Fetal Bovin Serum (FBS)

Stok soliisyondan (500 ml), 50 ml’lik falkon tiiplere 50’ar ml eklenerek, -20 °C’de

saklandi.

RPMI 1640 Besiyeri

L-Glutamin ile HEPES 25 mM igerir. Likit, kullanima hazir, 2-8 °C’de son kullanim

tarihine kadar saklanabilir.

RPMI 1640 komplet besiyeri hazirhgi Madde Voliim Final konsantrasyon

RPMI 1640 83.5 ml komplet besiyeri igerisine 15 ml % 15” lik FBS (fetal calf serum)

ve Penisilin/Streptomisin, 1.5 ml % 1 (1x) eklenerek hazirlandi.

MTT’nin Hazirlanmasi

10 mg MTT 10 ml PBS ile ¢ozdiiriildi. 0.22 um capindaki filtreden gegirilerek steril

edildi. Her kullanimda taze hazirlandi.
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3.2 Metot
3.2.1 Bitkilerin toplanmasi

T. turcica Mayis 2015'te Ciceklenme doneminde Tiirkiye Afyon 38N, 31 18'49 "E,
arastirmaci tarafindan Sultandagi, Derecine, Kavakli koy, Koprilioz, 965 m, Aksehir
Golii civarinda toplanmigtir. Bitki materyali, Afyonkocatepe Universitesi'ndeki

herbaryuma birakilmistir.

Resim 3.1 Bitkilerin toplanmasi.

3.2.1.1 Bitki ekstraksiyonu

Toplanan bitkiler oda sicakliginda 4-7 giin boyunca kurutuldu. Kurutulmus bitkiler (30
g) ogiitiilerek toz haline getirildi ve oda sicakliginda 24 saat boyunca 450 ml etanol,
metanol, etil asetat (EtAc), n-heksan ve su ile ii¢ kez ekstre edildi. Ekstreler siiziildii ve
40 °C'de doner buharlastirict ile kuruyana kadar konsantre edildi. Ekstreler,

kullanilincaya kadar karanlikta 4 °C'de sakland.
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3.2.1.2 Hiicre Hatlarim Kiiltiirlenmesi

Insan hepatom HepG2 hiicre hatti Eskisehir Anadolu Universitesi, Biyoloji Boliimii
Ogretim tiyesi Prof. Dr. H. Mehtap KUTLU' dan temin edildi. RPMI 1640 igeren,% 15
sigir fetusu serumu, % 1 antibiyotik ile desteklenmis besiyeri hazirlandi. Dondurulmus
hiicre hizl1 bir sekilde ¢ozdiiriildii. Besiyeri dnceden 1sitildi. Soguk viyaller sivi azottan
cikarildi ve hemen 37 ° C su banyosuna yerlestirildi ve yaklasik % 80 ¢oziilene kadar
beklendi. Bu islem bir dakikadan fazla siirmedi. Materyal hizlica pipetle siseye alindi,
uygun miktarda 6rnek eklendi ve 5 dakika siire ile 1000 rpm'de santrifiije edildi.
Stipernatant atild1 ve pellet, 2 ml vasat ile yeniden siispanse edildi. Hiicreler tiipten 25
cm?lik flasklara aktarildi. Flaska 4 ml besiyeri ilave edildikten sonra inkiibatore
yerlestirildi. 24 saat siire ile hiicrelerin tabana yapigsmasi beklendi. Yapisik olmayan
hiicreleri uzaklastirmak icin flasktaki besiyeri atilarak yerine 4ml yeni besiyeri eklendi.

Yine hiicreler % 80 konfluent oluncaya kadar inkiibe edildi. Besiyeri her 3 giinde

degistirildi.

Resim 3.2. HepG2 hiicrelerinin mikroskop goriintiisii (a: 20-30% konfluent; a: 85-95%
konfluent).

3.2.1.3 Hiicrelerin Pasajlanmasi
Hiicreler % 80’lik  konfluenti sagladiktan sonra 75 cm?'lik bir flaska aktarildi.

Pasajlama (alt kiiltiir veya hiicrelerin bdliinmesi olarak da bilinir) az sayidaki hiicrenin

yeni bir kaba aktarilmasindan ibarettir. Besiyeri dogrudan aspirasyonla uzaklastirildi.
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Tripsin-EDTA (cm? basina 0.02-0.03 ml) 3 ml eklenerek 4-6 dakika inkiibe edildi. Daha
sonra, trypsin-EDTA ile ayrilmis hiicre, taze besiyerine aktarildi. Besiyeriyle birlesen
Ornegin toplam miktari, tripsin EDTA miktar1 ile esitti. Bu karisim, 1000 rpm'de 5
dakika siireyle santrifiije tabi tutuldu. Stipernatant atildi. Pelet, 2-3ml taze besiyeri ile
karistirildi. Ardindan, 75 cm? flaska eklendi ve inkiibatore yerlestirildi. Yine besiyeri

her 3 giinde bir degistirildi ve %80 lik konfluent elde edilinceye kadar inkiibe edildi.
3.2.1.4 HepG2 Hiicrelerinin Sivi Azotta Saklanmasi

Flask yiizeyinde hiicre yogunlugu % 80-90 oldugunda mediyum atildi. Hiicrelerin
tizerine 4 ml tripsin-EDTA eklenerek flask yiizeyinin her tarafina yayilmasi saglandi.
Flasklar 37° C ve % 5 CO, igeren inkiibatdrde 4-6 dk iinkiibasyona birakildi. Hiicreler
flask ylizeyinden kalkinca igerisinde 4 ml mediyum bulunan falkonlara alindi.
Falkonlar 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atilarak pellet lizerine 4 ml
mediyum eklendi ve pellet mediyum yardimiyla ¢o6zdiiriildii. 800 rpm’de 5 dk santrifiij
edildi. Stipernatant atilarak pellet iizerine soguk % 5 DMSO igeren FBS eklendi.
Hiicreler buz igerisinde bulunan kryo tiipe alindi. Sivi azotta dondurularak ilerleyen

zamandaki ¢alismalar i¢in saklandi.
3.2.1.5 Hiicre Sayimi ve Hiicre Canlihginin Tripan Blue Yoéntemi ile Belirlenmesi

Flask yiizeyinde hiicre yogunlugu % 80-90 oldugunda mediyum atildi. Hiicrelerin
tizerine 4 ml tripsin-EDTA eklenerek flask yiizeyinin her tarafina yayilmasi saglandi.
Flasklar 37° C ve % 5 CO, igeren inkiibatdrde 4-6 dk iinkiibasyona birakildi. Hiicreler
flask yiizeyinden kalkinca igerisinde 4 ml mediyum bulunan falkonlara alindi. Faklon
800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Sitipernatant atilip hiicrelerin iizerine 2 ml mediyum
eklendi ve hafifce pipetaj yapildi. Hiicre siispansiyonundan 50 pl alinarak, 50 ul tripan
blue ile karistirildi. Karisim 5 dk inkiibasyona birakildi. Karisimdan thoma lamina 10 pl
aktarilarak sayim yapildi. Canli hiicreler parlak goriintirken 6l hiicreler maviye
boyandi. Siispansiyonun mililitresindeki hiicre sayisin1 hesaplamak ic¢in agsagidaki

formiil kullanild:

Toplam canl1 hiicre sayisi/ml = Sayim sonucu x 10*x 2
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3.2.1.6 MTT Yontemi ile Thermopsis turcica’nin LDsy Dozunun Belirlenmesi

Sitotoksisite deneyi mikrokiiltiir tetrazolyum analizi (MTT (3- (4,5) -dimetiltiazol-2-yl)
-2,5-difenil tetrazolyum bromiir deneyi) ile gerceklestirildi. Hiicreler tripsinize edildi ve
mikroskop yardimiyla sayildi. Canli hiicre sayr eldesi i¢in tripan mavisi kullanildi.
Hiicreler sayildiktan sonra 96 kuyucuklu plaklara yerlestirildi. Her kuyucuga yaklasik
200 ul mediyum kondu ve 20 bin hiicre ilave edildi ve 24 saat inkiibe edildi. 24 saat
sonra besiyeri uzaklastirildi ve her bir bitki ekstresinin farkli konsantrasyonlart (50
pug/ml, 100 pg/ml, 200 ug/ml, 300 pg/ml, 400 pg/ml) ilave edilmistir. Kontrol grubu
i¢cin,% 1 DMSO ile muamele edilmis hiicreler kullanildi. Bitki ekstreleri ile muamele
edilen hiicreler 24 saat inkiibatorde tutuldu. Ertesi giin, her bir kuyucuk hacminin %10

hacmi olacak sekilde MTT soliisyonu ilave edildi.

