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OZET

Doktora Tezi

EPILOBIUM HIRSUTUM L. EKSTRESININ PROSTAT KANSERI
HUCRE HATLARINDAKI SITOTOKSIK ETKISININ
MOLEKULER DUZEYDE INCELENMESI

Buse VATANSEVER

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danmisman: Prof. Dr. Hulusi MALYER
ikinci Damsman: Prof. Dr. Hale SAMLI (Bursa Uludag Universitesi)

Bu c¢alismada; halk tibbinda bir¢ok prostat hastaliginin tedavisinde kullanilan ve
tilkemizde dogal olarak yetisen Epilobium hirsutum L. (tiiylii yaki otu) bitkisinin, DU
145 ve PC-3 insan androjen bagimsiz prostat kanseri hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik
etkisinin molekiiler diizeyde arastirilmasi amaglanmistir. Bu kapsamda, ham ekstrelerin
ve kaba fraksiyonlarin hazirlanmasinda ‘biyolojik aktivite rehberli fraksiyonlama’
yaklagimi temel alinmigtir. Bitkinin toprak iistii kisimlarindan, maserasyon yontemiyle
A (n-hekzan), B (diklorometan), C (%100 metanol), D (%80 metanol) ve E (su);
Soxhlet ekstraksiyonuyla F (n-hekzan); Soxhlet ekstraksiyonu sonrasi maserasyon ve
geri sogutucu yontemleriyle G (%80 metanol) ve H (%80 metanol); infiizyon
yontemiyle K (su) kodlu ekstreler elde edilmistir. Aktif ekstreden ise kaba
fraksiyonlama yapilmistir. Ekstrelerin ve fraksiyonlarin sitotoksik aktiviteleri, SRB ve
XTT hiicre canlilik testleriyle taranmistir. Sitotoksik ekstre/fraksiyon dozlarinin neden
oldugu olim sekli, M30 ELISA ve ikili boyama (Hoechst 33342/propidyum iyodiir)
yontemleriyle analiz edilmistir. Hiicre 6lim yolaklarinda gorevli gen ve protein
ekspresyonlar1 ise, kantitatif ger¢cek zamanli PZR ve western blot analizleri ile
belirlenmistir. Elde edilen bulgulara gore; en gii¢lii sitotoksik etkiyi E kodlu ekstrenin
gosterdigi ve bu ekstreden hazirlanan E1 (kloroform), E2 (etil asetat), E3 (n-butanol) ve
E4 (su) kodlu fraksiyonlarin ekstre kadar etkili olmadiklari tespit edilmistir. Bu sonug,
ekstredeki etken maddelerin birlikte bulunmalart durumunda sinerjik  etki
gostermeleriyle agiklanmigtir. Sitotoksik (>1Csp) ve sitotoksik olmayan (<ICsp) ekstre
(E) ve paklitaksel ile olusturulan kombinasyonlarda sitotoksik aktivitelerin baskilandigi
goriilmiistiir. Ekstrenin (E), otofaji ile apoptozu birlikte aktive ederek hiicre 6liimiine
neden oldugu belirlenmistir. Bu veriler 1s18inda, aktif E. hirsutum ekstresinin
fitokimyasal igeriklerinin analiz edilmesi ve in vivo etkilerinin degerlendirilmesi
gerektigi sonucuna ulasilmistir.

Anahtar Kelimeler: Epilobium hirsutum L., prostat kanseri, sitotoksisite.

2020, xv + 206 sayfa.



ABSTRACT

PhD Thesis

INVESTIGATION OF THE CYTOTOXIC EFFECT OF
EPILOBIUM HIRSUTUM L. EXTRACT ON PROSTATE
CANCER CELL LINES AT THE MOLECULAR LEVEL

Buse VATANSEVER

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Hulusi MALYER
Second Supervisor: Prof. Dr. Hale SAMLI (Bursa Uludag University)

In this study; it is aimed to investigate cytotoxic effect of Epilobium hirsutum L. (hairy
willow-herb) plant, which is used in treatment of many prostate diseases in folk
medicine and grows naturally in our country, on DU145 and PC-3 human androgen-
independent prostate cancer cell lines at molecular level.In this context, ‘biological
activity guided fractionation’ approach was taken as basis in preparation of raw extracts
and fractions. From the above-ground parts of plant, A(n-hexane), B(dichloromethane),
C(100% methanol), D(80% methanol) and E(water) by maceration; F(n-hexane) by
Soxhlet extraction; G(80% methanol) and H(80% methanol) by maceration and back-
cooler after Soxhlet extraction; K(water) extracts were obtained by infusion.
Fractionation was made from active extract. Cytotoxicity of extracts and fractions were
screened by SRB and XTT cell viability tests. The mode of death caused by cytotoxic
extract/fraction doses was analyzed by M30 ELISA and double-staining(Hoechst
33342/propidium iodide). Gene and protein expressions involved in cell death pathways
were determined by quantitative real-time PCR and western blot analysis. According to
findings; El(chloroform), E2(ethylacetate), E3(n-butanol) and E4(water) fractions
prepared from this extract were found to have strongest cytotoxic effect. This result was
explained by their synergistic effect when active ingredients in extract were present
together.In combination with cytotoxic(>ICsp) and non-cytotoxic(<ICsp) extract(E) and
paclitaxel, cytotoxic activities were suppressed. It has been determined that extract(E)
causes cell death by co-activating autophagy and apoptosis. In light of these data, it was
concluded that phytochemical content of active E. hirsutum extract should be analyzed
and its in vivo effects should be evaluated.

Key words: Epilobium hirsutum L., prostate cancer, cytotoxicity.

2020, xv + 206 pages.
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1. GIRIS

Kanser, giiniimiizde insanligin karsilastig1 en énemli saglik sorunudur. Diinya Saglik
Orgiitii (DSO)’niin yaymnladig1 giincel verilerde; 2018 yilinda, diinya ¢apinda 18 078
957 kisiye kanser tanisi konuldugu, 9 555 027 kisinin kanser sebebiyle hayatini
kaybettigi agiklanmistir. S6zii edilen verilere gore; 2018 yilinda, prostat kanseri teshis
edilen kisi sayisinin 1 276 106, prostat kanserine baglh olarak hayatin1 kaybeden kisi
sayisinin 358 989 oldugu tespit edilmistir. Prostat kanseri, akciger kanserinden sonra
erkeklerde en sik goriilen ikinci kanser tiiriidiir (Anonim 2019a). DSO, kanser
insidansinin ve mortalitesinin mevcut egilimde devam etmesi durumunda, gelecek 20
yil icinde kanser vakalarinda %60 oraninda bir artis olacagini tahmin etmektedir
(Anonim 2020a). DSO’niin, Tiirkiye’ye iliskin yayinladig1 verilere gore; 2018 yilinda,
210 537 yeni kanser vakas1 goriiliirken kanser nedeniyle 6lenlerin sayis1 116 710 olarak
belirlenmistir. Diinya geneliyle benzer olarak, iilkemizde de en yaygin goriilen ikinci
kanser tiirli prostat kanseridir (Anonim 2019b). Giinlimiizde, prostat kanserinde sag
kalimi1 artirmak ve istenilen tedavi basarisini elde edebilmek amaciyla farkli tedavi
protokolleri uygulanmaktadir. Ancak, prostat kanserinin tedavisi siirecinde basarty1
sinirlandiran birgok engel ile karsilasilabilmektedir. Bundan dolayi, prostat kanseri
tedavisinde uygulanabilir yeni stratejilerin gelistirilmesi adina pek ¢ok c¢alisma

yiiriitiilmektedir.

Kanser hastaliginin goriilme siklig1 ve kansere bagli 6liim oranlarinda yasanan artis ile
beraber tedavi maliyetinin yiiksek olmasi, daha iyi ilag gelistirmek i¢in yapilan
aragtirmalara hiz kazandirmistir. Son yillarda, bitkisel dogal bilesiklerin kemopreventif
ve/veya kemoterapdtik ajanlar olarak kullanilmasina yonelik ilgi giderek artmaktadir
(Nobili ve ark. 2009). Ozellikle, tibbi bitkiler sahip olduklar1 zengin ve aktif sekonder
metabolitleri ile daha etkili kanser tedavisi i¢in her zaman timit vericidir. Nitekim tibbi
bitkilerin olas1 antikanser aktivitelerini aydinlatmak amaciyla gerceklestirilen tarama
caligmalar1 sayesinde giiniimiizde klinik kullanimi olan bir¢ok kemoterapotik ajan
kesfedilmistir. Catharanthus roseus G. Don. (Madagaskar meneksesi, Apocynaceae)
bitkisinden izole edilen vinblastin ve vinkristin (vinka alkaloidleri) (Gueritte ve Fahy
2005), Podophyllum (Podophyllaceae) tiirlerinden izole edilen epipodofilotoksinin yari-

sentetik tiirevleri etoposit ve teniposit (Lee ve Xiao 2005), Taxus brevifolia Nutt.



(Pasifik porsuk agaci, Taxaceae) kabugundan izole edilen paklitaksel ve paklitakselin
yari-sentetik tiirevi dosetaksel (Kingston 2005), Camptotheca acuminata Decne (Cin
siis agaci, Nyssaceae)’dan izole edilen kamptotesin bilesiginin yari-sentetik tiirevleri
topotekan ve irinotekan (Rahier ve ark. 2005), Cephalotaxus harringtonia var. drupacea
Sieb and Zucc. (Japon erik porsugu, Cephalotaxaceae) bitkisinden izole edilen
harringtonin ve homoharringtonin (Itokawa ve ark. 2005), Apocynaceae familyasina ait
birka¢ tiirden izole edilen elliptinium (Cragg ve Newman 2005) klinikte kullanilan
bitkisel kokenli antikanser ajanlardir. Bitkiler ve etken maddeleri, hedefe yonelik
tedaviler ve yeni ilaglar igin halen mitkemmel bir kaynak sunmaktadir ve bilim insanlari

tarafindan arasgtirilmay1 beklemektedir.

Onagraceae familyasina ait Epilobium hirsutum L. (tiiylii yaki otu) bitkisi, Anadolu’da
ve diger toplumlarda prostat kanseri basta olmak iizere bir¢ok hastaliginin tedavisinde
kullanilan etnofarmakolojik dneme sahip bir bitkidir (Hiermann 1983, Hiermann ve ark.
1986, Pogrel ve ark. 1993, Hostettmann 1995, Gruenwald 1998, Gruenwald ve ark.
2000, Tita ve ark. 2001, Everest ve Oztiirk 2005). Halk tibbinda, bu bitki ile ilgili
geleneksel olarak olusmus tecriibeye dayali bir bilgi ve giliven birikimi bulunmakla
birlikte, literatiirde bu bitkinin prostat kanserindeki aktivitesi ile ilgili sinirli sayida
calisma bulunmaktadir. Bu nedenle, E. hirsutum bitkisinin etnobotanik veriler 1s1g8inda

bilimsel olarak degerlendirilmesi biiyiik 6nem arz etmektedir.

Bu bilgiler dogrultusunda; mevcut tez ¢alismasinda, E. hirsutum bitkisinden ‘biyolojik
aktivite rehberli fraksiyonlama yaklasimi® esas alinarak hazirlanan ekstre ve
fraksiyonlarin, insan androjen bagimsiz prostat kanseri hiicre hatlar1 (DU 145 ve PC-3)
tizerindeki olas1 sitotoksik/apoptotik etkilerinin molekiiler diizeyde arastiriimasi
amaclanmigstir. Ayrica, bitkinin temel bilesigi olan ve aktiviteden sorumlu oldugu ifade
edilen unotein B (oenothein B)’nin, ¢alisma kapsaminda kullanilmasi ve

sitotoksik/apoptotik etki yoniinden analiz edilmesi planlanmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Fitoterapi

Ik kez Fransiz hekim Henri Lenclerc tarafindan ifade edilen fitoterapi terimi, bitkilerle
tedavi anlamina gelmektedir (Sarisen ve Calisken 2005). Insanoglunun hastaliklarin
onlenmesinde ve tedavisinde bitkilerden faydalanmasi c¢ok eski c¢aglara, baska bir
ifadeyle insan yasami tarihine dayanmaktadir (Halberstein 2005, Jamshidi-Kia ve ark.
2018). Bitkilerin, ¢ok eski zamanlardan beri ila¢ olarak kullanilmak {izere
yetistirildigine dair birgok kanit bulunmaktadir (Solecki 1975). Ilk yazil1 belge, yaklasik
5 000 yil 6nce yazilmis olan Siimer tabletleridir (Qiu 2007, Kelly 2009). Ayrica; Misir,
Cin, Hint, Antik Yunan ve Orta Asya tibbinda, sifa bulmak admna bitkilerin
kullanildigina dair kayitlar mevcuttur (Ang-Lee ve ark. 2001). Islam Uygarliginda ise
Ibn el-Baytar, Ibn-i Sina, Ebu Reyhan ve Al Gafini’nin bitkilerle tedavi konusunda
onemli eserleri bulunmaktadir (Ullmann 1978). Bunlara ilave olarak, yazili olmayan ve
sadece bir yoreye Ozgli etnomedikal ve/veya etnobotanik bilgilerin s6zli olarak
kusaktan kusaktan aktarildigi da bilinmektedir (Sharma ve ark. 2012, Bhatia ve ark.
2014). Insanlar, bu bilgileri iggiidiisel olarak ve deneme yanilma Yyoluyla
kesfetmislerdir, tecriibelerini kullanarak tibbi recetelerini gelistirip giiniimiize kadar
ulastirmiglardir (ili 2003, Sharma ve ark. 2012, Faydalioglu ve Siiriiciioglu 2013, Bhatia
ve ark. 2014, Aslan ve Karakus 2019, Goktas ve Gidik 2019).

Tibbi bitki terimi; sagligin korunmasinda, hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavilerin
desteklenmesinde kullanilan, tibbi tesire sahip etken madde tasiyan bitkileri tanimlayan
bir terimdir (Demirci ve ark. 2010a, Jamshidi-Kia ve ark. 2018). DSO’niin tahminlerine
gore; gelismekte olan tilkelerde, niifusun %65-80’inin tedavi amaciyla tibbi bitkilerden
faydalanmaktadir (Joy ve ark. 2001, Anonim 2011) ve yaklagik 21 000 bitki tiirii ilag
olma potansiyeline sahiptir. Buna karsilik; Schippmann ve ark. (2006), sagligi geri
kazanmak ve korumak igin diinya ¢apinda kullanilan tibbi bitki tiirti sayisinin 72 000
oldugunu ifade etmistir. Tibbi Oneme sahip bitkilerin bazilar1 yerel olarak
kullanildigindan say1 tam olarak belirlenememektedir. Gliniimiizde hastaliklar1 6nlemek
veya tedavi etmek maksadiyla kullanilan modern ilaglarin yaklasik %25’inin,

cogunlukla bitkileri iceren dogal iiriinlerden elde edildigi bildirilmistir (Brower 2008,



Newman ve Cragg 2012). Birlesmis Milletlerin Gida ve Tarmm Orgiitii (Food and
Agriculture Organization, FAO)’ne gore ise, diinya genelinde satilan ilaglarin %30’u
bitkisel etken madde tagimaktadir (Anonim 2005). Tirkiye; cografi konumu, jeolojik
Ozellikleri ve iklimi nedeniyle toplam 11 707 tiir ve tiir alt1 taksonu (yabanci kokenli
bitkiler ile kiiltiir bitkileri dahil olmak tiizere) biinyesinde barindiran zengin ve essiz
floristik hazineye sahiptir (Gliner ve ark. 2012). Tiirkiye’de, yaklagik 650 kadar bitkinin
tibbi Ozellikte oldugu bildirilmistir (Baytop 1984). Ge¢mis donemlerde ¢ok sayida
medeniyete ev sahipligi yapan iilkemiz, tarihsel siirecten giliniimiize dek ulasan degerli
bir etnobotanik bilgi birikimine de sahiptir (Baytop 1999, Kendir ve Giiveng 2010).
Tibbi bitkiler, lilkemizin dig ticaretinde 6nemli bir yere sahip olup iilke ekonomisine
ciddi katkilar saglamaktadir. Bu sebeple, hem Tiirkiye’de hem diinyada tibbi bitkilerin
tarim1 ve tiretimi yapilmaktadir (Temel ve ark. 2018). Buna karsilik, iyi kalitede iiriine
duyulan ihtiya¢ nedeniyle tibbi bitkiler dogadan bilingsizce toplanmaktadir. Bu durum,
bitkilerin yayilis alanlarinin tahrip olmasia yol agmakta ve tiirlerin neslini tehlikeye
sokmaktadir. Bu olumsuzlugun oniine ge¢cmek icin atilacak en dogru adim, tibbi
bitkilerin kiiltiire alinarak genis Olcekli tarimin yapilmasit ve siirdiiriilebilirligin

saglanmasidir (Kosa ve Giiral 2019).

Fitoterapide, tibbi bitkilerin drog olarak adlandirilan ve aktif bilesen igeren kisimlari
kullanilarak ilaglar hazirlanmaktadir. Bir bitkinin; yaprak, cicek, govde, kabuk, meyve,
tohum, ot, odun, kok, sogan, yumru, rizom, dal/sap, dal uclari ve tomurcuklar1 gibi
kisimlar1 hatta bitkinin tamami, kuru ya da taze halde, drog olarak kullanilabilmektedir
(Demirci ve ark. 2010a, Jamshidi-Kia ve ark. 2018). Ayrica, bitkilerden 6zel islemlerin
uygulanmasiyla elde edilen ekstre, ¢ay, nisasta, mazi, zamk, regine, balsam, katran, yag
(sabit, ugucu), mum, usare, tentiir, yaki ve salgi tirtinleri (lateks) gibi preparatlardan da

bitkisel drog olarak yararlanilmaktadir (Demirci ve ark. 2010a, Demirci ve ark. 2010b).
2.2. Bitki Sekonder Metabolitleri

Glinlimiizde, birgok hastaligin tedavisinde c¢ogunlukla sentetik kokenli ilaclar
kullanilmaktadir. Bu ilaglarla tedavi, Onemli klinik basarilarin elde edilmesini
saglamakla birlikte, viicutta bir takim zararlara ve yan etkilere de neden olmaktadir. Bu

yiizden, hi¢cbir yan etkisi bulunmayan veya daha az yan etkiye sahip olan tibbi bitkilerin



ve etken maddelerinin 6nemi giderek daha fazla anlasilmaktadir (Zargari 1992,
Jamshidi-Kia ve ark. 2018). Son yillarda; ilag kesfi ve gelistirme alanindaki ¢alismalar,
bitkilerde bulunan tibbi potansiyele sahip etken maddelere yogunlasmaktadir. Bitki
sekonder metabolitlerinin izole edilmesi, tanimlanmasi ve test edilmesi ile ilgili
aragtirmalar hiz kazanmistir (Wink 1999, Wink 2003, Wink 2008 ve Okada ve ark.
2010).

Bitkiler, primer ve sekonder metabolitler olarak gruplandirilan bir dizi organik bilesik
sentezlemektedir (Crozier ve ark. 2006). Bir bitki hiicresinde gerceklesen biyosentez
strecinde, primer ve sekonder metabolizma yollar1 birbiriyle baglantili olup
biyosentetik yollarla primer metabolitlerden sekonder metabolitler tiretilebilmektedir
(Kabera ve ark. 2014, Eid ve ark. 2015) (Sekil 2.1). Primer metabolitler; fotosentez,
solunum, biiyiime, gelisme gibi bitkisel canlilik faaliyetleri i¢in gerekli olan niikleik
asitler, aminoasitler, basit sekerler, organik asitler, lipitler ve fitosterollerdir (Crozier ve
ark. 2006, Demirci ve ark. 2010a). ‘Fitokimyasallar’ olarak bilinen sekonder
metabolitler, bitkilerde genellikle 6zel ihtiyaglar i¢in sentezlenen ve sekonder
metabolizma sonucu iiretilen maddelerdir (Crozier ve ark. 2006, Demirci ve ark. 2010a,
Kabera ve ark. 2014). Sekonder metabolitlerin, bitkilerdeki fonksiyonu kesin olarak
bilinmemekle birlikte (Kabera ve ark. 2014); biiyiime, gelisme ve lireme gibi yasamsal
olaylarla dogrudan bir ilgisinin bulunmadig: ifade edilmistir (Fraenkel 1959). Sekonder
metabolitlerin hiicre igindeki faaliyetleri, uzun siire boyunca ihmal edilmis olmasina
ragmen (Crozier ve ark. 2006), bitkilerin savunma sistemlerinde anahtar rol oynadiklari
kesfedilmistir (Kabera ve ark. 2014). Sekonder metabolitler; herbivorlara, mikrobiyal
enfeksiyonlara, UV isinlarina ve habitattaki muhtemel zararlara karsi1 korumada, ayrica
allelopatik ajan olarak diger tiirler arast korumada ve sinyal molekiilii olarak
baklagillerdeki azot tespit edici kok nodiillerin olusumunda gérev almaktadir (Croteau
ve ark. 2000, Dewick 2002, Stamp 2003, Crozier ve ark. 2006, Samuni-Blank ve ark.
2012, Efferth ve ark. 2017). Ustelik, polen tasiyict ve tohum dagitict hayvanlar igin
cezbetici olarak gorev yaparak ekolojik agidan da 6neme sahiptirler (Crozier ve ark.
2006).



GLIKOLIZ
UH UH PENTOZ FOSFAT
U/\ LOH U/\V.UII DONGUSU OH
. s — PO < FOTOSENTEZ
HO\)\}OH IOMUH i (8] 3
OH OH erythrose 4-P 7
D glucose glucose 6-P : P
l 5
/A/
OHC__.OH #5
; S
(CO-” j —_— . A ~_.COH
NH; PO % I
plyuh]e glyceraldehyde 3-P ,/‘/ NH,
r J 2 COM 7 I-phenylalanine
, o COH
COoH COH HOXC_.OH o m -
T WY j g - A _d Nm
NH; Nt PO HO™ ~Y” YOH st ~L-lwuslne.
L-cysteine L-serine 3 phosphoglyceric acid o OH ’ ((' 0,1
| | SIKIMIKASIT ’<§ N,
J~ .COH HOlCTOP [‘w’“‘ NH
I— L-tryptophan
NHy (| phosphoenolpyruvate elic i
[-valine > J 5 OH
COH . HO,C ., O S oP
NH, T 0 OH
L-alanine rruvic acid B B
o L Mot DEOKSIKSILOZ-5P  jo Y
Y/\/ COM CoAS. L0 r ]\
NH, ! HOx o1l
L-leucine ASETIL-CoA MEVALONIK ASIT
t
' KREBS DONGUSU
oA COH ~~.-CO-H COaH O-C A~ CO, HOC CO-H
== - HOC™ ] -— [HOL Y L HOC Y oM o ORGSR 2
NH» NH; 0 NH,
L-isoleucine L-aspartic acid oxaloacetic acid 2-oxoglutaric acid I ~glutamic acid
»
" A\ NH
,S\/A\‘,( OH  HiN A _~_COH HN R N COH N COsH
NH,» NH; H NH» NH»
I -methionine | ~lysine Laurginine L-omithine

Sekil 2.1. Bitki sekonder metabolitlerinin biyosentez yollarini gdsteren sema (Kabera ve
ark. 2014’dan degistirilerek alinmistir)

Yapisal olarak cesitlilik gosteren sekonder metabolitler, bitkiler aleminde belirli bir
familya, cins, tlir i¢in spesifik olabilmektedir. Bundan dolayi, kemotaksonomik
calismalarda teshis edici 6zellik olarak sekonder metabolitlerden yararlanilabilmektedir
(Thrane 2001, Crozier ve ark. 2006).

Bitki  sekonder  metabolitleri,

biyosentetik  kokenlerine 3

siiflandirilmaktadir: Fenolik bilesikler, terpenoitler ve alkaloitler. Ayrica; glikozitler,

gore grupta

tanenler, saponinler ve ucucu yaglar sozii edilen bilesiklerin diger bir bdliimiinii

olusturmaktadir (Crozier ve ark. 2006, Kabera ve ark. 2014, Eid ve ark. 2015).



Zengin fitokimyasal kaynagi olan bitkiler, tibbi degere sahip farmakolojik aktiviteler
(kardiyovaskiiler, antikanser, antibiyotik, analjezik, antihipertansif, gastrointestinal,
immiinsiipresif gibi) sergilemektedirler (Monaghan ve Tkacz 1990, Ahmad ve ark.
1998, Datta ve ark. 1998, Abo ve ark. 2000, Lovkova ve ark. 2001, Lampronti ve ark.
2006, Efferth ve ark. 2017). Ancak, bitkiler bir¢ok fitokimyasal maddeyi kompleks bir
karisim olarak bulundurmakta ve bu maddeler birbirleriyle etkilesim iginde
bulunabilmektedirler (Kabera ve ark. 2014, Jamshidi-Kia ve ark. 2018). Bu etkilesim,
zararlh etkilerin elimine edilmesiyle gii¢lii aktivite saglayabildigi gibi, bilesiklerin
potansiyel etkilerini baskilayarak zayif etkiye de neden olabilir. Bu sebeple, hem tibbi
bitkilerin hem de bunlardan izole edilen etken maddelerin yapilarini tayin etmek ve
aktivitelerini analiz etmek, bu alanda yiiriitiillen ¢alismalarda dikkate alinmasi gereken

bir konu olmalidir (Efferth ve ark. 2002, Li ve ark. 2008, Jamshidi-Kia ve ark. 2018).

2.3. Biyolojik Aktivite Rehberli Fraksiyonlama Yaklasimi

Biyolojik aktivite rehberli fraksiyonlama yaklasimi, terapdtik etkilerin (¢ogunlukla in
vitro olarak) degerlendirilmesiyle dogal kaynaklardan biyoaktif bilesiklerin izole
edilmesini ve tanimlanmasini temel alan modern bir yontemdir (Sarker ve ark. 2006,
Zhang 2011). Bu yontemde, ilk olarak potansiyel etkiye sahip oldugu diistiniilen bitki
materyalinden ekstreler hazirlanarak aktiviteleri test edilmektedir. Daha sonra, beklenen
etkiyi sergileyen aktif ekstre fraksiyonlanarak, biyoaktiviteden sorumlu maddeler izole
edilmektedir. Fraksiyonlama isleminin her asamasi, in vitro testler kullanilarak biyolojik
aktiviteye gore yonlendirilmektedir. Bu siireg buyunca, her bilesigin etkisi
taranmaktadir ve boylece, etkin bilesiklerin saf bir sekilde elde edilmesi miimkiin
olmaktadir. Bu yaklasimda, yiiksek-performansli  sivi  kromatografisi/kiitle
spektrometresi  (high-performance liquid chromatography/mass  spectrometry,
HPLC/MS), sivi kromatografisi/kiitle spektrometresi (liquid chromatography/mass
spectrometry, LC/MS), vb. gibi giinimiiziin gelismis teknikleri kullanilarak ham
ekstrelerin ve fraksiyonlarin 6n analizleri yapilabilmektedir (Sarker ve ark. 2006,

Jamshidi-Kia ve ark. 2018).



2.4. Onagraceae Familyasi

Onagraceae familyas1 liyeleri, otsu bitkilerdir (Tiirkiye’de). Yapraklar; basit, karsilikli,
alternat, spiral sekilde diizenlenmis ya da alternattir, genellikle stipiilsiizdiir. Cigekler
tek veya yaprak aksillerinde ya da rasemlerde ¢ifttir. Cigekler hermafrodit, aktinomorfik
veya zayif zigomorfik simetrilidir. Hipantiyal tiip siklikla bulunur. Sepaller 2, 4 veya 5
tane ve valvattir. Petaller 0, 2, 4 veya 5 tane, serbest, biikiilmiis veya imbrikat sekilde,
tomurcukta burusuk olmayan yapidadir. Stamenler, tek bir sarmalda 2-4 veya iki
sarmalda 8-10 tanedir. Ovaryum alt durumlu; 1, 2, 4 veya 5 lokuluslu; her lokulusta 1
veya ¢ok sayida anatrop oviiller bulunur. Stiliis tektir. Meyve kapsiil, kuru ve kapali

yapidadir. Tohumlar endosperma igermez (Davis 1972).

Onagraceae familyasi Tirkiye Florasi’nda 4 cins (Circaea, Ludwigia, Epilobium,

Oenothera) ve toplam 33 takson ile temsil edilmektedir (Giiner ve ark. 2012).

2.5. Epilobium L. Cinsi

Epilobium L. cinsine ait taksonlar dik, otsu ve ¢ok yillik bitkilerdir. Yapraklar en
azindan tabanin yakininda karsilikli, yukarida spiral sekilde diizenlenmis veya timii
spiral sekilde diizenlenmis, nadiren daireseldir. Cigekler tek ve aksillerdir veya basit ya
da bilesik brakteli rasemlerde bulunur. Cicekler aktinomorfik veya zigomorfik simetrili,
4 pargalidir. Hipantiyal tiip kisadir veya yoktur. Sepaller serbesttir; petaller beyazimsi,
pembe veya mor, genellikle emerginat (derin girintili)’dir. Stamenler 8 tanedir. Stigma;
comaksi (clavat)-derin 4 loblu yapidadir, ovaryum 4 lokulusludur. Meyve, 4 kapaga
acilan dar silindirik bir kapsiildiir. Tohumlar 1-2 mm biiyiikliikte, papilloz (tiiberkiilat)
veya piiriizsiizdiir; her biri kalaza tiiyleri igerir (komoz, piiskiillii). Yetersiz tanimlanmig
birkag tiire sahip zor bir cinstir; belirli tanimlama igin genellikle iyi ¢iceklenme ve

meyve materyali gereklidir (Haussknecht 1884, Raven 1962, Davis 1972).

Epilobium L., Onagraceae familyasinda en ¢ok takson iceren cinstir (Ford ve Gottlieb
2007). Tirkiye’de Epilobium L. cinsinde alttiirler ile birlikte toplam 26 taksonun
bulundugu bildirilmistir (Gliner ve ark. 2012, Anonim 2020b).



2.6. Epilobium hirsutum L.

Sp. PL 347 (1753). Syn: E. tomentosum Vent., Hort. Cels. 90,. t. 90 (1800); E.
nassirelmulii Stapf in Denkschr. Akad. Wiss. Wien, Math.-Nat. Kl. 51:325 (1886).
Ic: Syme, Engl. Bot. 4: t. 497 (1865); Ross-Craig, Draw. Brit. PI. 11: t 18(1958).

E. hirsutum bitkisinin sistematikteki yeri asagida verilmistir (Cronquist 1968):

Regnum: Plantae

Subregnum: Tracheobionta

Divisio: Magnoliophyta

Classis: Magnoliopsida

Subclassis: Rosidae

Ordo: Myrtales

Familia: Onagraceae

Genus: Epilobium

Sect.: Epilobium

Species: Epilobium hirsutum L. Sp. PL.1: 347 (1753)

E. hirsutum bitkisi, kalin bir rizoma sahip ¢ok dallanmis, dik yapili ¢ok yillik bir
bitkidir. Govde 30-210 cm uzunlugunda, yogun villoz tliylidiir. Yapraklar lanseolat-
oblong sekilde, 2-12 x 0-8-2-5 cm biiyiikliiglinde, yogun villoz, serrat, sapsiz, govdeyi
saran yapidadir. Cigek durumu, salgili ve salgisiz tiiyler icerir. Cigekler pembemsi-mor
renktedir. Petaller 8-20 mm arasinda degisen uzunluktadir; stigma derin 4-lobludur.
Kapsiil 4-10 cm’dir; tohumlar obovat sekilde olup 1-15 mm biiyiikliikte ve papillozdur.
Cigeklenme donemi, Temmuz-Eyliil arasidir. Bitki; batakliklar, dere kenarlar1 ve deniz
seviyesinden 2300 m yiikseklige kadar ulagan alanlarda yayilis gostermektedir (Davis
1972) (Sekil 2.2).

E. hirsutum bitkisi, Anadolu’da ¢ogunlukla tiiylii yaki otu olarak bilinmektedir. Bunun
yani sira; biiylik yaki otu, meragiilii, cayirgiilii, sazakotu, Hasan Hiiseyin ¢icegi gibi

yoresel isimlerle de anilmaktadir (Giiner ve ark. 2012).



Sekil 2.2. Dogal yayilis alanindaki Epilobium hirsutum L. bitkisinin genel goriinimii ile

cicekli ve yaprakli dallarin yakindan goriiniisii
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2.6.1. Epilobium hirsutum L. bitkisinin Tiirkiye’deki yayilis alanlari

Bitkinin, Orta ve Giiney Anadolu'da nadir olmakla birlikte Tiirkiye genelinde genis
yayilist vardir (Sekil 2.3). Diinyada ise Avrupa ve Asya’da, Kuzeydogu ve Giiney
Afrika’da ve Kuzey Amerika’da yayilis gostermektedir (Davis 1972). E. hirsutum
bitkisinin  iilkemizdeki yayilis alanlar1 asagida verilmistir (Davis 1972).

A1(E) Tekirdag: Saray, A. Baytop 13154!

A2(E) Istanbul: Kiiciik Cekmece’den Bakirkdy'e, 6 ix 1938, B. Post !
A2(A) Istanbul: Hankier-iskelessi, Beykoz, 29 vi 1895, Azn.|

A3 Bolu: Abant G., 9 vii 1940, B. Post!

A4 Kastamonu: Kiire’den Inebolu’ya, 900 m, D. 38738!

A6 Samsun: Samsun, T. Baytop 14213!

A7 Trabzon: Trabzon, Gérz 905!

A8 Giimiishane: Kovans (Kale)’dan Bayburt’a, 1650 m, D. 31944!
A9 Kars: Kars, Tong 377!

Bl izmir: izmir, Tanay!

B2 Kiitahya: Simav’dan Dagardi’ya, 860 m, E. Anglia Exped. D1I!
B3 Afyon: Sultandagi, 2 ix 1958, Yalt.!

B4 Ankara: Kiibriis, gorge, nr. Kayas, D. 13139!

B7 Tunceli: Pilimir’in tsti, 1900 m, D. 30975!

B8 Erzurum: Palandoken Dagi, Cat ile Erzurum arasi1 32 km, 2150 m, D. 47366!
B9 Bitlis: Tatvan ile Gevas aras1 15 km, 1760 m, Tong 243!

C2 Antalya: Elmali, Bourgeau 162!

C3 Antalya: Finike, s.l., Schultz 156!

C4 Konya: Karaca Da., Andrasovszky 529.

C5 Nigde: Bereketli Maden, 1550 m, Ellenberg 28.

C6 Hatay: Kusliji Da., 1500-2000 m, Haradj. 2669!

C7 Urfa: Titris, Siverek, Sint. 1888:1475!

C8 Siirt: Siirt’den Cizre’ye, Hand.-Mazz., obs.

C9 Hakkari: Kocanis, 2300 m, D. 24306!