4 saat boyunca tekrar inkiibe edildi. 4 saat sonra, her bir MTT ile birlikte tiim ¢ozelti
aspire edildi ve her kuyucuga DMSO (300 pl) ilave edildi. 15 dakika sonra ELIZA
okuyucusundan 540 nm'de okumalar alindi. Sonuglar, DMSO ile muamele edilmis
hiicreleri normalize edilen, 540 nm'de absorbansi % 50 distiriilmiis 6ziit konsantrasyonu

olan bir ICsy degeri olarak ifade edildi. Bu parametre {i¢ kez tekrarlandi.

3.2.2 Genotoksisite Deneyi

3.2.2.1 Komet Yontemi

MTT sitotoksisite testine bagli olarak, sirasiyla sitotoksik ve sitotoksik olmayan dozlar
200 ug/ml ila 50 pg/ml olarak segildi. Komet yontemi, her ekstre igin sitotoksik
konsantrasyon (200 ug/ml) ve sitotoksik olmayan konsantrasyon (50 pg/ml) igin
gerceklestirilmistir. Deney kiiltiirlerinden yaklasik 1x 10° hiicre, kuyucuga konfluent
olunca 24 saat siireyle stabilize edildikten sonra asagidaki deneysel islemler uygulandi:
kontrol (% 1 DMSO, diger islemlerde kullanilan konsantrasyonun aynisi), daha once
MTT sitotoksisite deneyinin sonuglarina dayanilarak secilen T. turcica sitotoksik
olmayan ve sitotoksik konsantrasyonu alindi. 24 saatlik islemden sonra hiicreler PBS ile
yikandi, tripsinize edildi, 5 dakika siireyle santrifiije edildi ve daha sonra kiiltiir

ortaminda yeniden siispanse edildi. Yeniden siispansiyon haline getirilmis hiicrelerin 20
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ul'si ve 120 pl LMP,% 0.5 karigimi, normal erime noktali agarozlu (% 1.5) olan
onceden hazirlanmis slaytlara uygulandi. Daha sonra, slaytlar bir lizis ¢6zeltisinde bir
saat tutulduktan sonra elektroforez tamponu icinde 40 dakika bekletildi ve sonra 20
dakika boyunca elektroforez uygulandi. Bu adimdan sonra, slaytlar soguk distile su ile
notralize edildi. Slaytlarin boyanmasi etidyum bromid (20 pg / ml ile yapildi. Komet

skoru hesaplandi ve hasar derecesine bagli olarak 0-4 arasinda skor alind1.

Resim 3.3. Sitotoksisite ve genotoksisite testleri i¢in hiicrelerin kiiltiire edilmesi.

3.2.3 RNA izolasyonu

HepG2 hiicrelerinde T. turcica'nin etki mekanizmasini degerlendirmek igin ekstrelerin
apoptoz ve DNA onariminda rol oynayan anahtar genlerin ekspresyonu tizerindeki etkisi

gRT-PCR teknigi kullanilarak test edildi.
RNA izolasyonu igin, HepG2 hiicreleri (1 x 10°), 25 em?' lik kiiltiir flasklarma ekimi

yapildi. Hiicreler % 70 ile % 80" lik konfluent elde edilinceye kadar 1-2 giin inkiibe

edildi. Her bir ekstrenin, sitotoksik olmayan konsantrasyon ve sitotoksik
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konsantrasyonu 24 saat boyunca hiicrelere uygulandi. Hiicreler toplandi ve steril fosfat

tamponu (PBS) ile yikand1 ve toplam RNA, RNAeasy kiti ile izole edildi.

3.2.3.1 Protokol

Hiicreler 1000xg de 5 dakika boyunca 2 ml'lik ependorf tiipiinde santrifiij edildi. Hiicre
peletine 400 ul tampon RL ilave edildi ve vorteksleme ile iyice karistirildi. B -ME,
tampon RL'ye ilave edildi. Ardindan lizat 2 ml'lik alic1 tiipiine ve homojenlestirme
dondiirme-kolonuna dikkatlice aktarildi. 2 dakika maksimum hizda santrifiij edildi.
Bundan sonra tizerine 350 pl % 70 etanol ilave edilerek pipetle homojenize edildi. Daha
sonra ¢okelti 2 ml alic1 tiipii igcinde RNA baglayict dondiirme-kolonuna yerlestirildi ve 1
dakika siire ile 11.000xg olarak santrifiij edildi.

DNI1 tamponu yikandiktan sonra 400 pl ilave edildi ve 11,000xg'de 1 dakika santrifiij
edildi. Dondlirme kolonundan ¢ikarildi, siipernatant dokiilerek tekrar alici tiipiline
yerlestirildi. 650 pl yikama RBW tamponu ilave edildi ve 11,000xg'de 1 dakika santrifiij
edildi. Ardindan, dondiirme kolonundan c¢ikarildi, siipernatan1 dokiildi ve tekrar
ayristirma tiipiine kondu.350 pl yikama RBW tamponu ilave edildi ve 11,000xg'de 2
dakika santrifiije edildi. Son olarak, dondiirme-kolonuna yeni ayristirict tiip (1.5-2 ml)
yerlestirildi ve dogrudan membrana 40-60 pl RNaz’dan ilave edildi. Materyal
11.000xg'de 1 dakika siireyle santrifiije tabi tutuldu. RNA, daha sonraki analizlerde

kullanilmak tizere -20 °C' de sakland.

3.2.3.2 RNA Saflik kontrolii ve cDNA Sentezi

Cikarilan RNA'nin saflig1 ve konsantrasyonu A260/A280 absorbans oranlari temelinde
nanodrop UV-spektrofotometre ile teyit edilmis ve c¢DNA (20 pul), ireticinin

protokoliine gore bir birinci dizi cDNA Sentez kiti (Thermo Scientific) ile liretilmistir.

0.2 veya 0.5 mL'lik bir tiipte kombine primer (50 uM Oligo (dT) 20, 50 ng/ul, RNA ve
dNTP karistirilarak DEPC ile islenmis su ile hacmi 12 pl'ye ayarlandi.
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Bilesik primer miktari 1 Wl RNA (10 pgila 5 pg)
X ul 10 mM dNTP karigimi 2ul
DEPC ile islenmis su 12 pl olarak tamamlandi

Daha sonra 65 °C'de 5 dakika inkiibe edilerek RNA ve primeri denatiire hale
getirildikten sonra buz iizerine yerlestirildi. Daha sonra ana reaksiyon karisimi buz

tizerinde hazirlandi ve hafifce vortekslendi. Tek Reaksiyon Bileseni asagidaki gibidir.

5x cDNA Sentez Tamponu 4 ul
0.1MDTT 1 ul
RNaseOUT™ (40 U/uL) 1l
DEPC ile islenmis su 1 ul

ThermoScript™ RT (15 birim/pl) 1 pl

Buz iizerinde her reaksiyon tiipiine 8 pl temel reaksiyon karisimi pipetlendi. Uygun
cDNA sentez sicakligina 1sitilmis termal dongiileyiciye aktarildiktan sonra 55 °C'de 45
dakika inkiibe edildi. Ardindan 85 °C'de 5 dakika inkiibe edilerek reaksiyon durduruldu.
cDNA sentez reaksiyonlari, PCR i¢in kullanilana kadar -20 ° C'de saklandi.

3.2.4 gQRT-PCR Vasitasiyla Gen Ekspresyonunun Analizi

Nicel gercek zamanli PCR (qRT-PCR) uyguland: (Strategene Mx3005P QPCR sistemi,
ABD). Spesifik PCR kosullar1 altinda kullanilan apoptotik ve DNA onarim genlerinin
primeri Tablo 1'de gosterilmektedir. Asagida belirtilen RT-PCR karisimi bahsedilen

miktarlarda kullanild.

RT-PCR karigimu: Quantity
SYBR Green karisimi 10 pl
Meri primer (10 pmol/ul) 1 ul
Reverse primer (10 pmol/pl) 1wl
Damaitilmis su 7 ul
cDNA 1 ul

Genlerin amplifikasyonu, Maxima SYBR Green boyasiyla (Thermo Scientific) tespit
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edildi. Deneyler Uglii olarak gerceklestirildi. Her bir hedef genin gen ekspresyon
seviyesi, endojen B-aktin (ACt) genine normalize edildi. Gen ekspresyon degerleri daha

sonra asagidaki formiile gore hesaplandi (Pfaffl, 2001).

AACt = (Cthedef gen — CtB-aktin)deneysel grup — (Cthedef gen — CtB-aktin)kontrol grup

Cizelge 3.1 Primer sekanslar, apoptotik ve onarim genlerinin PCR kosullari.

Genler Sekanslar PCR Kosullar: Dongiilr
B-aktin F-5°CACCCCAGCCATGTACGTTGC3’ baslangic: 95°-10dak; 94%- 40
R-5’CCGGAGTCCATCACGATGCCA3’ 1m/62°c-1 m/72¢°-1 m
Bax F-5’CGCCTCACTCACCATCTGGAAZ’ baglangig: 95°¢c-10 dak; 40
R-5°CCTCAAGACCACTCTTCCCCA3’ 94°c-1 m/58°-1m/72%-1 m
Bcl-2 F-5°GAGGGGCTACGAGTGGGATGC3’ baglangig: 95°¢-10 dak; 40
R-5’GGAGGAGAAGATGCCCGGTGC3’ 94°c-1 m/62°c-1m/72°c-1 m
TRAIL-R1 F-5GAGAAGTCCCTGCACCACGAC3’ baslangig: 95°¢-10 dak; 40
R-5’CCGGAAAGTTCCTGGTTTGCAC3’ 94°c-1 m/59°c-1m/72°-1 m
TRAIL-R2 F-5"TCCTTACCTGAAAGGCATCTGC3’ baslangic: 95°c-10 dak; 40
R-5’GTCGTTGTGAGCTTCTGTCCA3’ 94°c-1 m/57°-1m/72%-1 m
Siklin -D1 F-5>’ATGCTGGAGGTCTGCGAGGAA3’ baglangig: 95°¢c-10 dak; 40
R-5>’CGACAGGAAGCGGTCCAGGTA3’ 94°c-1 m/60°c-1m/72%-1 m
P21 F-5°CCGTGAGCGATGGAACTTCGAC3’ baslangig: 95°¢-10 dak; 40
R-5TGGGAAGGTAGAGCTTGGGCA3’ 94°¢-1 m/60°¢c-1m/72°c-1 m
P53 F-5°CGGAGGTCGTGAGACGCTG 3’ baslangig: 95°¢-10 dak; 35
R-5’CACATGTACTTGTAGTGGATGGTGG3’ 94°¢-1 m/60°c-1m/72°c-1 m
NFKB F-5>GGTGCGGCTCATGTTTACAGC3’ baslangig: 95°¢c-10 dak; 40
R-5>’GCGTCTGATACCACGGGTTCC3’ 94°c-1 m/59°c-1m/72%-1
Kaspaz 8 F: 5 GCAAAAGCACGGGAGAAAGT 3’ baslangic: 95°C de 5 dak; 40 40
R: 5’TGCATCCAAGTGTGTTCCATT 3’ déngii 95°C de 20 5,60°C de
30 s ve 72°C de 20 s;1dongit
95°Cde10s
Kaspaz 3 F: 5> GTGCTACAATGCCCCTGGAT 3’ Baslangig: 95°C-10 dak; 94° 35
R: 5> GCCCATTCATTTATTGCTTTC 3’ €.1 dak/58°C -1 dak/72°C -1
dak
Kaspaz 7 F: 5 GTGCTACAATGCCCCTGGAT 3’ baslangic: 95°C de 5 dak; 40 40
R: 5’GCCCATTCATTTATTGCTTTC 3’ déngii 95°C de 20 5,60°C de
30 s ve 72°C de 20 s;1dongii
95°Cde10s
Onarim
genleri
ERCC4 F: 5 CGCAAATATAACACCACCTTG 3’ baslangig: 95°C de 5 dak; 40 40
R: 5 CACCTCCCTCGCCGTGTA 3’ déngii 95°C de 20 5,60°C de
30 s ve 72°C de 20 s;1dongii
95°Cde10s
0GG1 F: 5 AATTCCAAGGTGTGCGACTG 3 baslangic: 95°C de 5 dak; 40 40

R: 5’CGATGTTGTTGTTGGAGGAAC3’

doéngii 95°C de 20 5,60°C de
30 s ve 72°C de 20 s;1dongit
95°Cde10s

37



3.2.5 Istatistiksel Analiz
Komet analizinden elde edilen veriler varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmustur (p

<0.05) ve grup ortalamalarinin karsilastirilmas: Duncan testi ile yapildi. Gen ekspresyon

analizi, referans geni [-aktin kullanilarak normalize edilmistir (Pfaffl, 2001).
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4. BULGULAR

4.1 Hiicre Canlihg1 Test Sonuclari

Konfluent oranm1i % 40-50 oldugunda Kkiiltiir ortamindaki mediyum alinip kiiltiir
mediyumu ile diliie edilmis T. turcica'nin 50 ug/ml, 100 pg/ ml, 200 ug/ ml, 300 ug/
ml, 400 pug/ ml) ve kontrol olarak % 1 DMSO ilave edildi. Farkli T. turcica’nin
konsantrasyonlarda ¢esitli ekstrelerinin sitotoksik etkileri ile ilgili sonuglar ¢izelge 4.1.
ve sekil 4. 2'de gosterilmektedir.

T. turcica’'nin 50 ug/ml konsantrasyonlarda etil astetat ekstresinin uygulanmadigi grupta
hiicre canliligmin en yiiksek %85,58+2,29 oldugu gorildi ve 400 pg/ml
konsantrasyonlarda  15,38+1,02 gozlemlendi. Etil asetat, diger ekstrelerle
karsilastirildiginda en yiiksek sitotoksik etkiyi gdsterdi. Metanol, etanol ile
karsilastirildiginda daha yliksek konsantrasyonda daha fazla etkiye sahiptir. Su en az
sitotoksik etkiye sahiptir. Heksan ekstresi, su ve kontrol ile karsilastirildiginda daha
fazla sitotoksik etki gostermistir. Hiicrede sitotoksik etki sirasiyla, 250 ug / ml ila 400
pug / ml arasinda bulunmustur. Tiim ekstrelerde hiicre canliliginda, doza bagimli bir
sekilde azalma gozlendi. Daha yiiksek dozlarda, hiicre canliligi daha diisiik olmasina

ragmen ekstre konsantrasyonu azaldike¢a hiicre canlilig1 artis gostermistir.

ICso degerlendirilirken; kontrol grubu diger gruplar ile tek tek kiyaslandi. Kontrol yiizde
yiiz canli olarak kabul edilerek, T. turcica ektresinin inhibisyon konsantrasyonu (ICs)
belirlendi. Oysa metanol, etanol, etil asetat, hekzan ve su igin ICsy degerleri sirasiyla
195£10 pg/ml, 21015 pg/ml, 185+10 pg/ml, 240+20 pg/ml 250424 pg/ml olarak
tespit edilmistir.
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Cizelge 4.1 Farkli konsantrasyonlarda T. turcica ekstrelerinin sitotoksik etkileri ile ilgili
sonuglar.