C10 Hakkari: Yiiksekova’dan 12 km, 1950 m, Duncan & Tait 153!
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Sekil 2.3. Epilobium hirsutum L. bitkisinin illere (iistte) ve kareleme sistemine (altta)
gore yayilis alanlar1 (Anonim 2020b)

2.6.2. Epilobium hirsutum L. bitkisinin fitokimyasal bilesimi

E. hirsutum bitkisi dahil olmak iizere Epilobium genusuna ait tiim bitkiler zengin bir
fitokimyasal bilesimine sahiptir (Granica ve ark. 2014). E. hirsutum bitkisinde bulunan

sekonder metabolitler Cizelge 2.1°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.1. Epilobium hirsutum L. bitkisinde bulunan sekonder metabolitler

Sekonder Metabolitler Bitki Kisim1 ~ Kaynak

Flavonoitler

Kemferol-3-O-arabinozit  Tiim bitki %g:?rey ve ark. 1995, Barakat ve ark.
Kemferol-3-O-glukuronit  Tiim bitki Hiermann 1995, Barakat ve ark. 1997

Kemferol-3-O-ramnozit

Kersetin

Kersetin-3-O-arabinozit

Kersetin-3-0-galaktozit

Kersetin-3-O-glukozit

Kersetin-3-O-glukuronit

Kersetin-3-O-(6"-galloil)-
galaktozit

Kersetin-3-O-ramnozit

Mirisetin

Mirisetin-3-O-arabinozit

Mirisetin-3-O-galaktozit

Mirisetin-3-O-glukozit

Mirisetin-3-O-glukuronit

Tum bitki ve
kok

Tiim bitki,
yaprak ve
cicek

Tiim bitki,
yaprak, cicek
ve kok

Tiim bitki,
yaprak ve
cicek
Tim bitki,
yaprak ve
cicek
Tiim bitki,
yaprak ve
cicek

Tiim bitki
Tiim bitki,

yaprak, cigcek
ve kok

Tiim bitki,
yaprak ve
cicek

Tim bitki ve
yaprak

Tilim bitki

Tiim bitki ve
yaprak

Tiim bitki

Hiermann 1983, Ducrey ve ark. 1995,
Hiermann 1995, Barakat ve ark. 1997,
Nawwar ve ark. 1997, Stolarczyk ve
ark. 2013a

Hiermann 1983, Barakat ve ark. 1997,
Nawwar ve ark. 1997, Hevesi Toth ve
ark.

2006

Averett ve ark. 1978, Hiermann 1983,
Ducrey ve ark. 1995, Hiermann 1995,
Barakat ve ark. 1997, Stolarczyk ve
ark. 2013a

Hiermann 1983, Ducrey ve ark. 1995,
Hiermann 1995, Barakat ve ark. 1997,
Stolarczyk ve ark. 2013a

Averett ve ark. 1978, Hiermann 1983,
Stolarczyk ve ark. 2013a

Hiermann 1983, Barakat ve ark. 1997,
Nawwar ve ark. 1997

Stolarczyk ve ark. 2013a

Averett ve ark. 1978, Hiermann 1983,
Slacanin ve ark. 1991, Ducrey ve ark.
1995, Hiermann 1995, Nawwar ve ark.
1997, Stolarczyk ve ark. 2013a

Hiermann 1983, Barakat ve ark. 1997,
Nawwar ve ark. 1997

Averett ve ark. 1978, Barakat ve ark.
1997, Ducrey ve ark. 1995, Hiermann
1995, Stolarczyk ve ark. 2013a
Hiermann 1995, Barakat ve ark. 1997,
Stolarczyk ve ark. 2013a

Averett ve ark. 1978, Ducrey ve ark.
1995, Hiermann 1995, Slacanin ve ark.
1991

Barakat ve ark. 1997, Nawwar ve ark.
1997
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Cizelge 2.1. Epilobium hirsutum L. bitkisinde bulunan sekonder metabolitler (devam)

Sekonder Metabolitler Bitki Kisim1 ~ Kaynak

Averett ve ark. 1978, Hiermann 1983,
Slacanin ve ark. 1991, Ducrey ve ark.

. ) Tim bitki, 1995, Hiermann 1995, Barakat ve ark.
Mirisetin-3-O-ramnozit yaprak ve 1997, Nawwar ve ark. 1997, Hevesi
cicek ’ ' ’

Toth ve ark. 2006, Stolarczyk ve ark.
2013a

Fenolik asitler ve tiirevleri
1'-monodekarboksi-
valoneik asit dilakton
2-0O-galloil-3-O-valeneoil
dilakton-(a/p)-*C;- Tiim bitki Barakat ve ark. 1997
glukopiranoz

Tum bitki Barakat ve ark. 1997

Barakat ve ark. 1997, Nawwar ve ark.
Ellajik asit Tiim bitki 1997, Hevesi Toth ve ark. 20086,
Stolarczyk ve ark. 2013a
Barakat ve ark. 1997, Nawwar ve ark.

Gallik asit Tim bitki 1997, Stolarczyk ve ark. 2013a

Izovaloneik asit Tim bitki Rakhmadieva ve ark. 1979

Metil gallat Tiim bitki 1B§g;kat ve ark. 1997, Nawwar ve ark.

o-Kumarik asit Tiim bitki 1B§g;kat ve ark. 1997, Nawwar ve ark.

o-Metoksigallik asit Tiim bitki 1B§g;kat ve ark. 1997, Nawwar ve ark.

Protokatesik asit Tiim bitki Barakat ve ark. 1997, Nawwar ve ark.
1997

Valoneik asit dilakton Tum bitki lngz;kat ve ark. 1997, Nawwar ve ark.

Valoneik asit dilakton Timbitki  Barakat ve ark. 1997

dioksin

Valoneik asitamid dilakton Tiim bitki Barakat ve ark. 1997, Nawwar ve ark.

(epilobamid A) 1997

Tanenler ve iliskili bilesikler

1,6-di-0-galloilglukoz Tiim bitki Barakat ve ark. 1997, Nawwar ve ark.

1997
Barakat ve ark. 1997, Nawwar ve ark.
1997, Stolarczyk ve ark. 2013a

Tiim bitki Stolarczyk ve ark. 2013a

1,2,6-tri-O-galloilglukoz Tiim bitki

1,2,3,4,6-penta-O-
galloilglukoz
2 3-di-0-galloilglukoz Tiim bitki Barakat ve ark. 1997, Nawwar ve ark.

1997
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Cizelge 2.1. Epilobium hirsutum L. bitkisinde bulunan sekonder metabolitler (devam)

Sekonder Metabolitler Bitki Kisim1 ~ Kaynak
Barakat ve ark. 1997, Nawwar ve ark.

6-O-galloilglukoz Tiim bitki 1997
Lesuisse ve ark. 1996, Ducrey ve ark.
. . o 1997, Hevesi Toth ve ark. 2009,
Unotein B Tiim bitki Schepetkin ve ark. 2009, Granica ve ark.
2012
Diger bilesikler
a-Linolenik asit Tohum Velasco ve Goffman 1999
a-Tokoferol Tohum Velasco ve Goffman 1999
y-Tokoferol Tohum Velasco ve Goffman 1999
d-Tokoferol Tohum Velasco ve Goffman 1999
Linoleik asit Tohum Velasco ve Goffman 1999
Oleik asit Tohum Velasco ve Goffman 1999
Palmitik asit Tohum Velasco ve Goffman 1999
Serin Tiim bitki Bejenaru ve ark. 2009
Stearik asit Tohum Velasco ve Goffman 1999
Treonin Tiim bitki Bejenaru ve ark. 2009

Flavonoitler, Onagraceac familyasindaki tim tiirler i¢in kemotaksonomik Oneme
sahiptir (Howard ve Mabry 1972, Averett ve ark. 1978, Averett ve ark. 1979, Averett ve
Raven 1984, Hevesi Toth ve ark. 2006, Hevesi Toth ve ark. 2009). Bir flavonoit bilesigi
olan kemferol-3-O-glukuronit bilesiginin Epilobium genusunda yalnizca E. hirsutum ve
Epilobium angustifolium L. tiirlerinde bulundugu bildirilmistir (Hiermann 1995).
Flavonoitler disinda, fenolik asitler de E. hirsutum’da ve diger tiirlerde en ¢ok bulunan
bilesiklerdir (Granica ve ark. 2014). Ellajik asit, E. hirsutum ile birlikte toplam 5
Epilobium tiiriinde var olan énemli bir fenolik bilesiktir (Slacanin ve ark. 1991, Ducrey
ve ark. 1995, Barakat ve ark. 1997, Nawwar ve ark. 1997, Kiss ve ark. 2004, Hevesi
Toth ve ark. 2006, Shikov ve ark. 2006, Stolarczyk ve ark. 2013a). Epilobium genusu
igin ayirt edici bir bilesik olan epilobamid A ise yalnizca E. hirsutum bitkisinde tespit
edilmistir (Barakat ve ark. 1997, Nawwar ve ark. 1997). E. hirsutum bitkisinde ve diger
Epilobium tiirlerinde en yaygin olarak bulunan ellajitanen bilesigi, unotein B’dir
(Lesuisse ve ark. 1996, Ducrey ve ark. 1997, Hevesi Toth ve ark. 2009, Schepetkin ve
ark. 2009, Granica ve ark. 2012) (Sekil 2.4). Ayrica, unotein B bilesigi Onagraceae
familyasindaki diger cinsler igin de karakteristik bir onem tagimaktadir (Granica ve ark.
2012). Bitki ekstrelerindeki unotein B oran1 %2-14"tiir (Ducrey ve ark. 1997, Granica
ve ark. 2012). Bu bilesigin Epilobium tiirlerinin biyolojik aktivitesine katki sagladigi
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ifade edilmistir (Lesuisse ve ark. 1996, Kiss ve ark. 2006a, Schepetkin ve ark. 2009,
Kiss ve ark. 2011, Ramstead ve ark. 2012). E. hirsutum bitkisi, ellajitanenlerin yani1 sira
8 farkli galloil bilesigi ile zengin bir gallotanen kaynagidir (Haddock ve ark. 1982,
Barakat ve ark. 1997, Nawwar ve ark. 1997, Stolarczyk ve ark. 2013a).

Sekil 2.4. Unotein B’nin kimyasal yapisi (Okuyama ve ark. 2013)
2.6.3. Epilobium hirsutum L. bitkisinin geleneksel halk tibbinda kullanimi

E. hirsutum bitkisi, dnemli biyolojik etkileri sebebiyle halk tibbinda uzun siiredir
kullanilan etnobotanik 6neme sahip bir bitkidir. Bitkinin, Misir ve Avrupa halk tibbinda
enflamasyon, prostat adenomlari ve prostat tiimorleri tedavisinde kullanildig:
bildirilmistir (Hiermann 1983, Hostettmann 1995). Ayrica, Amerika yerlileri rektal
kanamalar1 Onlemek ic¢in, Cin halki ise menstriiel diizensizlikleri tedavi etmek ig¢in
E. hirsutum bitkisinden yararlanmistir (Gruenwald 1998). Bitkinin yapraklar ve
koklerinden hazirlanan ilag, Anadolu halki tarafindan ates diisiirmede, ayrica kabizliga
ve prostat hastaliklarina kars1 kullamlmustir (Tita ve ark. 2001, Everest ve Oztiirk 2005).
Gecmiste, bitkiden hazirlanan inflizyonlar, dahili olarak, iyi huylu prostat biiylimesi
(Benign Prostat Hiperplazisi, BPH) ve BPH kaynakli miktiirisyon sorunlarinda, ayrica
prostat iltihab1 (prostatit) ve iiretra enflamasyonu gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilmis ve giiniimiizde de kullanilmaya devam etmektedir. Ustelik; bitkinin, agiz

mukozasinda goriilen lezyonlarin ve gastrointestinal bozukluklarin giderilmesinde ve
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antienflamatuvar ve 6dem onleyici olarak dahili kullanimi oldugundan da bahsedilmistir
(Hiermann ve ark. 1986, Gruenwald ve ark. 2000). Dahili kullanimlarina ilave olarak,
bitkiden elde edilen su ekstresinin, harici olarak yara iyilestirici 6zelliginin bulundugu

belirtilmistir (Pogrel ve ark. 1993, Gruenward 2000).

2.6.4. Epilobium hirsutum L. bitkisinin biyolojik aktiviteleri

E. hirsutum ekstreleri, dikkat cekici farmakolojik etkilere sahiptir ve literatiirde
biyolojik aktivitelerini gdsteren ¢ok sayida c¢aligma bulunmaktadir. Bu g¢aligmalarda
E. hirsutum bitki ekstrelerinin; antikanser (Voynova ve ark. 1991, Stolarczyk ve ark.
2013a, Stolarczyk ve ark. 2013b), antioksidan (Kiss ve ark. 2011, Jamous ve ark. 2015,
Karakurt ve ark. 2016, Sheikh ve ark. 2017), analjezik, antinosiseptif (Pourmorad ve
ark. 2007), antienflamatuvar (Kiss ve ark. 2011), antimikrobiyal (Battinelli ve ark.
2001, Kunduhoglu ve ark. 2011, Pirvu ve ark. 2015, Pirvu ve ark. 2016), antifungal
(Battinelli ve ark. 2001), antiviral (ivancheva ve ark. 1992), antikandidal, antihelmintik
(Jamous ve ark. 2017) ve antidiyaretik (Vitali ve ark. 2006) etkileri bildirilmistir.

E. hirsutum bitkisinin toprak istii kisimlarindan hazirlanan alkol ekstresinin fare
modelleri lizerindeki antitiimor etkinliginin test edildigi bir ¢aligmada, 16kozis tlimorii
P-388 i¢cin 1 mg/kg’da, Ehrlich assitik tiimorii i¢in 3 mg/kg’da maksimum inhibitor etki
elde edilmistir. E. hirsutum ekstresinin bu dozlarinda, fare yasam siiresinin, sirasiyla,

%156 ve %158 oranda uzadig: belirlenmistir (Voynova ve ark. 1991).

Literatiirde, E. hirsutum bitkisinin antikanser etkilerini arastiran ¢ok az sayida ¢alisma
vardir. Stolarczyk ve ark. (2013a) tarafindan yiiriitilen bir caligmada; cigceklenme
déneminde dogal yayilis toplanan E. hirsutum bitkisinin ve ayrica, E. angustifolium ve
E. parviflorum Schreb. bitkilerinin toprak isti kisimlarindan 40 °C’de ve 1 saat
boyunca ultrasonik su banyosu kullanilarak su ekstreleri (1:10) hazirlanmistir. Daha
sonra, elde edilen ekstreler unotein B igin standardize edilmistir ve unotein B
konsantrasyonlart; E. hirsutum ekstresi i¢in %23,5+ 0,3 (235 mg/g), E. angustifolium
ekstresi i¢in %15,7+ 0,1 (157 mg/g), E. parviflorum ekstresi i¢in %22,7+ 0,4 (227
mg/g) olarak hesaplanmistir. Tiim ekstrelerin bilesimi, yiiksek-performansli sivi

kromatografisi-diyot array dedektorii-kiitle spektrometresi/kiitle spektrometresi (high-
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performance liquid chromatography-diode-array detector-mass spectrometry/mass
spectrometry, HPLC-DAD-MS/MS) yontemiyle belirlenmistir. Ekstrelerin  farkli
dozlarinin (20, 50 ve 70 pg/ml), 72 saat sonunda LNCaP hormon bagimli prostat
kanseri hiicre hatti  iizerindeki etkileri, Hoechst soliisyonu kullanilarak
deoksiriboniikleik asit (DNA) miktarinin 06lgiilmesi prensibine dayanan hiicre
proliferasyon testiyle belirlenmistir. Ayrica, propidyum iyodiir ve Anneksin V- floresein
izotiyosiyanat (fluorescein isothiocyanate, FITC) boyama yapilarak flow sitometri
yontemi araciligiyla LNCaP hiicrelerindeki apoptoz incelenmistir. Bunlara ilave olarak,
ticari kitler kullanilarak hiicrelerdeki mitokondriyel potansiyel ve kaspaz-3 (caspase-3)
aktivitesi analiz edilmistir. Bu ¢alismada, tiim ekstrelerin hidrolize tanenler, fenolik
asitler ve flavonollar bakimindan zengin oldugu, dominant bilesigin unotein B oldugu
saptanmugtir. Hiicre proliferasyon testi sonuglarina gére, E. hirsutum ekstresinin LNCaP
hiicrelerindeki ICsp (yart maksimum inhibitér konsantrasyonu, half maximal inhibitory
concentration)  degeri 37,3 ug/ml  olarak  belirlenmisti. Ote  yandan,
E. angustifolium ve E. parviflorum ekstrelerinin ICsy degerleri ise, sirasiyla 44,6 pg/ml
ve 32,2 pg/ml olarak bulunmustur. Bununla birlikte, E. hirsutum ekstresinin, diger iki
bitki ekstresine kiyasla, LNCaP hiicrelerinde daha fazla ge¢ apoptoza neden oldugu
tespit edilmistir. Caligilan tiim ekstreler arasinda, mitokondriyel membran potansiyelini
degistirme yetenegi ve kaspaz-3 aktivitesi en yiiksek olan ekstrenin E. hirsutum ekstresi
oldugu belirlenmistir. Arastirmacilar bu ¢alismayla, E. hirsutum ekstresinin ve diger
bitki ekstrelerinin antikanser aktivitelerinden unotein B’nin sorumlu oldugu sonucuna

ulagmustir.

Stolarczyk ve ark. (2013b), ayni yil yaptiklart baska bir ¢alismada; E. hirsutum, E.
angustifolium ve E. parviflorum ekstrelerinin ve bu ekstrelerin temel bilesenlerinin,
LNCaP hormon bagimli prostat kanseri hiicre proliferasyonlari, PSA (prostat-spesifik
antijen) sekresyonu ve arjinaz aktivitesi tizerindeki etkilerini aragtirmigtir. Bu amagcla;
ciceklenme doneminde dogal yayilis ortamlarindan toplanan E. hirsutum, E.
angustifolium ve E. parviflorum bitkilerinin toprak iistii kisimlarindan 40 °C’de ve 1
saat boyunca ultrasonik su banyosu kullanilarak su ekstreleri (1:10) hazirlanmistir. Su
ekstrelerinin bir kismi ise etil asetat (1:1) ile ekstre edilmistir; ayrica, unotein B adli

bilesik de izole edilmistir. Su ekstrelerindeki toplam polifenol igerigi, Folin-Ciocalteau
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reaktifi kullanilarak; toplam flavonoit igerigi aliiminyum kloriir reaktifi kullanilarak;
unotein B igerigi ise HPLC-DAD-MS yontemiyle tespit edilmistir. Ekstrelerin farkli
dozlarinin (20, 50 ve 70 pg/ml), 72 saat sonunda LNCaP hormon bagimli prostat
kanseri hiicre hatt1 tizerindeki etkileri, Hoechst soliisyonu kullanilarak DNA miktarinin
Olciilmesi prensibine dayanan hiicre proliferasyon testiyle belirlenmistir. Aragtirmacilar,
bu ¢aligmada PSA sekresyonu ve arjinaz aktivitesi belirlemenin yaninda ellajitanen
metabolitlerinin (iirolitin A, B ve C) olusumunu degerlendirmistir. Ustelik; izole edilen
unotein B, mirisetin-3-O-ramnozit, kersetin-3-O-glukuronit bilesikleri ve iirolitin A, B,
C metabolitleri ile pozitif kontrol olarak kullanilan flutamit ilacinin antiproliferatif
etkileri de incelenmistir. Fitokimyasal sonuclar, su ekstrelerindeki dominat bilesigin
unotein B oldugunu, ancak etil asetat ekstrelerinin unotein B bilesiginden yoksun
oldugunu gostermistir. En yiiksek unotein B igerigi, %23,5+ 0,3 ile E. hirsutum su
ekstresinde belirlenmistir. {laveten; su ekstrelerinin polifenol igeriklerinin yiiksek ancak
flavonoit iceriklerinin zayif oldugu saptanmistir. Antikanser etkisi taranan tiim ekstreler
arasinda, su ekstrelerinin etil asetat ekstrelerinden daha giiclii aktivite sergiledigi
gorlilmiistiir. Su ekstrelerinin LNCaP hiicrelerindeki ICso degerleri; E. hirsutum ekstresi
icin 37,3 pg/ml, E. angustifolium ekstresi i¢in 44,6 ug/ml ve E. parviflorum ekstresi i¢in
32,2 pg/ml olarak elde edilmistir. Test edilen bilesikler (unotein B, mirisetin-3-O-
ramnozid, kersetin-3-O-glukuronid, irolitin A, B, C ve flutamit) arasinda en gii¢lii
sitotoksik etkiyi unotein B bilesigi (ICsp dozu: 7,8 pg/ml) gostermistir. Calismada,
Urolitinler arasindan, sadece Urolitin C igin ICso dozu (35,2 uM) belirlenirken,
flutamit’in 1Csp dozu 52,9 puM olarak tespit edilmistir. Tim bunlara ek olarak;
ellajitanen bakimindan zengin Epilobium ekstrelerinin insan bagirsak mikrobiyotasinda
metabolize edilmesi sonucu Urolitin (A, B ve C) metabolitlerinin olusumu, en yiiksek
unotein B igerigine sahip E. hirsutum su ekstresinde saptanmigtir. PSA sekresyonunda
en gliclii azalmaya neden test bilesiginin unotein B oldugu, unotein B’den sonra en 1yi
etkiyi Urolitin C’nin gosterdigi gozlenmistir. PSA sekresyonu igin elde edilen bu
sonucun, arjinaz aktivitesinde de gecerli oldugu goriilmiistiir. Daha onceki ¢alismada
oldugu gibi bu c¢aligmada da E. hirsutum ekstresinin antikanser aktivitesine unotein B

bilesiginin katki sagladig1 sonucuna ulagilmistir.
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Yukarida ozetlenen in vivo/in vitro calismalarda goriildiigii {izere, E. hirsutum ve
Epilobium cinsine ait diger tiirlerde, polar ekstrelerin en temel bilesigi unotein B’dir
(Granica ve ark. 2014). Ekstrelerin sitotoksik etkileri ile unotein B bilesiginin
konsantrasyonu arasinda giiglii bir baglant1 oldugu agikca belirtilebilir (Vitalone ve ark.
2003a, Schepetkin ve ark. 2009, Kiss ve ark. 2011, Stolarczyk ve ark. 2013a). Bu
baglamda, unotein B bilesiginin biyolojik aktiviteleri ile ilgili literatiirde var olan

arastirma bulgularinin sunulmasina ihtiya¢ duyulmustur.

2.6.5. Unotein B’nin biyolojik aktiviteleri

Ellajitanen yapida bir bilesik olan unotein B’nin, geleneksel Cin tibbinda antipiretik ve
antienflamatuvar ilag olarak yaygin kullaniminin bulundugu rapor edilmistir (Okuyama
ve ark. 2013). Literatiirde, unotein B’nin antikanser olarak 6nemli aktivite gostermesine
iliskin ¢alismalar bildirilmistir. Bu bilesigin; insan oral epidermoid (KB), servikal
(HeLa), prostat karsinoma (DU 145), hepatoseliiler karsinoma (Hep-3B) ve
promiyelositik 16kemiya (HL-60) hiicrelerini kapsayan bir dizi hiicre hattinda biiylime
baskilayict etkiler gosterdigi, buna karsin malign olmayan WISH hiicrelerinde daha
zay1f sitotoksik etki sergiledigi belirlenmistir (Wang ve ark. 1999). Vitalone ve ark.
(2003a) tarafindan yiiriitiilen farkli bir calismada, unotein B’nin DNA sentezini
baskilayarak onemli bir sitotoksik etki gdsterdigi belirlenmistir. Unotein B’nin hiicre
proliferasyonu iizerindeki etkisinin arastirildigi bir ¢alismada; 2, 5 ve 10 uM
konsantrasyonlarda, unotein B’nin PZ-HPV-7 transforme epitelyal prostat hiicrelerinin
ve LNCaP androjen bagimli prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu doza bagh
olarak 6nemli dlgiide azalttigi belirlenmistir (Piwowarski ve ark. 2017). Son yapilan bir
calismada ise, ticari unotein B’nin A549 insan kiiglik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre
hattina kars1 sitotoksik ve apoptotik etkileri arastirilmistir. 15, 30 ve 45 uM dozlarindaki
unotein B ile 12, 24, 36, 48, 60 ve 72 saatlik tedaviyi takiben, A549 hiicre
canliliklarinin doza ve zamana bagl olarak azaldig: belirlenmis olup ICsg degeri 25,49+
2,11 uM olarak hesaplanmistir. Ayrica, anneksin-V-FITC/Propidyum iyodiir boyama
kullanilarak flow sitometri yontemiyle apoptotik etki degerlendirilmistir ve unotein
B’nin doz artisina bagl olarak apoptotik hiicre sayisinda bir artisa neden oldugu
saptanmistir. Sozii edilen c¢alismada, ek olarak, antiapoptotik Bcl-2 proteinin

ekspresyonunda unotein B tedavisi sonrasi 6nemli 6l¢iide azalma tespit edilmistir (Pei
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ve ark. 2019). Unotein B ile ilgili yiiriitiilen in vivo ¢alismalarda; unotein B’nin, farenin
peritonel kavitesine enjekte edilmesinden sonra, yagam siiresinde artis gézlemlendigi ve
bilesigin makrofajlar1 aktive ederek antitimor aktivite sergiledigi bulunmustur
(Miyamoto ve ark. 1987, Miyamoto ve ark. 1992, Miyamoto ve ark. 1993a, Miyamoto
ve ark. 1993b, Wang ve ark. 1999, Schpetkin ve ark. 2009). Unotein B’nin antitiimor
etkinligi altinda yatan mekanizmanin; poli-(ADP-riboz) glikohidrolaz (Aoki ve ark.
1995, Maruta ve ark. 2007), 5-a-rediiktaz ve aromatazin baskilanmasi (Ducrey ve ark.
1997) ve prostat kanseri hiicrelerinde notral endopeptidazin indiiklenmesi (Kiss ve ark.
2006b) oldugu ileri siirilmektedir. Antikanser aktivitesinin yani sira, unotein B’nin
antioksidan, antienflamatuvar, antifungal ve antiviral etkilere sahip oldugu bildirilmistir
(Granica ve ark. 2014).

2.6.6. Epilobium hirsutum L. ekstrelerinin toksisitesi ve giivenligi

E. hirsutum bitkisi dahil olmak fizere, Epilobium cinsine ait tiirlerin ekstrelerinin
toksisitesi ile ilgili gergeklestirilmis 6nemli klinik O6ncesi ¢aligmalar1 bulunmaktadir ve
bu ¢alisma bulgular1 dogrultusunda, Epilobium tiirlerinin yan etkilerinin bulunmadigi ve
toksik olmadiklar1 ifade edilebilir (Granica ve ark. 2014, Vitalone ve Allkanjari 2018).
Pourmorad ve ark. (2007) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada; E. hirsutum
ekstresinin, 1 hafta boyuca fare yasami iizerindeki etkisi incelenmistir, calisma sonunda,
intraperitoneal uygulama sonunda LCsy degerinin 1,5 mg/kg oldugu hesaplanmis ve
ekstrenin farelerde herhangi bir toksisiteye neden olmadigi belirlenmistir. 2010 yilinda
yuriitillen bir c¢aligmada, E. hirsutum ve diger bitkilerin (E. angustifolium ve E.
parviflorum) hidroalkolik ekstreleri, 1,5 ml hacimde 10 giin siireyle Wistar ratlarina oral
olarak uygulanmis ve daha sonra vital organlardaki sitotoksisite incelenmistir. Ratlarin
beyin, hipotalamus-hipofiz-adrenal eksen, karaciger, bobrekler, dalak organlarinda ve
timiis diizeylerinde hicbir ekstrenin sitotoksik olmadig1 saptanmistir. Ayrica, yalnizca E.
hirsutum ve E. angustifolium ekstrelerinin ratlarin karacigerindeki ve bobreklerindeki
oksirediiksiyon enzimlerinde orta dl¢iide bir artisa neden oldugu belirlenmistir (Roman
ve ark. 2010). Baska bir in vivo arastirmada, 9 giin boyunca intraperitoneal olarak
E. hirsutum su ekstresi (37,5 mg/kg) ve ellajik asit (20 mg/kg) uygulanan erkek Wistar
ratlarinda ilag metabolize eden cytochrome P450 enzimlerinin (hepatik CYP2B,
CYP2C, CYP2D ve CYP3A) ekspresyon seviyeleri analiz edilmis, uygulama sonucu bu
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enzimlerin ekspresyonlarinin azaldigi, ilag temizleme aktivitesinin baskilandig1 ve nihai
olarak ila¢ toksisitesinin gerceklestigi bulunmustur (Celik ve ark. 2016). Bu calismaya
benzer olarak, Karakurt ve ark. (2013)’nin ayn1 deneysel ¢aligmalar yiiriiterek yaptigi
bir c¢alismada, CYP2E1 ve CYP1Al -ekspresyonlarinda azalig tespit edilmistir.
Gergeklestirilen ¢aligmalarda, E. hirsutum ekstrelerinin her ne kadar giivenli oldugu
gosterilse de klinik bulgular elde edilinceye kadar E. hirsutum bitkisinin tiiketilmesi

sonucu olusacak muhtemel ilag¢ etkilesimlerine kars1 dikkatli olmak gerekmektedir.

2.7. Kanser

Basit olarak; kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ve anormal derecede biiyliime ozelligi
kazanmasi ile gelisen bir hastaliktir (Clark 1991). Kanser gelisimi, bazi hiicrelerin
mutasyona ugramasi ile herhangi bir organda veya viicut yapisinda baslamaktadir.
Hiicrede asamali olarak meydana gelen mutasyonlar, onkogen ve tiimdr baskilayict gen
ekspresyonlarinda 6nemli degisimlere neden olmaktadir. Bu degisimler, yiizlerce genin
ekspresyonunu etkileyerek bir dizi genetik hasarin birikmesine yol agmaktadir
(McCormick 1999, Roy ve Saikia 2016). Gen diizeyindeki degisimlerin yaninda,
cevresel faktorler de kanser gelisimi siirecinde etkili olmaktadir. Saglikli hiicrelerin
genetik, epigenetik ve hiicresel diizeyde degisimlere ugradiklar1 ve kademeli ilerleyen
mekanizma sonunda bir doku kitlesi (tlimor) olusturduklar1 siire¢, karsinogenez
(onkogenez, tiimorigenez) olarak adlandirilmaktadir (Hanahan ve Weinberg 2000).
Buna karsilik, her tiimor kanser 6zelligi tasimamaktadir. Gelistigi bolgede veya organda
sinirli, lokalize kalan ve viicudun diger kisimlarina yayilma 6zelligi sergilemeyen
tiimdrler, benign (iyi huylu) timorlerdir. Aksine, saglikli komsu dokular: istila etme
(invazyon) ve kan/lenf yoluyla viicudun farkli bolgesindeki organlara yayilma
(metastaz) oOzellikleri gosteren tiimorler malign tiimorler olup kanser olarak
tanimlanmaktadir (Hanahan ve Weinberg 2000). Hanahan ve Weinberg adli iki
aragtirmaci, karsinogenez siirecinde kanser hiicrelerinin belirli yetenekler kazandiklarini
ifade etmislerdir (Hanahan ve Weinberg 2011). Siire¢ boyunca, kanser hiicrelerinin

¢ogunlugunun sahip oldugu bu karakteristik 6zellikler, Sekil 2.5’de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.5. Kanser hiicrelerinin 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg 2011°den degistirilerek
alinmistir)

Son yillarda, kanser tan1 ve tedavisinde biiylik ilerlemeler kaydedilmistir. Giiniimiizde;
kanser tedavisinde cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi gibi standart yontemlerin yani1 sira
immiinoterapi, hormon tedavisi, gen tedavisi, kok hiicre tedavisi, kriyocerrahi,
fotodinamik tedavi, kanser asilar1 ve hedefe yonelik tedavi gibi gilincel yontemler de
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, kanser hastalig1 erken evrede saptandigi takdirde bu
tedavi yontemlerinden daha basarili sonuglar alinmaktadir (Baykara 2016, Roy ve
Saikia 2016). Bu sebeple, daha etkili tedavi yontemlerine ihtiya¢ her gecen giin
artmaktadir.
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2.8. Prostat Kanseri

Prostat kanseri, erkeklerde en yaygin goriilen kanser tiirlerinden biridir (Kral ve ark.
2011). Prostat kanserinin goriilme sikligi, 70 yasindan sonra hizla artis gostermekle
birlikte 50 yas iizerindeki tiim erkeklerin prostat kanseri riski tasidigi bilinmektedir.
Insidans oranindaki artista, niifusa bagli yaslanmanm ve gelismis teshis ve tarama

yontemlerinin kismi pay1 oldugu da ifade edilmektedir (Schulz ve ark. 2003).