Konsantrasyonlar

% hiicre canhihig1 (Ort.£St. Sapma)

Etanol Metanol Etil asetat Heksan Su Kontrol
400 pg/ml 18,81+1,17 16,19+1,11  15,38+1,02  38,51+2,00  40,25+3,44  100+0,00
300 pg/ml 40,58+2.,99 38,39+0,00 33,28+3,44 4191+3,44  43,27+1,86  100+0,00
200 pg/ml 57,29+3.41 48,15+3,44  42,44+2,00 57,03+0,14 61,92£544  100+0,00
100 pg/ml 83,14+1,56 82,00+£1,44  75,15+0,00 87,92+0,00 89,86+3,44  100+0,00
50 pg/ml 91,88+4,02 89,88+2,32  85,58+2,29 93,84+1,39 95,99+2,13  100+0,00
120
100
80
g m Etanol
%ﬂ m Metanol
& 60 EEtil asetat
g = Heksan
E mSu
mKontrol
40
20
0
konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.1 Farkli konsantrasyon serileri (50 pg/ml, 100 pg/ ml, 200 ug/ mi, 300 pg/ ml, 400 ug/

ml) T. turcica'nin gesitli ekstrelerinin HepG2 hiicresi tizerindeki sitotoksik etkileri.
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4.2 T. turcica'mmn Farkh Ekstrelerinin Genotoksisite Analizinin Sonuglar:

MTT sitotoksisite testine bagli olarak, sitotoksik ve sitotoksik olmayan dozlar sirasiyla
200 pg/ml ve 50 pg/ml olarak segildi. Sitotoksik ve sitotoksik olmayan
konsantrasyonlarda farkli ekstrelerin neden oldugu genotoksisite sonuglar1 Cizelge 1'de
gosterilmektedir. Tiim gruplarda, 200 pug /ml konsantrasyonda DNA hasar skorlarindaki
artis kontrol grubundan anlamli olarak farklilik gostermistir. Etil asetat, sitotoksik
konsantrasyonda en yiiksek DNA hasarim1 (22.33 + 1.52) gosterdi. Her iki
konsantrasyonda su ekstresinde sirasiyla en az hasar (8.33+1.73; 4.33+0.57) gozlendi.

Metanol, sitotoksik konsantrasyonda 2. en yiiksek DNA hasarini (19 + 1) gosterdi.

Cizelge 4.2 T. turcica'nin sitotoksik ve sitotoksik olmayan konsantrasyonlarda farkli
ekstrelerinin DNA hasar skorlar1

DNA Hasari (Arbitrary Unit)

Ekstreler (Ortalama+SD)*
200 pg/ml 50 pg/ml

Etanol 18+1% 10+1°
Metanol 19+1% 9.67+1.52°
Etil asetat 22.33£1.527° 10+12
Heksan 9.33+1.15° 54+2°

Su 8+1.73° 4.33+0.57°
Kontrol 3+1.0° 3+1°

Ayni harfle ifade edilen ortalama P <0.05 diizeyinde istatistiksel olarak farklilik gostermez. (SD: Standart
Sapma).

4.3 HepG2 Hiicre Dizisinde Apoptotik ve DNA Onarim Genlerinin Mesajc1 RNA
(mRNA) Ekspresyon Seviyeleri

T. turcica'nin farkli ekstrelerinin apoptotik ve onarim gen ekspresyonu ile ilgili veriler

Cizelge 4.3, 4.4,4,5 'de gosterilmektedir.

T. turcica’'min metanol ekstresi hiicrelere 24 saat siireyle uygulandigi zaman kontrol
grubuna goére 50 ve 200 pg /ml dozu uygulanan gruplarda p53 mRNA ekspresyon
diizeylerinin sirast ile +1,67 ve +2,47 misli uyarildigir goriilmektedir. Bu uyarilmanin
200 pg /ml lik konsantrasyonda fazla oldugu anlagilmistir. T. turcicanin etanol
ekstraktinin 50 ve 200 pg /ml konsantrasyonlarinda p53 geni mRNA ekspresyon
diizeyleri sirasiyla +2,08 ve +2,94 misli uyarildig1 goriilmektedir. Etil asetat ekstresinin

uygulama sonuglarinda ise p53 geninin ifadesinde uyarilma oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 4.3 Apoptotik genlerin mRNA ekspresyon diizeyleri.

Gruplar Apoptotik genleri
Gruplar P53 P21 Kaspaz3 Kaspaz8 Kaspaz7 PCBP4 Siklin
D1
Kontrol +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
*Metyo +2.47 +1.92  +1.97 +1.97 +2.87 -0.80 +1.26
*Metsy +1.67 +155 +1.31 +1.31 +1.25 -0.90 +1.21
*Etae +2.94 +1.97 +1.90 +1.90 +1.23 -0.97 +2.59
*Etasg +2.08 +1.44 +1.35 +1.35 +1.13 -1.80 +1.38
*Etilyg +2.51 +1.91 +1.97 +1.97 +2.53 -1.76 +1.85
*Etilsp +2.22 +1.38 +1.45 +1.45 +1.86 -1.10 +1.54
*Hekyo +1.85 +2.10 -0.86 -0.96 -0.84 -0.41 +1.24
*Heksy +1.68 +1.96 -0.83 -0.83 -0.29 -0.29 +1.93
Suz0 +2.89 +225 -0.71 -0.79 -0.47 -1.48 +1.53
Susg +2.34 +1.12 -0.43 -0.43 -0.36 -1.78 +1.21
*Met=Metanol; *Eta= Etanol; *Etil= Etil asetat; *Hek= Heksan , + = uyarilma, - = baskilanma

Uyarilma diizeyleri 50 ve 200 pg/ml’de sirastyla +2,22 ve +2,51 oldugu goriilmiistiir.
Etil asetatin uygulanmasi iki gruptada yakin degerler vermistir. T. turcica nin hekzan

ekstresi hiicrelere 50 ve 200 pg/ml dozda uygulanmistir. Uygulama sonunucu kontrole
gore uyarilma gozlenirken 50 ve 200 pg/ml dozlarimin uyarilma diizeyleri sirast ile
+1,68 ve +1,85 olarak belirlenmistir. T turcica’nin su ekstrakti diger ekstreler gibi p53
genini uyarmistir. Uyarilma diizeyleri 50 ve 200 pg/ml dozlarinda sirastyla +2,34 ve
+2,89 misli olmustur. Ayrica p53 geninin uyarilma diizeyinin en fazla oldugu, su

ekstresi 200 pg/ml dozu gostermistir (Cizelge 4.3).

T. turcica ekstreleri hiicrelere uygulandigi zaman metanol ekstraktinin P21 geni
uyarilma diizeyleri kontrole gore kiyaslandiginda 50 ve 200 pg/ml dozlarinda sirasiyla
+1,55 ve +1,92 kat1 arttig1 goriilmektedir. P21 genine 50 ve 200 pg/ml etanol ekstresinin

uyarilma diizeyleri sirastyla +1,44 ve +1,97 misli oldugu goriilmektedir. Bu uyarilmanin
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200 pg/ml dozda daha yiiksek oldugu goriilmektedir. P21 geninde etil asetat etkisi
uygulanan 50 ve 200 pg/ml dozlarinda sirasiyla +1,38 ve +1,91 kat oldugu
goriilmektedir. Diger eckstreler gibi hekzan ekstreside kontrole kiyasla uyarilmay1
saglarken 50 ve 200 pg/ml dozlarinda sirasi ile +1,96 ve +2,10 kat oldugu
goriilmektedir. T. turcica’nin sulu ekstresi hiicrelere 24 saat uygulandiginda 50 ve 200
ug/ml dozlarinda uyarilma diizeyleri sirasi ile +1,12 ve +2.25 misli oldugu goriilmiistiir.
Bu uyarilma 200 pg/ml’de daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica biitiin ekstrelerin
uygulama dozlarina gore en yiiksek diizeyde ifade dozu 200 pg/ml dozu olup ifade
diizeyi +2,25 kat oldugu goriilmiistiir.

Apoptotik genler olan kaspazlar T. turcica ekstrelerinin uygulanmasi sonucu bazi
uygulamalarda baskilandig1 goriiliirken, bazi uygulamalarda uyarildiklar1 goriilmiistiir.
Kaspaz 3 geninin T. turcica uygulama sonuglari kontrole gore, 50 ve 200 pg/ml metanol
ekstresinde sirastyla +1,31 ve +1,97 misli uyarildigi gorillmistir. T 7. turcica nin
etanol ekstresi 50 ve 200 pg/ml dolarinda kontrole kiyasla kaspaz 3 genini sirasiyla
+1,35 ve +1,90 kat uyarmistir. Bu uyarilma 200 pg/ml dozda daha fazla oldugu
goriilmiigtiir. T. turcica etil asetat ekstresi ekspresyon diizeyleri kaspaz 3 geninde
uyarildigi goriilmiistiir. 50 ve 200 pg/ml dozlarda kontrole kiyasla uyarilma diizeyleri
sirastyla +1,45 ve +1,97 kat oldugu gorilmiistiir. Kaspaz 3 geninin ekspresyon
diizeyleri T. turcica hekzan ekstresine baskilanmis olup 50 ve 200 pg/ml dozlarda
sirastyla baskilanma diizeyleri -0,83 ve -0,86 misli oldugu goriilmiistiir. T. turcica sulu
ekstresi ise kaspaz 3 geninin ekspire diizeylerini hekzan gibi baskilamis olup, 50 ve 200

pg/ml dozlarinda sirastyla -0,43 ve -0,71 misli baskilanmig oldugu goriilmiistir.

Kaspaz 8 geninin T. turcica uygulama sonuglar1 kontrole gére 50 ve 200 pg/ml metanol
ekstresine sirasiyla +1,31 ve +1,97 misli uyarildig1 gorilmistiir. T. furcica nin etanol
ekstresi 50 ve 200 pg/ml dolarinda kontrole kiyasla kaspaz 8 genini sirastyla +1,35 ve
+1,90 kat uyarmistir. Bu uyarilma 200 pg/ml dozda daha fazla oldugu goriilmiistiir. T.
turcica etil asetat ekstresi ekspresyon diizeyleri kaspaz 8 geninde uyarildigi
goriilmiistiir. 50 ve 200 pg/ml dozlarda kontrole kiyasla uyarilma diizeyleri sirasiyla
+1,45 ve +1,97 kat oldugu goriilmiistiir. Kaspaz 8 geninin ekspresyon diizeyleri T.

turcica hekzan ekstresinde baskilanmis olup 50 ve 200 pg/ml dozlarda sirasiyla

43



baskilanma diizeyleri -0,83 ve -0,96 misli oldugu gorilmistiir. T. turcica sulu ekstresi
ise kaspaz 8 geninin ekspre diizeylerini hekzan gibi baskilamis olup, 50 ve 200 pg/ml

dozlarinda sirastyla -0,43 ve -0,79 misli baskilanmis oldugu gortilmiistiir.

Kaspaz 7 geninin T. turcica uygulama sonuglari kontrole gére 50 ve 200 pug/ml metanol
ekstresinde sirasiyla +1,25 ve +2,87 misli uyarildig1 gortilmustiir. T. turcica nin etanol
ekstresi 50 ve 200 pg/ml dolarinda kontrole kiyasla kaspaz 7 genini sirasiyla +1,13 ve
+1,23 kat uyarmistir. Bu uyarilma 200 ug/ml dozda daha fazla oldugu goriilmdstiir. T.
turcica etil asetat ekstresi ekspresyon diizeyleri kaspaz 7 geninde uyarildigi
goriilmistlir. 50 ve 200 pg/ml dozlarda kontrole kiyasla uyarilma diizeyleri sirasiyla
+1,86 ve +2,53 kat oldugu goriilmiistiir. Kaspaz 7 geninin ekspresyon diizeyleri T.
turcica hekzan ekstresinde baskilanmis olup 50 ve 200 pg/ml dozlarda sirasiyla
baskilanma diizeyleri -0,29 ve -0,84 misli oldugu goriilmiistiir. Bu baskilanmanin 200
pug/ml doz uygulamasinda daha fazla oldugu goriilmistiir. T turcica sulu ekstresi ise
kaspaz 7 geninin ekspre diizeylerini hekzan gibi baskilamig olup, 50 ve 200 pg/ml

dozlarinda sirasiyla -0,36 ve -0,47 misli baskilanmis oldugu goriilmiistiir.

Apoptotik yolun bir diger geni olan PCBP4 T. turcica uygulanmasinda biitiin uygulama
gruplarinda baskilandigi  goériilmiistiir. T. turcica metanol ekstresi hiicrelere
uygulandiktan sonra kontrole kiyasla baskilandigi gériilmiis olup, 50 ve 200 ug/ml doz
uygulamasinda sirasiyla baskilanma diizeyleri -0,90 ve -0,80 misli baskilamistir. T.
turcica’nin etanol ekstresi kontrole kiyasla PCBP4 geninini basklamigtir. 50 ve 200
png/ml dozlarda sirasiyla baskilanma diizeyleri -1,80 ve -0,90 kat baslandigi
gorilmiistiir. Bu baskilanmanin 50 pg/ml dozda daha yiiksek oldugu bulunmustur. T.
turcica’nin etil asetat ekstresinin PCBP4 genini baskilamistir. Bu baskilanma kontrole
kiyasla 50 ve 200 pg/ml dozlarinda sirasiyla -1,10 ve -1,76 misli oldugu goriilmiistiir. T.
turcica’nin hekzan ekstresinin uygulamarinda PCBC4 geni baskilanma gosterirken, bu
baskilanma 50 ve 200 pg/ml dozlarda baskilanma diizeyleri sirasiyla -0,29 ve -0,41
misli oldugu goriilmiistiir. T. turcica’nin su ekstraktt HepG2 hiicrelerinde PCBP4 genini
baskilarken, bu baskilanma 50 ve 200 pg/ml dozlarinda sirasiyla -1,78 ve -1,48 kat

oldugu gosterilmistir.
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Apoptotik yolun dger bir geni olan siklin DI geni biitiin ekstrelerin uygulama
dozlarinda kontrole kiyasla uyarilirmistir. T. turcica metanol ekstresi kontrole kiyasla
50 ve 200 pg/ml dozlarinda sirasiyla +1,21 ve +1,26 kat uyarilma diizeyi gostermistir.
T. turcica etanol ekstresi hiicrelere uygulandiginda siklin D1 geni kontrole kiyasla 50 ve
200 pg/ml dozlarinda sirastyla +1,38 ve +2,59 misli uyarildig1 gosterilmistir. T. turcica
etil asetat ekstresi siklin D1 geninin ekspresyon seviyelerni kontrole kiyasla uyarmis
olup, 50 ve 200 pg/ml dozlarinda sirasiyla uyarilma diizeyleri +1,54 ve +1,85 oldugu
goriilmiistiir. Hekzan ekstresi 50 ve 200 pg/ml dozlarinda sirasiyla +1,93 ve +1,24 misli
uyartlmistir. Sulu ekstrakta diger ekstreler gibi siklin D1 geninin ekspresyon diizeylerini
uyarmistir. 50 ve 200 pg/ml dozlarda uyarilma diizeyleri sirasi ie +1,21 ve +1,53 kat

attig1 gorilmistir.

T. turcica ekstreleri HepG2 hiicrelerine uygulandiktan 24 saat sonra antiapoptotik ve
proapoptotik genleri baskiladigi gosterilmistir. Antiapoptotik genlerden Bcl-xI, T.
turcica’nin biitiin ekstrelerinde baskilanirken, en yiiksek baskilanma metanol ekstresinin
200 pg/ml dozunda -0,98 kat ile olmustur. Diger bir antiapoptotik gen olan Bcl-2 ise en
yliksek baskilanmay1 T. turcica’nin etanol ekstresinde gostermistir. Bu baskilanma 50

ug/ml dozda -1,07 misli oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 4.4 Pro apoptotik ve anti apoptotik genlerin mRNA ekspresyon diizeyleri.