Yetiskin bir erkekte, normal yapidaki prostat, glandiiler (salgi bezi) epitelyal ve
fibromiiskiiler stroma boliimlerinden olusan tiibulo-alveolar bir bezdir (Schulz ve ark.
2003). McNeal (1981), prostat bezinde baslayan karsinogenez siirecinin yerini
tanimlayabilmek icin, prostat bolgesel anatomisi kavramini gelistirmistir (McNeal
1981). Bu yaklasima gore, prostat bezinin %95’ini olusturan glandiiler kismi, genis
periferal bolge ile kiiciik bir merkezi bolgeden olugmaktadir. Prostat bezinin %5°lik
kismin ise, gecis bolgesi ve peri-liretral bezler olusturmaktadir. Prostat kanserlerinin
yaklasik olarak %60-70’1 periferal bolgede, %10-20’si gegis bolgesinde olugsmaktadir.
Prostat kanserlerinin sadece %5-10’i merkezi bolgeden koken almaktadir. Prostat
kanserleri, glandiiler epitelyal hiicrelerinden gelistikleri i¢in adenokarsinom tiimor
simifinda yer almaktadir. BPH ise, c¢ogunlukla peri-liretral stromadan ve gecis
bolgesindeki bezlerden gelismektedir (McNeal 1981, Schulz ve ark. 2003). Prostat
bezinin normal gelisimine, proliferasyonuna ve farklilagmasina katki saglayan
androjenler, prostat kanseri gelisiminde de dnemli rol oynamaktadir (Abate-Shen ve
Shen 2000, 2002). Androjenlerin sinyal yolaklarindaki kilit molekiilii ise hiicre ici
androjen reseptorleri (androgen receptor, AR)’dir. Aktif haldeki AR’lerinin, PSA
enziminin ve diger faktorlerin aktiflestirilmesinden sorumludur (Alimirah ve ark. 2006).
Prostat bezindeki epitelyal hiicrelerden salgilanan PSA’nin, saglikli erkeklerin
serumunda diisiik seviyede oldugu, bunu aksine prostat kanserinde ve diger prostat
hastaliklarinda serumdaki seviyesinin artis sergiledigi gosterilmistir (Wang ve ark.
1979, Papsidero ve ark. 1980, Catalona ve ark. 1994). PSA enziminin, fertilizasyonda
gorevli olabilecegi tahmin edilmektedir (Lilja ve ark. 1987, McGee ve Herr 1988,
Yencilek ve ark. 2018).
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Prostat kanseri, multifaktoriyel bir hastalik oldugu igin etiyolojisi halen tam olarak
¢oziilebilmis degildir (Schulz ve ark. 2003, Kral ve ark. 2011). Hastaligin gelisimine
cevresel faktorlerin etkili oldugu sanilmasina karsin, genetik yatkinligin daha baskin
oldugu ifade edilmektedir. Beyaz ve Afrika kokenli Amerikalilar arasinda prostat
kanserinin goriilme siklig1 ve 6liim oranlart bakimindan ciddi farkliliklar belirlenmistir
(Kral ve ark. 2011). Benzer olarak, Bat1 iilkelerinde prostat kanserine egilimin, Asya
iilkelerinden en az 10 kata daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Gli¢lii ailesel yatkinligin
prostat kanserine yakalanma riskini artirabileceginden bahsedilmektedir (Anonim
2013). Ancak yapilan ¢aligsmalarda, risk faktorii olarak kalitimin, insidans oranlarindaki
farkliliklardan kismen sorumlu oldugu gosterilmistir. Kesin olmamakla beraber,
beslenme aliskanliklarindaki olumlu degisimlerin, prostat kanseri riskini azaltabilecegi
sOylenmektedir. Baz1 ¢alismalarda; giinliik ve yiiksek yagli, 6zellikle hayvansal yag
iceren {iriinlerin, islenmis kirmizi et tiiketiminin prostat kanseri i¢in risk tastyabilecegi
ortaya konmustur. Bunun yerine; vitamin, mineral ve antioksidan igeren besinler
tilketmenin prostat kanserine kars1 koruyucu etkinlik gosterebilecegi diisiiniilmektedir
(Schulz ve ark. 2003). Selenyum mineralinin prostat kanserine karsi koruyucu etkisinin
arastirlldigt yakin zamandaki bir c¢aligmaya gore; bu mineral bakimindan zengin
topraklarda yetisen besinler ile beslenen yore halkinda prostat kanserine daha az
rastlanilirken, selenyum minerali fakir topraklarda yetisen besinleri tiiketen kisilerde
insidans orani daha yiiksek tespit edilmistir (Clark ve ark. 1996). Prostat kanseri i¢in
risk teskil eden diger ¢evresel faktorler ise; alkol ve sigara tiiketimi, obezite, statin ve

steroid olmayan antienflamatuvar ilag tedavisidir (Kral ve ark. 2011).

Prostat kanseri, bazi hastalarda hicbir belirti gostermeden gizlice ilerlemektedir. Bazi
durumlarda ise agresif bir seyir izleyerek seminal vezikiillere, mesaneye ve rektuma
invaze olmaktadir ve lenf bezlerine, kemige, akcigere, karacigere ve diger organlara
metastaz gerceklestirmektedir (Schulz ve ark. 2003). Prostat kanserinin teshisinde,
1980’1i yillarda kullanilmaya baslayan PSA testi dnemli bir yer tutmaktadir (Kral ve
ark. 2011). Bu test sayesinde, prostat kanseri erken evrelerde saptanmaktadir ve vakit
kaybetmeden tedaviye baslanabilmektedir. Ayrica, dijital rektal inceleme ve biyopsi ile
Gleason derecelendirme yontemlerine de teshis i¢in siklikla bagvurulmaktadir. Erken

evrede tespit edilen ve metastaz olgusu bulunmayan lokalize prostat kanserinin tedavisi
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icin en iyi se¢enekler, radikal prostatektomi (cerrahi) ve radyasyon tedavisi olmaktadir
(Schulz ve ark. 2003). Niiks etmis ve metastatik Ozellikteki ileri evre kanserlerin
tedavisinde ise, hormonal tedavi yontemi olarak androjen deprivasyon tedavisi
(androgen deprivation therapy, ADT) uygulanabilmektedir. Bu tedavi modelinde,
androjenik  aktivitenin  baskilayarak =~ metastatik  hastaligin  hafifletilmesi
amaglanmaktadir. ADT’nde en yaygin kullanilan yontemler, orsitektomi (cerrahi
kastrasyon), androjen ablasyon tedavisi, GnRH feedback sinyali ve AR antogonistleridir
(Schulz ve ark. 2003, Hacibekiroglu ve ark. 2015). Kemoterapi ise prostat kanserinin
farkli asamalarinda kullanilmaktadir. Glinlimiizde, prostat kanseri kemoterapisinde en
stk kullanilan ilaglar; dosetaksel, kabazitaksel, mitoksantron, estramiisin ve
paklitaksel’dir (Gilligan ve Kantoff 2002, Anonim 2019c).

Taksol (taxol®) veya yaygin ismiyle paklitaksel (paclitaxel), farkli kanser tiirlerinin
tedavisinde genis ¢apta kullanilan ve oldukga etkili kemoterap6tik bir ajandir (Suffness
1995). Paklitaksel, Ulusal Kanser Enstitiisii’niin (National Cancer Institute, NCI) 1960-
1981 yillart arasinda yiiriittiigii bitki tarama programi kapsaminda, kanser etkinligi test
edilen Taxus brevifolia (Pasifik porsuk agaci) bitkisinden kesfedilmistir. Bitkinin;
kabuk, dal, igneli yapraklar ve meyve kisimlarindan hazirlanan ekstreler test edilmis ve
kabuk kisminin sitotoksik oldugu belirlenmistir. 1967 yilina kadar, bitkinin kabugundan
aktif icerigin izolasyonu ve tanimlanmasi yapilmis olup bu bilesik taksol olarak
isimlendirilmistir. 1971 yilinda, yapist agiklanmistir ve Ulusal Kanser Enstitiisii’niin
ilag gelistirme programinda klinik deneylere girmistir (Weaver 2014). Sadece prostat
kanseri tedavisinin yaninda; ovaryum, meme, akciger, mesane, 6zofagus ve bas-boyun
kanserlerinin tedavisinde de paklitakselden faydalanilmaktadir (Rowinsky 1997).
Paklitaksel, mikrotiibiillere baglanarak, mikrotiibiil dinamiklerinin kinetik olarak
baskilanmasini (stabilizasyon) saglar. Bu durum, hiicre dongiisiiniin mitotik fazda
durmasina yol agarak paklitaksel kaynakli sitotoksisite gerceklesir (Schiff ve Horwitz
1980, Jordan ve ark. 1993, Jordan ve Wilson 1998).
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2.9. Hiicre Oliim Yolaklari

Apoptoz, nekroptoz (veya nekroz) ve otofaji, hiicre i¢ginde programli olarak ilerleyen ve
farkli yolaklar ile diizenlenen hiicre Olim sekilleridir. Apoptoz ve nekroz, hiicre
6limiine neden olurken; otofaji, hiicrelerde pro-yasam ya da pro-6liim olaylarinda rol
oynamaktadir (Ouyang ve ark. 2012). Bu hiicre 6liim tipleri, gosterdikleri morfolojik
degisikler sayesinde birbirinden kolaylikla ayirt edilebilmektedir (Laubenbacher ve ark.
2009, Hanahan ve Weinberg 2011).

2.9.1. Apoptoz

Apoptoz terimi, ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaglari tarafindan canli dokulardaki
hiicre kaybindan sorumlu olan programli bir hiicre 6liim tiirii olarak tanimlanmistir
(Kerr ve ark. 1972). Apoptoz, hiicrenin kendisi tarafindan kontrol edilen fizyolojik bir
6lim mekanizmasidir. Apoptoz, hiicre hasar1 veya stresin yani sira normal gelisim ve
morfogenez esnasinda da gergeklesmektedir (Nikoletopoulou ve ark. 2013). Viicutta,
yaslanmis ve tamir edilemez DNA hasar1 bulunan yaklagik 1 milyon hiicre apoptoz ile
oliirken, bu hiicrelerin yerine yeni hiicreler iretilir. Bu sayede, proliferasyon (mitoz) ve
yikim (apoptoz) olaylar1 dengede tutulmaktadir. Mitoz veya apoptoz lehine bu dengenin
bozulmasi, patogenez gelisimini isaret etmektedir. Kanser ile apoptoz arasinda karmagsik
bir iliski oldugu, apoptoz oranmin azalmasmin kanserlesmeye neden oldugu
bildirilmistir (Ulukaya ve ark. 2011, Ouyang ve ark. 2012). Apoptoz; hiicre biiziilmesi,
niikleer kondenzasyon ve fragmentasyon, dinamik membran bleblenmesi ve komsu
hiicreler ile ya da hiicre dis1 matriks ile baglanti kaybi gibi hiicresel morfolojik
degisimler ile ayirt edilmektedir (Nishida ve ark. 2008). Bunlara ek olarak, apoptoz
stirecinde DNA’nin  interniikleozomal fragmentlere kirilmasi, fosfotidilserin
translokasyonu ve proteoliz ile bir dizi hiicre igi substratin yikimi gibi biyokimyasal
farkliliklar da gozlenmektedir (Cohen ve ark. 1994, Martin ve Green 1995). Apoptozu
indiikleyen iki temel yolak bulunmaktadir: Ekstrinsik (digsal) ve intrinsik (i¢sel) yolak
(Eum ve Lee 2011).
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Ekstrinsik yolak, 6liim reseptorleri yolagi olarak da adlandirilmaktadir (Eum ve Lee
2011). Plazma membraninda bulunan, timdr nekroz faktor reseptorii (tumour necrosis
factor receptor, TNFR) ailesinin {iyeleri olan ve 6liim reseptorleri (death receptor, DR)
olarak isimlendirilen TNFR-1, Fas (CD95, APO-1), DR3 (TRAMP), DR4 (TRAIL
reseptor 1, TRAIL-R1), DR5 (TRAIL reseptor 2, TRAIL-R2), ve DR6 reseptorleri,
apoptozun ekstrinsik yolagin1 baglatmaktadir (Sayers 2011). Bu reseptorlerde,
sitoplazmik bolgelerinde apoptoz uyarisinin iletimi igin gerekli 80 aminoasitten olusan
0lim domaini (death domain, DD) bulunmaktadir. Hiicreye 6liim sinyali geldiginde,
ilgili ligand (tiimor nekroz faktor o/tumor necrosis factor o/TNFa), FasL/Fas Ligand,
DR3LG/DR3 Ligand ve TNF iliskili apoptoz indiikleyici ligand/TNF-related apoptosis-
inducing ligand/TRAIL) 6lim reseptoriinii taniyarak ona baglanir ve bir oliim
kompleksi olusur. Aktif hale gelen reseptor-ligand kompleksine, 6liim domaini adaptor
proteinleri olan Fas iliskili 6liim domaini (Fas-associating death domain, FADD) ve
TNFR iligkili 6lim domaini (TNFR-Associating Death Domain, TRADD) ile pro-
kaspaz-8 veya pro-kaspaz-10 katilarak oliimii indiikleyen sinyal kompleksi (death-
inducing signalling complex, DISC) olusur. Oliim domainleri, pro-kaspaz-8’i
aktiflestirir, kaspaz-8 ise pro-kaspaz-3’ii aktive ederek kaspaz kaskadi (ilerletici
kaspazlar; kaspaz-3, 6 ve 7) siirecini baglatir (Kerr ve ark. 1972).

Intrinsik yolak, mitokondriyal yolak olarak da bilinmektedir. Bu yolak, mitokondriyal
pro-enzimlerin kontrolii altinda apoptoza neden olmaktadir. Bcl-2 ailesi, apoptozun
diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Llambi ve Green 2011). Bcl-2 ailesi, pro-
apoptotik (Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bim ve Hrk) ve antiapoptotik (Bcl-2, Bcl-x.,
Bcl-W, Bfl-1 ve Mcl-1) iiyelerden olusmaktadir (Engel ve Henshall 2009). Bir hiicre
oliim sinyali ile uyarildiginda, pro-apoptotik proteinler defosforilasyon ve kirllma gibi
post-translasyonel modifikasyonlar gecirerek aktive olurlar ve mitokondriye transloke
olurlar (Shamas-Din ve ark. 2011). Bu durum, mitokondriyal membranlarin sitokrom-c
icin gecirgen hale gelmesine ve sitokrom-c’nin sitozole salinmasina neden olur.
Mitokondriden sitokrom-c ile birlikte, Smac (DIABLO/IAP-baglayict mitokondriyal
protein), Omi (HtrA2), endoniikleaz G (EndoG), apoptoz indiikleme faktori
(Apoptosis-inducing factor, AIF) gibi mitokondriyal proteinler de salinir. Boylece,

apoptoz siireci baslamis olur.
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Sitokrom-c, deoksiadenozin trifosfat (dATP) varliginda sitoplazmik bir protein olan
apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (apoptotic protease activating factor-1, Apaf-1)’e
baglanir, bu yapiya pro-kaspaz-9’un katilmasiyla apoptozom yapisi olusur. Apoptozom
olusumu, mitokondriyal apoptozun tipik baslatici kaspazlardan kaspaz-9’u aktive eder
(Ouyang ve ark. 2012). Kaspaz-9 ise ekstrinsik yolakta oldugu gibi, pro-kaspaz-3’i
aktive ederek ilerletici kaspazlar (kaspaz-3,6 ve 7) ile devam eden kaspaz kaskadini
tetikler (Ghobrial ve ark. 2005). Aktif kaspaz-3, kaspazla aktive edilmis
deoksiriboniikleaz inhibitorii (inhibitor of caspase-activated deoxyribonuclease, ICAD),
lamin, vimentin, aktin gibi Olim substratlarinin parcalanmasi saglar. ICAD
molekiiliiniin, kaspaz-3 tarafindan inaktive edilmesi sonucu serbest kalan kaspazla
aktive edilmis deoksiriboniikleaz (caspase-activated deoxyribonuclease, CAD) kromatin
kondenzasyonuna ve DNA fragmentasyonuna yol ag¢maktadir. Apoptoz geciren
hiicrede; Smac ve Omi proteinleri, apoptoz proteinlerinin inhibitérlerine (inhibitors of
apoptosis proteins, IAP) baglanarak kaspazlar1 aktive eder. EndoG, DNA’nin
par¢alanmasin1 saglarken; AIF, kromozom kondenzasyonuna ve fragmentasyonuna
neden olmaktadir (Riedl ve ark. 2007, Li ve Yuan 2008). Tiim bunlarin sonunda,

apoptoz siireci tamamlanmis olur (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Apoptoz sinyal yolaklar1 (Ouyang ve ark. 2012’ndan degistirilerek alinmistir)
2.9.2. Programh nekroz (Nekroptoz)

Nekroz, uzunca bir siire tesadiifi ve kazara gergeklesen kontrolsiiz bir 6liim sekli olarak
diigiiniilmiistiir (Ouyang ve ark. 2012). 1980°li yillarin sonunda, nekrozun apoptoz ile
ayni Oliim sinyalleri araciligiyla indiiklendigi ve alternatif programli bir hiicre 6liim
modu oldugu gosterilmistir (Nikoletopoulou ve ark. 2013). Apoptozu tetikleyen
TNFR1, TNFR2, Fas, TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 gibi 6lim reseptorlerinin farkl
hiicrelerde nekroptozu da indiikleyebildigi gozlenmistir (Vercammen ve ark. 1998,
Holler ve ark. 2000, Chan ve ark. 2003, Jouan-Lanhouet ve ark. 2012). Bu durum, T
hiicrelerinde goézlendigi gibi veya diisik adenozin trifosfat (ATP) seviyeleri altinda
apoptozun baskilandig1 durumlarda gegerli olmaktadir (Los ve ark. 2002, Scheller ve
ark. 2006, Skulachev 2006). Reseptor ile etkilesen protein (receptor interacting protein
‘RIP’ kinases) kinazlar ve poli(ADP-riboz) polimeraz (poly(ADP-ribose) polymerase,
PARP) gibi nekrotik hiicre 6liimiiniin temel mediatérleri kesfedildiginde, nekroz yerine
diizenli ve programli bir 6liim formunu ifade eden ‘nekroptoz’ terimi kullanilmaya

baglanmigtir (Ouyang ve ark. 2012, Nikoletopoulou ve ark. 2013). Nekroptoz,
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organellerin sismesi, hiicre hacminin artmasi, plazma membraninin biitlinligiiniin
bozulmas1 ve hiicresel iceriklerin kaybi gibi morfolojik degisimler ile karakterize edilen

bir hiicre 6liim seklidir (Wu ve ark. 2012).

Nekroptoz’un kendine 6zgii bir sinyal yolagi olmasina karsin, nekroptozun molekiiler
mekanizmalart halen tam olarak anlasilamamistir (Wu ve ark. 2012). RIP kinazlar,
PARP1, Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) oksidazlar ve kalpainler,
nekroptoz sinyal yolaginin temel bilesenleri olarak tanimlanmistir (Colstein ve Kroemer
2007, Galluzzi ve Kroemer 2008). Nekroptoz siireci, TNFa, TRAIL ve FasL gibi 6lim
ligandlarinin, kendilerine 06zgii 6lim reseptorlerine (TNFR1, TNFR2 ve Fas)
baglanmalar1 sonucu baglatilmaktadir (Wu ve ark. 2012). Nekroptoz baslaticilar1 ¢ok
cesitli olduklart i¢in, bu siire¢ ortak bir sinyal yolunu takip etmemektedir. Reseptor-
ligand etkilesimi ile baslayan nekroptoz siirecinde kaspaz-8, FADD ve RIP1
(RIPK1)’den olusan bir kompleks meydana gelir. Normal sartlarda, aktif kaspaz-8
RIP1’1 pargalayarak inaktif hale ¢evirir. Ancak, pankaspaz inhibitorii Z-VAK-fmk’ya
veya viral enfeksiyona maruz kalma gibi sebepler sonucu kaspazlarin inaktif olmalar
durumunda kaspaz-8, FADD, RIP1 ve RIP3’i kapsayan bir kompleks olusur. Pro-
nekrotik RIP1-RIP3 kompleksinin, glikojen fosforilaz (PYGL), glutamat-amonyak ligaz
(GLUL) ve glutamat dehidrogenaz 1 (GLUDI) metabolik enzimler ile etkilesimleri,
artan reaktif oksijen tiirlerinin (reactive oxygen species, ROS) iiretiminin eslik ettigi
metabolizmaya neden olur. Bu nedenle; artan ROS {iretimi, mitokondriyal membran
gecirgenligine ve bunu takiben nekroptoza yola acabilmektedir. Hiicresel strese bagl
olarak PARP1’in aktif hale gelmesi, RIP kinazlarin ve kalpainlerin aktivasyonu ya da
poli(ADP)-riboz (Poly(ADP-ribose), PAR) polimerlerinin iiretimi araciligiyla nekroptoz
siirecini baglatabilmektedir (Xu ve ark. 2006, Moubarak ve ark. 2007, Hassa 2009).
Bunun yani sira, 6liim reseptorlerinin aktivasyonu veya hiicresel stres, RIP1 ve RIP3
kinazlarin aktive olarak birbiriyle etkilesmelerini saglayabilmektedir. Bu etkilesim,
NADPH oksidaz1 etkileyerek ROS iiretimini artirir ve nekroptoza neden olmaktadir
(Kim ve ark. 2007, Cho ve ark. 2009, He ve ark. 2009). (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Nekroptoz (programli nekroz) sinyal yolaklari (Ouyang ve ark. 2012’ndan
degistirilerek alinmistir)

TNFo’nin TNFR1’e baglanmasi, TNFR1’in hiicre i¢i kisminda degisikliklere neden
olur. Bu degisiklikler, TNFR1’in yapisina TRADD, RIP1, FADD, TNF reseptor iliskili
faktor 2/5 (TNF receptor associated factor 2/5, TRAF2/5), apoptoz inhibitor proteinleri
cIAP1 ve cIAP2 de katilmasinmi saglayarak kompleks I yapisi olusur. Bu kompleksteki
RIP1 tibikitinasyona ugramasi, NF-kB esansiyel modiilatérii (NEMO) aktive eder ve bu
durum, pro-yasam hiicre modunu indiikleyen NF-kB yolagiin aktive olmasina neden
olur. RIP1, deiibikitinasyona ugradiginda ise sitoplazmaya salinir ve TRADD, FADD,
RIP3 ve kaspaz-8 ile kompleks II’yi olsturur. Kaspaz-8 aktive oldugunda, RIP3

parcalanir ve kaspaz kaskadi harekete gecerek apoptoz gerceklesir. Bunun tersi olarak,
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kaspaz-8 baskilandiginda fosforile RIP1 ve RIP3 nekrozom olusturarak nekroptozu
uyarir ve baglatir (Wu ve ark. 2012) (Sekil 2.8).

5
@ O~

Fosforilasyon

nekrozom

!

Apoptozis Nekroptozis

Sekil 2.8. Apoptoz ve nekroptoz (Wu ve ark. 2012’dan degistirilerek alinmistir)

Apoptoz ve nekroptoz o6lim sekilleri, sinyal yollarinda benzer ve ortak o6zellikler
tagimalarina ragmen, onemli farkliliklara da sahiptirler. Apoptoz, fizyolojik ve patolojik
sartlar altinda gerceklesirken, nekroptoz sadece fizyolojik sartlar altinda
gerceklesmektedir. Bu iki 6liim modu, hiicrelerde gozlenen morfolojik degisimlere gore
de ayirt edici o6zellikler sergilemektedir. Apoptoz siiresince, hiicre yuvarlaklagsmasi ve
kiigiilmesi/biiziilmesi gozlenirken, nekroptozda hiicreye sivi girisi nedeniyle hiicre
sismesi soz konusudur. Apoptozda, kromatin kondenzasyonu (piknozis) meydana gelir,

buna karsilik nekroptozda kromatin normal hiicrelerdeki goriiniisiine benzer.
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Ayrica, nekroptozdan farkli olarak apotoziste niikleer fragmentasyon da gozlemlenir.
Apoptotik hiicrelerin membraninda bleb olarak isimlendirilen sekilsiz yapilar olusurken,
nekrotik hiicrelerde hiicre membrani biitiinliigli bozuldugu i¢in hiicre icerigi dis ortama
salinir. Apoptoz siirecinde, niikleus vb. hiicre i¢i organelleri igeren membranla sarili
apoptotik cisimcikler incelenirken, nekroptoz siirecinde hiicre lizise ugrar. Nekroptoz
geciren bir hiicrede, hiicre membrani1 yapisindaki bozulmaya bagli olarak hiicre ici
materyaller hiicre disina salinir, bu durum immiin hiicreleri tarafindan enflamatuvar
cevap olusturulmasina neden olur. Fakat apoptoz siirecinde olusan apoptotik cisimcikler
makrofajlar veya komsu hiicreler tarafindan fagosite edildigi i¢in enflamatuvar yanit
olusmaz (Majno ve Joris 1995, Montague ve Cidlowski 1996, Saraste ve Pulkki 2000,
Nathan ve Ding 2011, Ulukaya ve ark. 2011).

2.9.3. Otofaji

Otofaji, bliyiime faktorlerinin tiikkenmesinden kaynakli aglik ve stres gibi fizyolojik
kosullara karsi hiicrenin verdigi kendini yikict (intihar) bir yanmit olarak
tanimlanmaktadir. Otofajinin, besin yetersizligi durumunda hiicre igi yapilari
pargalayarak molekiillerin geri donilistimiinii saglamada ve hiicre homeostazinda
yasamsal bir rol oynadig1r gdosterilmistir. (Ohsumi 2001, Levine ve Klionsky 2004,
Shintani ve Klionsky 2004, He ve Klionsky 2009). Son zamanlarda, otofajinin apoptoz
ile karmagik bir etkilesim iginde bulundugu kesfedilmistir (Eisenberg-Lerner ve ark.
2009). Bir calismada, otofajinin, apoptotik kusuru bulunan kanser hiicrelerinde canliligi
sagladig1 bildirilmistir (Mathew ve ark. 2007). Bunun aksini ifade eden baska bir
calismada; otofajinin, kanser hiicrelerinde apoptozu ve kaspaz bagimsiz yolag: aktive
ederek Oliime yol actigr tespit edilmistir. Son yillarda, nekrotik hiicre OGliimiinii
tetiklemek i¢in otofajiye ihtiya¢ duyuldugu gosterilmistir (Ullman ve ark. 2008). Tiim
bunlara ragmen, otofajinin bir hiicrede hayatta kalma mekanizmasi olarak mi gorev
yaptig1 yoksa hiicre 6liimiinii mii tetikledigi halen tartigmali bir konudur. Bu kapsamda,
otofajinin; aclik, farklilagma, hayatta kalma ve oliim gibi sayisiz fizyolojik siirecin

kontroliinii sagladig soylenmektedir (Liu ve ark. 2010).
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Otofajik hiicre 6liimiinde gozlemlenen en dnemli morfolojik degisiklik, organellerin
(mitokondri, endoplazmik retikulum gibi) ve/veya sitoplazmanin bir kisminin
otofagozom/otofajik vakuol olarak adlandirilan ¢ift ya da ¢cok membranl vezikiiller ile
saritlmas1 ve bu vezikiillerin lizozomla birleserek lizozomal enzimler tarafindan
par¢alanmasidir (Shintani ve Klionsky 2004). Otofajik hiicre 6limi, 3 farkli sekilde
gerceklesebilmektedir. Sitoplazmada bulunan kiiciik yapili parcalarin, lizozom
membraninda olusan girintiyle lizozom i¢ine alinip pargalanmasi mikrootofaji olarak
isimlendirilmektedir. Daha biiyiik yapili pargalar1 ve organelleri kapsayan
otofagazomun lizozomla kaynasip sindirilmesi ise makrootofaji olup en yaygin
gerceklesen mekanizmadir. Sitopldzmada bulunan 06zel protein  molekiillerinin
saperonlara bagimli olarak lizozom i¢ine alindig1 ve vezikiil olusumunun gozlenmedigi
otofaji sekli ise saperon aracili otofojidir (Majeski ve Dice 2004, Shintani ve Klionsky
2004, Klionsky ve Lane 2010, Kroemer ve ark. 2010, Mehrpour ve ark. 2010).

Otofajik oliim mekanizmasi, ilk kez mayalarda kesfedilen ve 30’dan fazla proteini
iceren otofaji ile iligkili gen (autophagy-related genes, ATGQG) ailesi ile modiile
edilmektedir (Xie ve Klionsky 2007). Bu proteinlerin, otofaji siirecinde otofagozom
olusumunda ve genislemesinde, otofagozomlarin lizozomlarla birlesmesinde ve
lizozomal enzimler tarafindan pargalanmasinda rol oynadiklari bildirilmigtir. Sif I
fosfoinositid-3 kinaz-protein kinaz B-rapamisin kompleksi 1’in memeli hedefi
(phosphoinositide 3-kinase-protein kinase B-mammalian target of rapamycin complex
1, PIBK-AKT-mTORC1) sinyal yolagi, hiicre biiylimesinin ve otofajinin
diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir (White ve DiPaola 2009, Ouyang ve ark.
2012). Besin acisindan zengin kosullar altinda; Smif I PI3K’1n iriinleri, AKT sinyal
yolaginin aktivasyonuna neden olurken, aktif AKT sinyal yolagi ise mMTORC1 sinyal
yolagini aktive eder. mMTORCI, otofaji proteinlerinden biri olan Atgl3’ii fosforile
ederek otofajiyi baskilar. Hiicrede aglik durumu séz konusu oldugunda, Sinif I PI3K-
AKT-mTORC1 sinyal yolagi inhibe edilir ve otofaji uyaritir. mMTORCZ’in
inaktivasyonu, Atgl3’yi defosforile ederek Atgl (memelilerde Ulk1/2) proteinin serbest
kalmasina neden olur. Atgl, Atgl3 ve scaffold protein FIP200 (fokal adezyon kinaz
ailesi ile etkilesen protein, 200 kDa/mayalarda Atgl7) proteinlerinden olusan kompleks,

izolasyon membrant/otofajik kesecik ve otofagozomlarin olusumunu indiikleyerek
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otofajiyi baslatir (Kamada ve ark. 2000, Hara ve ark. 2008, Hosokawa ve ark. 2009).
Izolasyon membrani/otofajik kesecik ve otofagozomlarin olusumunu saglayan diger
kompleks ise, siif III PI3P kinaz Vps34 ve Atg6 (memelilerde Beclin 1)’y1 igeren
komplekstir. Otofagozom membranin uzamasi ise iki farkli sistem araciligiyla
gerceklesmektedir. Atgl2 konjugasyon sisteminde; Atg7 aktivasyonu Atgl2’yi aktive
eder ve Atgl2, Atg5 ile kovalent bagla birlesir. Bu yapiya Atgl6 proteinin katilmasiyla
olusan kompleks, izolasyon membranina tutunur. Atg8 konjugasyon sisteminde ise,
Atg8 (memelilerde MAP-LC3 veya LC3) proteini, Atgl2-Atg5-Atglé kompleksi
araciligiyla fosfotidiletanolamin (FE) yag molekiilii ile kovalent olarak bag yapar. Atg8-
FE kompleksi sayesinde zar uzamasi saglanir. Bu olusum tamamlandiktan sonra Atg4
proteini, Atg8 proteinini FE yag molekiiliinden ayirarak yeniden kullanilmasini saglar.
Otofagozomun lizozom veya endozom organeli ile birlesmesi sonucu, otofagozom
icerigi enzimatik olarak sindirilir. Olusan aminoasit, yag asitleri gibi yapitaglar1 yeniden
kullanilmak {tizere hiicreye kazandirilmis olur (Ohsumi 2001, Shintani ve Klionsky

2004, Xie ve Klionsky 2007, Kroemer ve ark. 2010, Mehrpour ve ark. 2010) (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Otofaji sinyal yolaklar1 (Karadag 2016, Mizushima ve ark. 2008)
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Bitki materyali

Tez kapsaminda yapilmast ongoriilen arazi ¢alismalarinin yiritiilmesi ve E. hirsutum
(tiiylii yaki otu) bitkisine ait drneklerin toplanmasi icin T.C. Orman ve Su Isleri
Bakanligi, Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Miidiirliigiinden bilimsel arastirma izni

alindi. Bilimsel arastirma izninin onaylanmasina iliskin yazi EK 1°de sunulmustur.

3.1.2. Hiicre hatlar:

Deneysel ¢aligmalarda androjen bagimsiz prostat kanseri hiicre hatlar1 kullanildi.

- DU 145 androjen bagimsiz prostat kanseri hiicre hatti: DU 145 hiicre hatt1 (ATCC,
katalog numarasi: HTB-81™), etnik kokeni beyaz irk olan 69 yasinda Homo sapiens
(insan) erkekten elde edilmis prostat adenokarsinom hiicreleridir. Hiicrelerin koken

aldig1 metastatik bolge beyindir. Hiicrelerin morfolojisi epitelyal olup biiylime 6zelligi

adherent (yapisan)’dir (Stone ve ark. 1978) (Sekil 3.1).

- PC-3 androjen bagimsiz prostat kanseri hiicre hatti: PC-3 hiicre hatt1 (ATCC,
katalog numarasi: CRL-1435™), etnik kokeni beyaz irk olan 62 yasinda Homo sapiens
(insan) erkekten elde edilmis prostat adenokarsinom hiicreleridir. Hiicrelerin koken
aldig1 metastatik bolge kemiktir. Hiicrelerin morfolojisi epitelyal olup biiyiime 6zelligi

adherent (yapisan)’dir (Kaighn ve ark. 1979) (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Calismada kullanilan androjen bagimsiz prostat kanseri hiicre hatlari, DU 145

ve PC-3 (x10)

3.1.3. Kimyasal maddeler ve ticari kitler

Tez ¢aligmas1 boyunca deneylerde kullanilan kimyasal maddeler ve ticari kitler Cizelge

3.1°de verildi.

Cizelge 3.1. Deneysel calismalarda kullanilan kimyasal maddeler ve ticari kitler

Kimyasal Madde ve Ticari Kit

Uretici Firma

Katalog Numarasi

2-Merkaptoetanol

Asetik asit, %100

Biotinylated protein ladder
detection pack

Cell Proliferation XTT kit

Color prestained protein standard,
broad range, 11-245 kDa
Diklorometan, >%99

Etanol absolii

Etil asetat, >%99.,5

Fetal sigir serumu (FBS), 1s1 ile
inaktive edilmis)

Fosfat tamponlu tuz soliisyonu, 10X
Hidroklorik asit, %37

Hoechst 33342, 20 mM
innuPREP RNA mini kit
iScript™ ¢cDNA synthesis kit
Kloroform

L-glutamin, 200 mM
LightCycler® 480 Probes Master

Amresco
Sigma-Aldrich
Cell Signaling
Technology
neoFroxx
New England
Biolabs
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Biological Industries

Lonza
Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
Analytik Jena
BioRad

Merck Millipore
Biological Industries
Roche

M131-100ML
27225

7727
1167TT000
P7712

24233
34870
27227

04-127-1B

BE17-517Q
30721

62249
845-KS-2040010
1708890

102444
03-020-1B
04707494001
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Cizelge 3.1. Deneysel c¢alismalarda kullanilan kimyasal maddeler ve ticari kitler

(devam)

Kimyasal Madde ve Ticari Kit

Uretici Firma

Katalog Numarasi

Luminata forte western HRP substrate
Metanol, >%99,7

n-Butanol (n-Butanol), >99,0
n-Hekzan, >%95

Nonidet P-40 (NP-40)

Oenothein B analytical standard
Paclitaxel from Taxus brevifolia,
>%95

Penisilin (10 000 U/ml) - streptomisin
(120 mg/ml)

Pierce "™ BCA protein assay kit
Pierce ™ dimetilsiilfoksit (DMSO),
LC-MS grade

Propidium iodide, 1 mg/ml
Protease/phosphatase inhibitor
cocktail, 100X

RIPA lysis and extraction buffer
Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640

Sample buffer, Laemmli 2X
Concentrate

S1gir serum albiimini, proteaz-free
Sodyum azid

Sulfhorodamine B sodium salt (SRB)
Transfer buffer, methanol-free, 10X
Trikloroasetik asit

Tripsin-EDTA, %0,25

Tris

Tris buffered saline with tween 20
(TBS-T), 10X

Tris/glycine/SDS running buffer, 10X
Triton X-100

Trypan blue solution, %0,5

Yagsiz kuru siit tozu (Nonfat dry
milk)

Millipore
Sigma-Aldrich
Fluka
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Biological Industries
Thermo Scientific
Thermo Scientific
BioVision

Cell Signaling

Technology
Thermo Scientific

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Capricorn Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
Merck Millipore
Biological Industries
Amresco

Cell Signaling
Technology

BioRad

Biobasic

Biological Industries
Cell Signaling
Technology

WBLUF0100
24229

19430
208752
74385-1L
03805

T7402- IMG

03-031-1B
23227
85190
1056-1
5872
89901
R8758

S3401-10VL

BSAPF
71289

S1402

35040
100807.0250
03-052-1B
0826

9997S

161-0772
TB0198
03-102-1B

9999S
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3.1.4. Primerler ve problar

Tez calismasinin kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

analizinde kullanilan primerler ve problar Cizelge 3.2°de verildi.