Gruplan Pro apoptotik ve anti apoptotik Geneler

Bcel-xI Bcl- 2 Bax
Kontrol +1 +1 +1
*Metygo -0.98 -0.12 -1.45
*Mets -0.73 -0.09 -0.37
*Etazn -0.84 -0.88 -0.07
*Etasp -0.95 -1.07 -0.83
*Etilygo -0.89 -0.76 -0.09
*Etilso -0.15 -0.56 -2.11
*Hekaoo -0.58 -0.90 -0.25
*Heksp -0.37 -0.36 -0.01
Suzgo -0.75 -0.69 -0.20
Susg -0.53 -0.35 -0.003
*Met=Metanol; *Eta= Etanol; *Etil= Etil asetat; *Hek= Heksan , + = uyarilma, - = baskilanma

Proapoptotik bir gen olan Bax’ta antiapoptotik genler gibi baskilanirken, en yiiksek
baskilanma diizeyleri T. turcica etil asetat ekstresinin 50 pg/ml dozunda -2,11 misli
baskilanma diizeyi gstermistir. Etil asetat baskilanma diizeyi en az 50 pg/ml dozunda

sulu ekstrede gosterilmistir.

T. turcica farkli ekstrelerinin HepG2 hiicrelerine uygulanmasi sonucu toll benzeri
reseptorleri doku nekroz faktorleri kontrole kiyasla uyarilma diizeyleri gdstermistir.
Ancak onarim genlerinin bazi uygulamalari baskilanirken bazi uygulama gruplari
uyartlmistr. TRAIL R1 geni en yiiksek ekspresyon diizeyi +2,95 kat ile 200 pg/ml
etanol ekstraktinda olmustur. TRAIL R2 geninin en yiiksek ekspre diizeyi kontrole
kiyasla +6,58 kat uyarilmis olup, bu deger 50 pg/ml etil asetat dozunda goriilmiistiir.
NfKB genide diger genler gibi uyarilirmis olup en yiiksek uyarilma diizeyi kontrole

kiyasla 42,73 ile T. turcica’nin sulu 50 pg/ml dozunda gosterilmistir.
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Onarim genleri 50 pg/ml hekzan ve sulu ekstrede baskilanirken, diger uygulama
gruplarinda uyarilmistir. OGG1 geni en yiiksek uyarima ve baskilanma diizeyleri
sirastyla 200 pg/ml hekzan ve 200 ug/ml sulu ekstre dozlarinda +2,07 ve -0,79 misli
olmustur. T. turcica metanol ekstresi 200 pg/ml dozda ERCC4 geninin uyarma diizeyini
en yiiksek diizeyde arttirirken, 200 pug/ml su ekstresi kontrole kiyasla en ¢ok baskiladigi

gorilmiistiir.

Cizelge 4.5 Toll benzeri reseptdr genleri ve onarim genleri mRNA ekspresyon diizeyleri.

Gruplan Toll benzeri reseptor genleri Onarim genleri
TRAILR1 TRAILR2 NFKB OGG1 ERCC4
Kontrol +1 +1 +1 +1 +1
*Metzoo +2.69 +2.69 +2.34 +1.28 +2.27
*Mets +2.39 +2.54 +1.91 +1.37 +1.16
*Etayg +2.95 +3.86 +1.74 +1.06 +1.64
*Etasg +2.53 +2.60 +1.93 +1.48 +1.28
*Etilygo +2.32 +2.21 +1.29 +1.14 +1.54
*Etilsg +1.79 +6.58 +1.04 +1.07 +1.17
*Hekzoo +2.63 +2.07 +1.97 +2.07 +1.17
*Heksg +2.77 +2.54 +1.16 -0.77 -0.76
Suz00 +2.62 +4.08 +2.25 -0.79 -0.79
Susg +2.94 +3.09 +2.73 -0.35 -0.3
*Met=Metanol; *Eta= Etanol; *Etil= Etil asetat; *Hek= Heksan , + = uyarilma, - = baskilanma

Ozetle, P53, P21, Siklin D1, NFKB, TRAIL-R1 ve TRAIL-R2'nin uyarilmasi, farkl
oziitlerin tiim sitotoksik ve sitotoksik olmayan konsantrasyonlarda goriilmiistiir. Halbuki
PCBP4, Bax, Bcl-2 ve Bcl-xI genlerinde ekstrelerin tiim konsantrasyonlarinda
baskilanma gozlemlenmistir. Kaspaz 3, 8 ve 7, aym1 zamanda, asag1 regiilasyona tabi
tutulmus olan heksan ve su haricinde, farkli 6ziitlerin tiim dozlarinda ifade edilmistir.
DNA onarim genleri sitotoksik olmayan hekzan konsantrasyonlar1 ve her iki su

konsantrasyonu disinda diizenlenmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Kimyasal zararlar1 Onleyici ilaglarin gelistirilmesine yonelik stratejiler yillardir
gelismektedir (Newman et al. 2003, Gurib-Fakim 2006). Son zamanlarda, ¢ok asamali
karsinogeneziyi inhibe etme, geciktirme yetenegine sahip yeni kansere karsi kimyasal
zararlar1 Onleyici bilesiklerin belirlenmesine biiylik 6nem verilmistir. Hiicre canliligi,
sitotoksisiteyi belirlemek i¢in yasamsal bir parametredir. Hiicre kiiltiirlerinde,
kimyasallarin etkilerinin belirlenmesi i¢in kullanilan birgok test ydntemi vardir.
Sitotoksisite testleri olarakta bilinen bu testler kimyasallarin hiicreler lizerinde ne derece
ve hangi fonksiyonlarini etkiledigini gostermek icin kullanilmaktadir. Bu testlerden en

cok kullanilanlar1 WST-1, XTT ve MTT vb. testlerdir (Yaramis 2011).

Hiicre canliliginda konsantrasyona bagli azalma gozlenmistir. Bu ekstrelerin 1Cso degeri
HL60 ve K-562 hiicreleriyle karsilastirildiginda HepG2 hiicre dizisinde daha yiiksek
bulunmustur (Bali et al. 2014). Ancak bu ¢alismada, etil asetat ektresi mevcut ¢aligma
ile benzer sekilde en yiiksek sitotoksite etkiye sahip oldugu belirlendi. Buna gore etil
asetat ekstresi toksik fitokimyasal maddeleri ve giiglii antioksidan aktivitesini igerdigini
gostermektedir (Bali et al. 2014). Onceki arastirmalar, bir kimyasalin antioksidan
ozelligi ve sitotoksite arasinda bir iligki oldugunu géstermistir (Cai et al. 2004, Hou ve
ark., 2007, Allahghadri et al. 2010, Sulaimanet al. 2013).

Coziicli ekstraksiyonlari, kullanim kolayligi, verimlilik ve genis uygulanabilirlik
nedeniyle bitki materyalinden 6ziit hazirlamak icin en yaygin kullanilan prosediirlerdir.
Kimyasal ekstraksiyon verimi, degisen polariteli, ekstraksiyon zamani ve sicakligi,
numuneye / solvent orani ve ayni zamanda numunelerin kimyasal bilesimi ve fiziksel
ozellikleri ile ¢oziicii tiirline bagli oldugu genel olarak bilinir. Fenoliklerin ¢oziiniirliigi,
bitki 6rneginin kimyasal niteligine ve kullanilan ¢oziiciilerin polaritesine gore yonetilir
(Sulaimanet al. 2013).