Cizelge 3.2. Kantitatif ger¢ek zamanli PZR analizinde incelenen genlere ait primerler ve
problar

Uretici Katalog

Gen Adi Primerler ve Problar .

Firma Numarasi
S-Actin (ACTB) Universal ProbeLibrary probe #63 Roche 4688627001
ATG5 Universal ProbeLibrary probe #39 Roche 4687973001
Beclin 1 (BECN1) Universal ProbeLibrary probe #55 Roche 4688520001

Caspase 3 (CASP3) Universal ProbeLibrary probe #92 Roche 4692098001
Caspase 8 (CASP8) Universal ProbeLibrary probe #40 Roche 4687990001
Caspase 9 (CASP9) Universal ProbeLibrary probe #42 Roche 4688015001
Caspase 10 (CASP10) Universal ProbeLibrary probe #21 Roche 4686942001
Cytochrome C (CYCS) Universal ProbeLibrary probe #55 Roche 4688520001

FADD Universal ProbeLibrary probe #64 Roche 4688635001
PARP1 Universal ProbeLibrary probe #41 Roche 4688007001
RIPK1 Universal ProbeLibrary probe #9  Roche 4685075001

3.1.5. Antikorlar

Tez galismasinin western blot analizinde kullanilan antikorlar Cizelge 3.3’de verildi.

Cizelge 3.3. Deneysel ¢alismalarda kullanilan antikorlar

Antikorlar Uretici Firma Katalog
Numarasi
B-Actin (13E5) Rabbit mAb Cell Signaling Technology ~ 4970T
Atg5 (D5F5U) Rabbit mAb Cell Signaling Technology 12994
Anti-rabbit 1gG, HRP-linked Antibody  Cell Signaling Technology ~ 7074S
Caspase-3 (8G10) Rabbit mAb Cell Signaling Technology ~ 9665T
Caspase-8 (D35G2) Rabbit mAb Cell Signaling Technology ~ 4790T

Caspase-9 Antibody (Human Specific)  Cell Signaling Technology =~ 9502T
Cytochrome ¢ (D18C7) Rabbit mAb Cell Signaling Technology =~ 11940T
Rabbit Caspase-10 Polyclonal Antibody YL Biont YID0803
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3.1.6. Sarf malzemeler

Tez galismasi boyunca deneylerde kullanilan sarf malzemeler Cizelge 3.4’de verildi.

Cizelge 3.4. Deneysel ¢alismalarda kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzemeler

Uretici Firma

Ayirma hunisi

Buharlagma balonu (armudi tip)

Blotlama kagidi

Cam, rodajli lam, 26 mm x 76 mm
Cam lamel, 24 mm x 24 mm

Cam pastor pipet (2 ml)

Cam siseler (farkli hacimlerde)
Falkon tiipler (15 ve 50 ml)
Filtreli steril pipet u¢lari (10, 200 ve 1000 pl)

Flasklar (25 ve 75 cm?)

Immobilon-P PVDF transfer membrani (0,45 pm)

Jel yiikleme pipet ug¢lart (200 pl, 0,57 mm)

Kriyoviyal tiipler (2 ml)

Mikroplakalar (6 ve 96 kuyucuklu)
Mini protean TGX precast protein gels (% 4-15, 30 ul)
2

Neubauer hemositometresi (0,1 mm 0,0025 mm )

PZR tiipleri (0,2 ul)

Santrifijj tiipleri (0,5, 1,5 ve 2 ml)
Serolojik pipetler (5 ve 10 ml)
Steril enjektorler (5, 10 ve 20 ml)

Steril filtre (0,2 pum)
Steril kiivet (50 ml)

Silifli cam kaynama balonlar1

Silifli cam erlenler

Teknik cam
fldam
Macherey-Nagel
Isolab

Isolab

Isolab

Isolab ve Schott Duran
Corning

ATS ve Corning
Corning
Millipore

SSlbio

Corning ve Nest
Nest

4561083, BioRad
Isoterm

Thermo Scientific
Eppendorf

LP Italiana Spa
Hayat

Corning

Corning

fldam

fldam
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3.1.7. Cihazlar ve ekipmanlar

Tez galismasi kapsaminda kullanilan cihazlar ve ekipmanlar Cizelge 3.5°de verildi.

Cizelge 3.5. Deneysel ¢alismalarda kullanilan cihazlar ve ekipmanlar

Cihazlar ve Ekipmanlar

Model ve Uretici Firma

Mini-protean tetra cell (2-gel) and tetra
blotting module

Analitik terazi

Balon 1sitict

Buzdolab1 (4 °C)

Buz iiretme cihazi

Calkalamali inkiibator

Cok kanalli pipet (20-200 pl)

Derin dondurucu (-20 °C)

Dijital kamera atagmanli inverted mikroskop
Floresan atagmanli inverted mikroskop
Gorlintlileme cihazi

Gii¢ kaynagi (elektroforez i¢in)
Isiticili manyetik karigtirici

Kuru 1s1 blogu

LightCycler® 480 Il

Manyetik karistiricili balon 1sitict
Mikroplaka calkalayici

Hassas terazi

Inverted mikroskop

Kaba terazi

Karbondioksit (CO,)’li etiiv
Liyofilizator

Mekanik karistirici

Mikroplaka okuyucu

Mikrosantrifiij

Mini karistirici

Minisantrifiij

Orbital calkalayicilar

Otoklav

Otomatik pipetler (1-10 ul, 10-100 pl,
20-200 pl ve 100-1000 pl)

Rotary evaporator

Rotary evaporator, biiytlik 6lgekli

Saf su cihazi

Sogutmali santrifiij
Soxhlet ekstraktorii
Spektrofotometre

1660827EDU, BioRad

AUX 320, Shimadzu

MX 425, Elektro-mag

Arcelik

AF80-AS, Scotsman

SSI3, Shel Lab

Axypet, Axygen

Arcelik

3032, AccuScope

N-800M, Novel

1708280, ChemiDoc™ MP, BioRad
PS300B, Hoefer

MSH-300, Biosan

TS-100, Biosan

05015278001, Roche

E-104, Mtops

PST-60HL-4, Biosan

EMB 2000-2, Kern

CKX41, Olympus

BP3100S, Sartorius

BB15, Thermo Scientific
Labconco Freeze Dry System
RZR 2021, Heidolph

iMark, BioRad

D-78532, Labogene ScanSpeed
MR-1, Biosan

Sprout

IKA, KS 260 basic ve

Model 1000, VWR International
0OT4060V, Niive

Rainin

Hei-VAP Advantage, Heidolph
R-151, Buchi

Simplicity® Water Purification
System, Merck Millipore
5500, Kubota

fldam
NanoDrop 2000C, Thermo Scientific
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Cizelge 3.5. Deneysel ¢alismalarda kullanilan cihazlar ve ekipmanlar (devam)

Cihazlar ve Ekipmanlar Model ve Uretici Firma

Steril kabin Labculture Class Il BSC, Esco
Su banyosu GFL 1086, Thermolab

Sarjli pipet pompast Motopet, Axygen

Thermal Cycler (termal ¢evrim cihazi) g%[ﬁr& Corbett Reseach Palm
T1bbi sogutma cihazi (-80 °C) MDF-U7386S, Sanyo

Elmasonic S 100 H, Elma
Schmidbauer

Vakum Pompasi V100, Buchi

Vorteks Vortex-Genie 2, Scientific Industries

Ultrasonik banyo

3.2. Yontem
3.2.1. Epilobium hirsutum L. bitkisinin toplanmasi, tanimlanmasi ve kurutulmasi

Calisma materyalini olusturan Epilobium hirsutum L. bitkisine ait 6rneklerin toplanmasi
amaciyla ilk olarak, Flora of Turkey and East Aegan Islands (Davis 1972) adli eserde ve
Bursa Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Herbaryumu (BULU) &rneklerinde
bildirilen flora kayitlar1 incelendi. Lokaliteyi tespit etmek i¢in bitkinin ¢igeklenme
zamant, habitati, yliksekligi ve yayilis alanlar ile ilgili bilgilerden faydalanarak arazide

kesif calismalar1 planlandi.

Arazi ¢aligmalarinda, bitkinin A2 Bursa: Orhaneli, Sadagi Kanyonu’nda dere yatagi
kenarlarindaki nemli topraklarda dogal yayilis gosteren popiilasyonlarinin varlig: tespit
edildi. 23.06.2017 tarihinde, ¢i¢cek agma periyodundaki bitkinin, govde, yaprak ve
cigekten olusan toprak tistii kisimlarindan (herba), ornek olarak ve ekstraksiyona
yetecek miktarda toplandi. E. hirsutum bitki tiiriiniin tanimlanmasit ve Orhaneli, Sadagi
Kanyonu’ndaki yayilis alanlarindan toplanmasi, Prof. Dr. Hulusi Malyer tarafindan
gerceklestirildi. Bitki o6rnekleri ¢evresel kirlilik bulunmayan temiz alandan toplandi.
Bitki materyalinin toplanmasi sirasinda ekosistemdeki hassas dengenin bozulmamasina
ve tiirlin neslinin siirdiiriilebilir olmasina 6zen gosterildi. Bitkinin tespit edildigi
lokalitede genis yayilis alanina sahip olmasi ve yogun popiilasyonlarinin bulunmasi,
kiigiik 6lcekteki toplama i¢in bir sakinca olusturmadi. Bitkinin usuliine uygun sekilde ve

morfolojisini  kaybetmeden hazirlanmis herbiye o6rnegi, BULU herbaryum
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koleksiyonunda (BULU numarasi: 4236) saklanmaktadir. E. hirsutum bitki tiiriniin
toplandig1 lokalitedeki fotograflar1 Sekil 3.2°de verildi.

Sekil 3.2. Dogal yayilis alanindaki Epilobium hirsutum L. bitkisi
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Bitkinin taze toprak {stii kisimlart yabanci maddelerden temizlenerek golgede
kurumaya birakildi. Kurutulmus bitkinin yapraklar1 ve cicekleri govdeden ayrildi ve
elde edilen kuru agirlik kaba terazide tartildi. Bitkisel drog (Epilobii herba, tiiylii yaki
otu herbasi), ekstraksiyon ¢alismalarina kadar nem ve 151k almayan, serin, havadar ve

karanlik oda kosullarinda sakland1 (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Epilobium hirsutum L. bitkisinin kurutulmasi
3.2.2. Epilobium hirsutum L. bitkisinin ekstraksiyon ¢alismalari

E. hirsutum bitkisindeki potansiyel biyoaktif bilesenleri izole edebilmek amaciyla
bitkisel drogdan, farkli ¢oziiciler ve yontemler ile ham ekstreler hazirlandi.
Ekstraksiyon yoOntemlerinin ve organik ¢oziiciilerin se¢iminde literatiir bilgileri ve
geleneksel kullanim sgekilleri dikkate alindi. Bitki materyali etnobotanik bir bakis
acistyla secildiginden dolayi, etken maddelerin izole edilme sansini artirmak icin genel
ekstraksiyon protokoliine alternatif yontemler ve farkli polaritelerdeki organik ¢oziiciiler
dahil edildi. Boylece, kapsamli bir 6n ekstraksiyon ¢alismasiyla tiim ham ekstrelerin
sitotoksik aktivitelerinin taranmasi ve en iyi sonuglar1 veren yontem ve ¢oziici tiirii ile

calismaya devam edilmesi amaglandi.

Ekstraksiyon islemlerinde, ¢6ziicii tabanh kati-siv1 ekstraksiyon prosediirleri uygulandi.
Ekstraksiyon ¢alismalarindan 6nce, kurutulmus ham drog kaba toz haline getirilerek 6n
islemden gecirildi (Sekil 3.4). Pargacik boyutunun kiigiiltiilmesiyle drog ile ¢oziicii

arasindaki temas yiizeyi artirildi. Boylelikle, ¢oziiclinlin droga daha iyi diizeyde niifuz
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etmesi, drogda bulunan etken maddelerin ¢oziicii i¢ine daha ¢ok difiize olmas1 ve nihai

olarak da ekstraksiyon veriminin artmasi saglandi.

Sekil 3.4. Kaba toz haline getirilmis drog
Maserasyon yontemiyle ekstraksiyon

Maserasyon, drogun kapali bir ortam i¢inde uygun ¢oziicii ile belli bir siire temasta
birakildig1 ve tercihen calkalama veya sonikasyon isleminin uygulandigi ekstraksiyon
teknigidir. Maserasyon siiresi sonunda, elde edilen ekstrenin (maserat) sizme islemi ile

drogdan ayrilmasi saglanmaktadir (Sarker ve ark. 2006, Demirci ve ark. 2010b).

Maserasyon yontemiyle ham ekstreler elde etmek i¢in, 5 g olarak tartilmis kaba toz
haldeki droglar, 200 ml hacimlerindeki n-hekzan, diklorometan, %100 metanol, %80
metanol ve su c¢oziiclileri ile ayr1 ayri c¢alkalamali ekstraksiyona tabi tutuldu.
Maserasyon, oda sicakliginda ve 200 rpm’deki orbital ¢alkalayicida 1siktan izole olarak
24 saat boyunca gerceklestirildi. Maserasyon boyunca, ekstredeki ve drogdaki etken
maddelerin konsantrasyonlar1 arasinda denge saglandiginda ekstraksiyon durmaktadir.
Maserasyona devam edebilmek i¢in bitki materyalinin, etken madde bakimindan
doygunluga ulasmis ¢oziiciiden ayrilmasi ve ¢oziiciiniin yenilenmesi gerekmektedir. Bu
sebeple, 24 saat sonra karigimlar bir filtre kagidi araciligiyla siiziildii ve siiziintiiler
kullanilan ¢oziiciilerin tiiriine bagl olarak ayr1 cam siselere aktarildi. Kalan droglarin

iizerine taze ¢oziicliler ilave edildi ve 24 saat boyunca aymi sartlar altinda tekrar
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maserasyon gerceklestirildi. Bu prosediir, literatiirde ifade edildigi gibi iic kez
tekrarland1 (Sarker ve ark. 2006). Birinci ve ikinci ekstraksiyon adimlarinda 200 ml
hacminde, son adimda ise 100 ml hacminde organik ¢6ziicii kullanildi. Ekstraksiyon
stiresi sonunda elde edilen toplam 500 ml hacmindeki maseratlar, yogunlastirilincaya
kadar oda sicakliginda ve 151k almayan ortamda saklandi. Maserasyon ydntemiyle

gerceklestirilen ekstraksiyonun asamalari Sekil 3.5’de gosterildi.

Sekil 3.5. Maserasyon yontemiyle ekstraksiyon
Infiizyon yontemiyle ekstraksiyon

Infiizyon, drog iizerine kaynar su eklenmesiyle hazirlanan kisa siireli maserasyon
islemidir (Sarker ve ark. 2006, Demirci ve ark. 2010b). Geleneksel tipta bazi ilaglar
infiizyonlar seklinde hazirlanmaktadir (Sarker ve ark. 2006). Calisma kapsaminda
aragtirtlan E. hirsutum bitkisi, daha once belirtildigi iizere halk tibbinda yaygin olarak
inflizyon/cay seklinde kullanilmaktadir. Bu nedenle, sitotoksik aktivitesini ¢aligmak

tizere drogdan %5’lik infiizyon ekstresinin hazirlanmasi planlandi.

%S35’lik infiizyon ekstresi hazirlamak icin, 5 g olarak tartilmis kaba toz haldeki drog
iizerine kaynatilip dinlendirilmis 100 ml distile su eklendi. Ardindan, karisim 80 C'lik
su banyosunda 5 dakika boyunca bekletildi. Siire sonunda, infiizyon ekstresi su
banyosundan alinip oda sicaklifinda sogumaya birakildi. Soguyan ekstre siiziildii ve
¢oziicii kalan drogdan ayrildi. Elde edilen %5’lik infiizyon ekstresi, yogunlastirilincaya

kadar oda sicakliginda ve 151k almayan ortamda saklandi.
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Soxhlet ekstraksiyonu

Soxhlet ekstraksiyonu, kii¢iik ve orta Olgekli bitki materyallerinin ekstre edilmesinde
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Soxhlet ekstraksiyonu, 1879 yilinda Franz von
Soxhlet tarafindan gelistirilen ve en basit sekliyle silifli cam kaynama balonu, soxhlet
ekstraktorii, geri ¢eviren sogutucu ve balon 1sitic1 olmak {izere dort boliimden olusan bir

diizenekte gerceklestirilmektedir (Sarker ve ark. 2006, Kirimer ve ark. 2010).

Bu calismada, c¢oziicii sicakliginin ekstraksiyondaki etkisini aragtirmak amaciyla
Soxhlet ekstraktorii kullanilarak devamli ekstraksiyon gergeklestirildi. Ekstraksiyon i¢in
ilk olarak, 5 g olarak tartilmis kaba toz haldeki drog, filtre kdgidindan yapilmis 6zel
kartus igerisinde kiigiik 6lgekli Soxhlet ekstraktoriine yerlestirildi. Daha sonra, ¢oziicii
olarak kullanilan n-hekzan, kaynama balonuna ve Soxhlet ekstraktoriine yeterli
miktarda (1 sifon yapacak kadar) eklendi. Kaynama balonu, Soxhlet ekstraktorii ve geri
ceviren sogutucu birbirine baglanarak balon 1sitic1 iizerine yerlestirildi. Cdziiciiniin
kaynayabilmesi i¢in sicaklik 100 'C’ye (n-hekzanin kaynama noktasmin tizerindeki
sicakliga) ayarlandi ve Soxhlet ekstraktoriinde 6 saat siireyle devamli ekstraksiyon
gerceklestirildi. Ekstraksiyon boyunca, kaynama balonunda 1sitic1 sayesinde kaynayan
n-hekzan buharlasti. Sicak n-hekzan buhari ekstraksiyon kolundan gegerek geri ¢eviren
sogutucuya ulasti. Burada yogunlasan n-hekzan, damlalar halinde kartus igerisindeki
drog iizerine diismeye basladi. Soxhlet ekstraktoriindeki drog, yogunlasan n-hekzan
¢oOziiciisii ile tam doldugunda sifon seviyesine ulasildi. Coziicii, sifon yaparak drogda
¢cozdiigii etken maddeler ile birlikte kaynama balonuna bosaldi. Ekstraksiyon siiresince,
sicak n-hekzan ¢oziiciislinlin drog igerisindeki dongiisii siirekli tekrar etti. Her dongii
esnasinda, drogdan ekstre edilen etken maddeler kaynama balonu i¢inde kalirken sadece
saf ¢oziicii ile ekstraksiyon devam etti. 6 saat siiren devamli ekstraksiyondan sonra,
kaynama balonunda toplanan ekstre sogutulup yogunlastirilincaya kadar oda
sicakliginda ve 151k almayan ortamda saklandi. Soxhlet ekstraksiyonu Sekil 3.6°da
gosterildi.