Thermopsis cinsi flavonoidleri ve alkaloidleri, N-metilcytinin, N-formycytisine,
anagyrine, thermopsine ve sitozin bakimindan zengindir (Dement 1975, Saito et al.
1989, Saito et al. 1988). T. turcica'nin kokii, koksap1 ve yapraklarinin kumarin, anagirin

lupin alkaloidleri, steroidler, kardiyoaktif glikozitler ve flavonoidleri icerdigini
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bildirdiler (Sener et al. 1992). Bu nedenle; etil asetat, etanol ve metanol oziitlerinde

flavonoidler ve alkalonoidler gdzlenmistir.

Alkalonoidler ve flavonoidler bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan ¢ok g¢esitli
polifenolik bir gruptur. Ozellikle yapraklarin renklenmesinden sorumludurlar. Insanlarin
tilkettigi meyvelerin, sebzelerin ve caylarin renklenmesine ve tatlanmasina katki
saglarlar (Dhiman et al. 2016). Bitkilerden tiiretilen sekonder metabolitler olup
glinimiize kadar 7000°den fazla flavonoid saptanmistir (Akimoto et al. 2017). Kimyasal
yapilarina gore flavonollar, flavanonlar, flavonlar, izoflavonoidler ve antosiyanidinler
olmak iizere 5 gruba ayrilmislardir (Hoensch and Oertel 2015). Flavonoidlerin anti-
kanser, anti-oksidatif, anti-diyabetik, anti-obezite ve anti-inflamatuar etkileri olup
insiilin direncinide arttirdiklar1 belirlenmistir (Nishina et al. 2017). Mevcut ¢alismada
HepG2 iizerinde heksan ve su Oziitlerinin zayif sitotoksik etkisi gozlemlendi. T.
rhombifolia nin su ekstresi da HT-29 hiicreleri iizerindeki zayif sitotoksik etkisini

gostermistir (Kerneis et al. 2015).

Tek hiicreli jel elektroforez (SCGE) tahlili olarak da bilinen Komet Yontemi, DNA
hasarin i¢in c¢ok hassas bir testtir ve tek tek hiicrelerdeki tekli ve ¢ift sarmalli
DNA'larinin dogrudan belirlenmesini saglar. Komet yontemi biyolojik gozlem,
radyasyon biyolojisi, ¢evresel toksikoloji, beslenme c¢aligsmalar1 ve kanser calismalari da
dahil olmak tiizere DNA hasarimin incelenmesinde kullanilir. Komet yonteminde
kuyruklu yildizlarin skorlanmasi gorsel olarak veya goriintii analiz yazilimlari ile
degerlendirilebilir (Gyori et al. 2014). Bir¢ok yazar, gesitli hiicre soylari ile gesitli
kimyasallarmn in vitro veya in vivo genotoksisite / antigenotoksisitesini degerlendirmek
icin Komet analizini kullanmistir (Valentin-Severin et al. 2003; (Cigerci et al. 2015;
Cigerci et al. 2016).). Sunulan c¢alismada da 7. turcica’nin HepG2 hiicrelerinde

genotoksik etkileri komet analizi ile belirlenmistir.

Bu calismada sitotoksik ve sitotoksik olmayan konsantrasyonlarda gesitli T. turcica
oziitlerinin  genotoksik  etkileri  gozlenmistir.  Bununla  birlikte,  sitotoksik
konsantrasyonlarda daha fazla genotoksisite gozlenmistir. Benzer sekilde, T. turcica

Oziitiinlin genotoksik etkileri, sogan baglarinin kok hiicrenin ¢ekirdeginde doza bagiml
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bir sekilde gézlenmistir (Cigerci et al. 2016). Bitki kokenli genotoksik bilesenlerin
kemoterap6tik madde olarak kullanilabilecegi zaten gosterilmistir. Podophyllotoxinin
Podophyllum peltatum'dan elde edildigi gibi; Catharanthus roseus'tan katarantin;
Datura ssp'den izole edilen skopolamin; Dioscores ssp'den ekstrakte edilen diosgenin ve
Glycine max'den elde edilen stigmasterol de toksik ozelliklere sahip olup, tedavide
kullanilmustir (Bali et al. 2014).

Karaciger karsinom hiicrelerinde genotoksik ve sitotoksik stres, bu c¢alismada
cogunlukla apoptotik ve hiicre siklusunun devamini saglayan mekanizmalarin
uyarilmasina neden oldu (Sekil 4.2). Timor siipresor geni P53, tiim ekstrelerde ve Sekil
3'te gosterildigi gibi dogrudan ve dolayli olarak apoptozu ve hiicre biiylimesini aktive
eden tiim konsantrasyonlarda DNA hasartyla ifade edildi. P53, apoptozu tesvik etmek
icin stres ve DNA hasar1 gibi farkli sinyaller vasitasiyla aktive edilir. Bu, DNA'y1
spesifik bir sekilde hedefleyen ve transkripsiyona bagimli ve bagimsiz mekanizmalar
yoluyla etkili bir sekilde hiicre Sliimiine yol agan transkripsiyon faktoriidiir (Fridman
and Lowe 2003).

Ho ve arkadaslari, 2007, Taiwania cryptomerioides Hayata'dan izole edilen bir lignin
olan Taiwanin'in, HepG2 hiicrelerinin G2 / M fazinda hiicre dongiisii durdurmasini
sagladigini bildirmistir. Meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunan yaygin bir diyetsel
flavanoid olan Apigenin'in, HepG2 hiicrelerinin hiicre salinimin1 G2 / M safhasinda
p53'e bagimli yolak araciligi ile durdurdugu bildirilmistir (Chiang et al. 2005). Ayrica
Shieh ve ark. 2003 (Shieh et al. 2004), emodin veya 1,3,8-trihidroksi-6-metil-
antrakinonun, cesitli insan hepatoma hiicre ¢izgilerinin biiylimesi iizerinde etkili
inhibisyon etkileri sergiledigini ve G2/M fazinda HepG2 / C3A hiicrelerinin hiicre
siklus arrestinden {retilen HepG2 /C3A hiicreleri ile sonuglanan p53 ve p2l

ekspresyonu uyardigini raporlamistir.

Diger onemli bir apoptotik regiilator olan Bcl-2 ve ailesi 20'den fazla iiyeye sahiptir
Bcl-2 apoptozu baskiladigi halde Bax alt ailesi apoptozu indiiklemektedir. Bel-2 ve Bax
oranlart, hiicrelerin sag kalim veya Oliimiine karar verir (Tsujimoto 2003).

Sonuglarimiz, bu genlerin, farkli ekstreler tarafindan indiiklenen HepG2 hiicrelerinin
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apoptotik mekanizmasina katilabilecegini ileri stirmektedir. Ciinkii sunulan ¢alismada
HepG2 hiicrelerine uygulanan biitiin dozlarda Bcl-2 mRNA ekspresyonlarinin
baskilandig1 goriilmektedir. Bu nedenle T. turcica’nin antipoptotik bir gen olan Bcl-2’yi

baskilayarak apoptozu tesvik etmistir.

Buna ek olarak, Bcl-2, sitokrom C salinimini kontrol ederek apoptozu diizenleyebilir.
Apoptoza giren hiicrelerdeki sitokrom C salinimi, Bcl-2'nin asirt ekspresyonu ile
onlenebilir. Bax, P53'in asag1 akis mediyatorii oldugu gosterildiginden, sitokrom Cnin
P53 ile indiiklenen apoptoza dahil olabilecegi hipotezini desteklemektedir.. Artan Bax
protein seviyelerinin, muhtemelen sitokrom C'nin disar1 akmasia izin veren
mitokondrinin dis zarinda bir gézenek olusturarak sitokrom C'nin salinmasini dogrudan
indiikleyebildigi gosterilmistir (Jurgensmeier et al. 1998). Calismada proapoptatik
genler olan Bax ve Bcl-xI’'nin T. turcica uygulamalari sonucu baskilandig:
gortilmektedir. PCBP4 ekspresyonu, DNA hasarina tepki olarak siklin bagimli kinaz
inhibitorii p21 indiiksiyonunu azaltir. PCBP4, p53'ten bagimsiz olarak p21 ifadesini
diizenler. Bu ¢alismada proapoptatik PCBP4 geni T. turcica uygulamalart sonucu

baskilandig1 goriilmektedir.

Bu durumda biiyiik olasilikla mitokondriyal disfonksiyonunu tetikleyerek apoptoza
neden olan sitc aracili apoptatik mekanizmada baskilanacaktir. Bu nedenle T.turcica’nin
HepG2 hiicrelerinde apoptozu uyarmas: daha farkli mekanizmalar ile gerceklesiyor
olabilir.Nitekim T. turcica’nin 6liim reseptorleri olarak bilinen TRAIL-1 ve TRAIL-
2’ye etkileri incelenirse tim dozlarda mRNA ekspresyon seviyelerini uyararak
apoptotik mekanizmayi uyardig: goriilmektedir.(sekil)

Kaspaz ailesinin iiyeleri ayn1 zamanda kaspaz-3, kaspaz-7, kaspaz-8 ve kaspaz-9 gibi
apoptozu indiikleme ve uygulama konusunda Onemli baglaticilar olarak
diisiiniilmektedir (Salvesen and Dixit 1997). En Onemlisi, kaspaz-8, 6lim reseptor
aracili yol boyunca apotozda anahtar rol oynar (Schempp et al. 2001). Tetiklenen
kaspaz-8 veya kaspaz-9 kaspaz-3'e dogrudan etki ederek 6liim substratlarini pargalayip
apoptozu uygular (Kroemer and Reed, 2000; Scaffidi et al. 1998). Bu ¢alismada benzer

bir mekanizma goézlemlenmistir, diger bir deyisle, kaspazlarin ekspresyon seviyesi,
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T.turcicanin transkripsiyona neden olan farkli 6zlerinin maruz kalmasiyla daha
yiiksekti. Sekil 5.1 'de gosterildigi gibi HepG2 hiicrelerinde kaspaz-3 enzim aktivitesini
yiikseltti. NF-kappaB, siklin D1'in ekspresyonunu arttirarak ¢ogalmayi kontrol ederek
apoptoz, NF-kappaB'nin inhibisyonu ile arttirilir ve ¢ogalma, siklin D1 ekspresyonunu
azaltilir (Connelly et al. 2011).

TRAIL1n indiikledigi apoptotik sinyal yollar1 sdyle oOzetlenebilir: TRAIL, &liim
reseptorlerine baglandiginda (TR-1/DR4 ve TR-2/DR5), hiicrede dis apoptotik yolagin
aktivasyonu gerceklesir (LeBlanc and Ashkenazi 2003). TRAIL 1n baglanmasi ile DR4
ve DRS, 6liim birimi i¢eren adaptoér molekiil Fas-Associated Death Domain-containing
adaptor molecule (FADD) araciligiyla, apoptozu baslatict kaspazlar olan kaspaz 8 ve
kaspaz 10’u reseptore cekerek aktive eder. Kaspaz 8 ve kaspaz 10 ise, efektor
kaspazlari, yani kaspaz 3, 6, ve 7’yi aktive eder. Bazi hiicrelerde kaspaz 3’iin TRAIL
aracili aktivasyonu, i¢ apoptotik yolun da indiiklenmesi ile sonuglanir (Ravi and Bedi,
2002).

T. turcica' min farkl
ekstreler

| Extrinsic pathway | (§ Intrinsic pathway

ST EE R R e R R R N N N e e

TRAILR1? |'mu't.xz1- I s

T om
[ ™

Sekil 5.1 T. Turcica'nin gesitli ekstreleri tarafindan indiiklenen apoptoz ve hiicre siklusu
arrestinin molekiiler mekanizmasi (etkilesimi).
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T.turcica ekstrelerinin  uyarilan  Trail reseptorlerinin  etkisiyle NFKB gen
ekspresyonlarininda uyarildig: goriillmektedir. NFKB’nin 6lim reseptorlerinin apoptotik
etkilerine hem kaspaz selalesini, hem de hiicre dongiisii genlerinden olan ve timor
supressor gen olarak bilinen P21°1 uyararak aracilik ettigi belirlendi. T.turcica etkisiyle
NFKB aracilig1 ile uyarilan kaspaz-8 ve kaspaz-3 araciligi ile, P21 ise hiicre siklusunu

sekteye ugratarak apoptoza neden oldugu gorilmektedir.

Kanserin beklenen bir sekilde kademeli asamalarda gelismedigi, bunun yerine
metastatik diizenleyici genlerin tanimlanmis bigimde degistirilmesinden kaynaklandigi
bilinmektedir (Stanley 1995). Farkli onkojenler ve tiimér siipresdr genler, artmis
proliferasyon, azalmis apoptoz, hiicre farklilagsmasi ve olgunlasma gibi hiicresel
stireclerde degisiklige neden olmaktadir. T.turcica fenolikleri igerdiginden bitki
fenolikleri, apotoz veya hiicre siklusu arresti ile timor biiylimesini baskilayabilir (Dai
and Mumper 2010). Genellikle, fenolikler, metastatik hiicrelerin diizensiz
proliferasyonunu aktif olarak etkiler veya inhibe eder. Fenoliklerin, siklin bagimli
kinazlar1 (CDKs) asagi regiile ederek veya p21, p27 ve p53 genlerinin ekspresyonunu
tesvik ederek fenoliklerin hiicre dongiisii fazlarini (G1, S ve G2) durdurabilecegi daha

once bildirilmistir (Fresco et al. 2006, Kampa et al. 2007, Ramos 2008).

Onarim genleri, sitotoksik olmayan hekzan konsantrasyonlari ve her iki su 06ziit
konsantrasyonu hari¢, bu ¢alismada uyarildig: goriildii.; gortiniise gore DNA onarim
mekanizmasi diger Oziitlerin genotoksik stresinden dolay1 aktive edilmigtir. Daha diisiik
dozda heksan ve her iki su konsantrasyonu da onarim genlerini aktive edememistir.
Asirt genotoksik stres ve DNA onarim mekanizmast baslatildiginda hiicre dongiisii
ilerlemesinin engellendigi gozlemlenmistir (Dietlein et al. 2014). OGG1 geni, DNA'dan
7,8-dihidro-8-oksoogenin (8oxoG) eksil eden bir DNA tamir enzimidir. 8oxoG olduk¢a
yaniltict bir lezondur, azalmis OGG1 ekspresyon seviyesi daha yiiksek bir arka plan
mutasyon sikligina yol agabilir ve oksidatif stres altinda bir bireyin kanser riskini
muhtemelen artirabilir (Ba et al. 2014). ERCC4, DNA'dan UV-C fotoprodiiktorleri ve
hantal adiiktlerin ¢ikarilmasindan sorumlu olan niikleotid eksizyon onarimi (NER)

yolunda onemli bir insan genidir. NER genleri arasinda, ERCC4 ve ERCCI1, ayni
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zamanda, DNA aras1 zincirler arasi ¢apraz baglanma hasarinin ¢ikarilmasinda da yer

almaktadir (Brookman et al. 1996).

Mevcut arastirmada hem apoptotik hem de onarim genleri aktive edildi, ki bu da farkli
Oziitlerin hasar gormiis DNA'nin hiicre oliimiinde ve onariminda rol aldigmi ve
karaciger karsinomasinin daha da ilerlemesini durdurdugunu gosteriyor. Bu da hiicre
dongiislinlin genotoksik hasarin onarilmasina izin vermek iizere durdurulmasindan

kaynaklanmaktadir.

Calismada, T. turcicanin HepG2 hiicreleri tizerinde sitotoksik ve genotoksik etkilere
sahip oldugu sonucuna varildi. Bu endemik bitkinin ¢esitli ekstreleri, karaciger
karsinomasinda anti-kanser potansiyeli gosterdi. Bu ¢aligmada incelenen apoptotik yol,
T. turcica tedavisine bagli olarak gen diizeyinde tetiklenen veya duraklatilmis siireglerin

arastirilmasina yardime1 olacaktir.
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