48



Sekil 3.6. Soxhlet ekstraksiyonu
Soxhlet ekstraksiyonunu takiben yiiriitiilen ikinci ekstraksiyon ¢calismalari

Bitkisel droglarin yapisinda bulunan apolar bilesikler, lipofilik maddeler vb. bilesikler,
etkinlik acisindan daha az Oneme sahip olduklart i¢in bazi durumlarda ekstrelerin
biyolojik aktivitelerinde beklenen sonuglar1 engelleyebilmektedir. Boyle durumlarda, bu
bilesiklerin drogdan uzaklastirilmas: ve ardindan elde edilecek ekstrelerin biyolojik
aktivitelerinin degerlendirilmesi daha dogru ve giivenilir sonuglar vermektedir. Bu
baglamda, yiiriitiilen calismada Soxhlet ekstraktoriinde siirekli sicak ekstraksiyonuna
tabi tutulan drogdan, iki farkli yontemle ikinci ekstraksiyon ¢aligmalar1 gergeklestirildi.
Boylece, apolar bilesiklerin ve lipofilik maddelerin bitkisel drogun aktivitesi lizerinde

etkili olup olmadig degerlendirildi.

Soxhlet ekstraksiyonu sonrasi kartustan alinan kaba toz haldeki droglar; havadar, 151k
almayan ve oda sicakligindaki ortamda kurumaya birakildi. Kuruyan droglardan hem
maserasyon yontemiyle hem de geri ¢eviren sogutucu diizenegi aracilifiyla ayri

ekstreler hazirlandi.
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Maserasyon yontemiyle E. hirsutum ekstresinin hazirlanmasi, daha 6nce agiklanan
prosediir takip edilerek yapildi. Ozetlemek gerekirse, Soxhlet ekstraksiyonu sonrasi
kurumaya birakilmis 5 g drog, %80 metanol ¢oziiciisii ile 24 saat boyunca maserasyona
birakildi. Maserasyon, 200 rpm’deki orbital calkalayicida, oda sicakliginda ve 1siktan
izole olarak yiiriitiildii. 24 saat sonunda, doygunluga ulasan ¢oziicii siizme islemiyle kati
drogdan ayrildi. Doygun ¢oziiciiniin ii¢ kez tazelenmesinin ardindan, bitki materyalinin
etkili bilesikleri neredeyse tamamen ekstre edilmis oldu. Her maserasyon periyodunun
sonunda siiziilerek drogdan ayrilan maseratlar, en son hacim 500 ml olacak sekilde ayni
cam sisede toplandi ve yogunlastirma asamasina dek oda sicakliginda ve 151k almayan

ortamda saklandi.

Geri ¢eviren sogutucu diizenegindeki ekstraksiyon yonteminin esasi, ¢oziiciiniin; drog
ile birlikte kaynamasi, buharlagmasi ve sogutucuda yogunlagmasi ile drogun devamli
ekstraksiyonuna olanak tanimasidir. Soxhlet ekstraksiyonu sonrast kurumaya birakilmig
5 g drog, 300 ml hacmindeki %80 metanol c¢oziiciisii ile geri g¢eviren sogutucu
diizeneginde 4 saat siireyle devamli ekstraksiyona tabi tutuldu. Karigim siiziildiikten
sonra kalan drogun taze ¢oziicii ile 4 saat siiren ikinci ekstraksiyonu gergeklestirildi.
Geri ¢eviren sogutucu diizenegindeki ekstraksiyon boyunca drog, %80 metanol
¢oziiclisti ile birlikte temastaydr ve sicaklik etkisiyle ¢oziicii ile birlikte kaynadi. Bu
sayede ¢oOziicii, drogdaki etken maddeleri ¢6zdii. Drogdan ekstre edilen etken maddeler
kaynama balonunda birikirken, kaynama etkisiyle buharlagan ¢oziicii geri ¢eviren
sogutucuya ulasip burada yogunlasti ve damlalar halinde tekrar kaynama balonuna
bosaldi. Bu sekilde, ¢oziicii kaybi olmaksizin toplam 8 saat boyunca devaml
ekstraksiyon gerceklestirildi (Sekil 3.7). Ekstraksiyon tamamlandiktan sonra ekstre
stiziilerek drogdan ayrildi. Elde edilen ekstre, yogunlastirma asamasma dek oda

sicakliginda ve 151k almayan ortamda saklanda.
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Sekil 3.7. Geri ¢eviren sogutucu diizeneginde ekstraksiyon

Bitkisel drogdan ¢esitli

araligindaki ¢oziiciilerin fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 3.6’te verildi.

ekstrelerin  hazirlanmasinda

kullanilan farkli polarite

Cizelge 3.6. Ekstrelerin hazirlanmasinda kullanilan ¢oziiciilerin  fizikokimyasal

szellikleri (Seidel 2006)

Céziicii Formiil Molekiil Kaynama I?olarite
Agirhgr (g/mol) Noktasi (°C) Indeksi

n-Hekzan CeH14 86,18 69 0,0

Diklorometan  CH,ClI, 84,93 41 3,1

Metanol CH3;0OH 32,04 65 51

Su H.O 18,01 100 9,0
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3.2.3. Ekstrelerin yogunlastirilmasi

Ekstraksiyon islemleri tamamlandiktan sonra, ekstrelerdeki organik c¢oziiciilerin
uzaklagtirllmas1 ve kuru toz haldeki ham ekstrelerin elde edilmesi gereklidir. Bu
calismada, ekstrelerdeki stabil olmayan etken maddelerin kaybini engellemek igin
ekstraksiyon islemlerinin tamamlanmasinin hemen ardindan ekstreler yogunlastirildi.
Ekstraksiyon islemleri i¢in kullanilan organik ¢6ziicii tiiriine uygun yontemler segilerek

konsantre ekstreler elde edildi.

Ekstrelerin rotary evaporator (doner buharlastiric) cihazinda yogunlastirilmasi

Rotary evaporator (doner buharlastirict), diisiik kaynama noktasina sahip ¢oziiciilerin
buharlastirilmasini ve 1stya duyarli maddelerin bu ¢oziiciilerden hizli ve etkin bir sekilde
ayrilmalarin1 saglayan cihazdir. Ugucu bilesenlerin, ugucu olmayan bilesenlerden
uzaklastirilmasi temeline dayanan cihaz, 1950 yilinda Lyman C. Craig tarafindan icat
edilmistir. Rotary evaporatdr sistemi; diisiik buhar basinci, mekanik rotasyon ve 1sitma
olaylariyla c¢oziiclilerin buharlasma oranlarimi artiracak sekilde tasarlanmistir. Bu
sistemde, vakum altinda buhar basincinin azaltilmasi ¢dziiciiniin; kaynama noktasinin
diismesine, normalden daha diisiikk bir sicaklikta kaynayip buharlagsmasina neden
olmaktadir. Cam balon i¢indeki soliisyonun sicak su banyosundaki mekanik rotasyonu
ise, uzaklastirilacak ¢Oziicliniin yilizey alanini artirmaktadir. Bdylece, ¢oziiciiniin

buharlagma orani artarken diizensiz kaynama riski azalmaktadir (Craig ve ark. 1950).

Bu ¢alismada, farkli yontemlerle n-hekzan, diklorometan ve %100 metanol ¢oziiciileri
kullanilarak hazirlanmis bitki ekstreleri, rotary evaporator cihazinda yogunlastirildi.
Farkli yontemler kullanilarak hazirlanan %80 metanol ekstreleri ise, Once rotary
evaporatorde buharlastirildi ve metanol ¢oziiciisii ekstreden kaldirildi. Daha sonra, kalan
sulu kismi uzaklastirmak i¢in, sonraki boliimde agiklandigi gibi liyofilizasyon
(dondurarak kurutma) yapildi. Rotary evaporatér cihazinda buharlastirma islemi igin,
armudi tip buharlasma balonunun yaris1 ekstre ile dolduruldu. Daha sonra, buharlasma
balonu klips kullanilarak rotary evaporator cihazindaki silifli destege baglandi ve su
banyosu icerisine alindi. Ekstrelerde bulunan 1siya karsi dayanaksiz bilesenlerin

bozunmasini onlemek i¢in, buharlastirma islemleri boyunca su banyosunun sicakligi
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40 °C’nin altinda (genellikle 35-36 °C’de) tutuldu. Vakum sistemi c¢aligtirilarak
buharlasma balonu igindeki atmosfer basincinin kademeli olarak azalmasi saglandi.
Ardindan, balonun 130 rpm’de rotasyonu baslatildi ve ekstrelerdeki c¢oziiciilerin
buharlagsmasina izin verildi. Bu islem boyunca, buharlasma balonundaki basincin
azalmasiyla ¢oziiciilerin kaynama noktasi diistli ve bdylece ¢oziiciilerin diistik sicaklikta
kaynayip buharlasmasi saglandi. Coziicii buharlari, kondansatére (sogutucuya) ulasip
burada yogunlagarak damlalar halinde ¢oziicli toplama balonunda toplandi. Coziiciilerin
tamami1 buharlasip toplama balonuna ¢oziicii akist durana kadar rotary evaporatorde

buharlastirma yapild1 (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Ekstrelerin rotary evaporatdrde yogunlastiriimasi

Coziiciilerin buharlagsmasi sona erdiginde, buharlagsma balonunun i¢ ¢eperinde bir film
olugturan kuru ham ekstreler, ilgili ¢oziiciilerden kii¢iik hacimlerde kullanilarak
ultrasonik banyoda ¢6ziindiiriildii ve flakonlara aktarildi. Flakonlardaki ¢oziiciiler ise,
yiksek safliktaki azot gazi (N,) akimi altinda buharlastirildi. Elde edilen kuru ham

ekstreler, calisma siireci boyunca 1siktan korunarak 4 °C’de muhafaza edildi.
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Ekstrelerin liyofilizasyon (dondurarak kurutma) yontemiyle kurutulmasi

Suyun yiiksek kaynama noktasina ve yiizey gerilimine sahip olmasi nedeniyle, su
ekstrelerinin ya da su ve organik ¢oziicii karisimlarindan olusan ekstrelerin rotary
evaporator cihazinda yogunlagtirilmasi zordur. Bundan dolayi, bu tiir ekstrelerdeki su
¢Oziiciisii, dondurarak kurutma olarak da bilinen liyofilizasyon yontemiyle
uzaklastirilmaktadir (Sarker ve ark. 2006). Liyofilizasyon, dondurulmus bir 6rnekteki
buz kristallerinin vakum altinda siiblimlestirilmesi yoluyla suyun ornekten
uzaklagtirilmasi iglemidir (Jennings 1999). Bu ¢alismada, su i¢inde hazirlanan ekstreler
ile %80 metanol ekstrelerinin kalan sulu kisimlar liyofilizasyon yontemiyle kurutuldu.
Ozetlemek gerekirse; ilk olarak, su ekstreleri -20 °C’de donduruldu ve bdylece suyun
buz kristalleri olusturarak ¢oziinen maddelerden ayrilmasi saglandi. Daha sonra, diisiik
sicaklikta ve vakum altinda buz kristallerinin stiblimlestirilmesi saglandi. Liyofilizasyon
islemi sonunda elde edilen kuru ham ekstreler, ¢alisma siireci boyunca 1siktan korunarak

4 °C’de muhafaza edildi.

Bu calismada, ham ekstrelerden aktif bilesikleri izole edebilmek amaciyla ‘biyolojik
aktivite rehberli fraksiyonlama yaklagimi’ temel alindi. Bu baglamda, ham ekstrelerin
androjen bagimsiz prostat kanseri hiicre hatlarindaki olas1 sitotoksik etkileri in vitro
olarak degerlendirildi. Elde edilen sonuglar 1s18inda, aktiviteden sorumlu bilesikleri

tayin edebilmek i¢in en giiclii sitotoksik etkiye sahip ekstreden fraksiyonlama yapildi.

3.2.4. Kaba fraksiyonlarin hazirlanmasi

Sitotoksisite sonuglari, tiim ekstreler arasinda en 1yi sitotoksik aktiviteyi sergileyen
ekstrenin, maserasyon yontemiyle hazirlanan su ekstresi oldugunu gosterdi. Su
ekstresinde bulunan farkli polaritedeki fitokimyasallarin ayrilabilmesi igin sivi-sivi
ekstraksiyon yontemiyle fraksiyonlama yapilmasina karar verildi. Sivi-siv1 ekstraksiyon
yontemi, ayirma hunisinde birbirine karismayarak ayri fazlar olusturan iki ¢6ziicliniin
kullanilmasmi ve bitkisel droglardaki bilesiklerin = ¢oziiciilerdeki  ¢oziiniirlik
ozelliklerine gore ayrilmalarini saglayan bir yontemdir (Otsuka 2006). Bu yontemle su

ekstresinden fraksiyonlama yapabilmek icin Oncelikle ham ekstre hazirlandi. Bu
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dogrultuda, kaba toz halindeki 400 g drog, 8 litre distile su ile biiyiik olgekli
maserasyona tabi tutuldu (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Biiyiik 6l¢ekli maserasyon

Siire sonunda, karisimin siiziilmesiyle drogdan ayrilan sivi haldeki su ekstresinin 3
litresine, artan polaritelerdeki kloroform, etil asetat ve n-butanol ¢oziiciileri sirasiyla
uygulanarak fraksiyonlama islemi yiiriitiildii. Bu ¢oziiciilerin fizikokimyasal 6zellikleri

Cizelge 3.7’de verildi.

Cizelge 3.7. Fraksiyonlarin hazirlanmasinda kullanilan c¢oziiciilerin fizikokimyasal
ozellikleri (Seidel 2006)

Céziicii Formiil Molekiil Kaynama I?olarite
Agirhgr (g/mol) Noktasi (°C) Indeksi

n-Butanol C4HyOH 74,12 118 3,9

Kloroform CHCl; 119,38 61 4,1

Etil asetat CH;COOC,Hs 88,11 77 4.4

55



Fraksiyonlama iglemi i¢in ilk olarak ham su ekstresi ayirma hunisine alindi, lizerine esit
hacimde kloroform eklendi ve karisim iyice calkalandi. Boylece, iki ¢oziici
molekillerinin birbiri ile temas etmesi ve ekstredeki etken maddelerin ¢oziicii fazina
transfer olmasi saglandi. Karisim, ayirma hunisinde iki ayri faz olusana kadar bekletildi.
Kloroform fazi, sulu fazdan ayrildi ve kloroform fraksiyonu elde edildi. Bu siire¢, her
asamada taze kloroform kullanilarak 3 kez tekrarlandi. Sonra, kalan sulu kisma
kloroformdan daha polar 6zellikte olan etil asetat ¢oziiciisii eklendi ve aymi sekilde
ekstre edilerek etil asetat fraksiyonu hazirlandi. Son olarak, sulu kisma daha polar
ozellikteki n-butanol ¢oziiciisii eklendi ve ayni ekstraksiyon yontemi uygulanarak n-
butanol fraksiyonu elde edildi. Kalan sulu kisim ise su fraksiyonu olarak adlandirildi
(Sekil 3.10). Kloroform, etil asetat ve n-butanol fraksiyonlar: rotary evaporator ile
yogunlastirildi, su fraksiyonu ise liyofilizatérde kurutuldu. Elde edilen tiim fraksiyonlar,

calisma stireci boyunca 1siktan korunarak 4 °C’de muhafaza edildi.

Kloroform ile Fraksiyonlama Etil asetat ile Fraksiyonlama n-Biitanol ile Fraksiyonlama

Sekil 3.10. Kaba fraksiyonlarin hazirlanmasi
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Biyolojik aktivite rehberli fraksiyonlama yaklasimi temel alinarak en giiclii sitotoksik
etkiyi gosteren ham ekstreden sivi-sivi ekstraksiyon yontemi araciligiyla kaba
fraksiyonlama yapildi. Ekstraksiyon ve fraksiyonlama prosediirleri i¢in planlanan tez

calismasi Sekil 3.11°de sematize edildi.

BITKISEL DROG
ASAMA1:

Farkh yontemler ve Kigiik élgekli
goziciler ile ekstraksivon

Sitotoksisite Testi Sitotoksisite Testi
(in vitro) (in vitro)

Ekstre 1 Ekstre 2 Ekstre 3

/

Bir veya daha fazla ekstre: AKTIF
ASAMAZ: Bitkisel Drog

Ilgili yéntem ve ¢oziicia(ler) | Biiyik slgekli
ile ekstraksiyon

| |

Ekstre 1 Ekstre 2 Ekstre 3
Sitotoksisite | Sitotoksizits
asti (in vitro) | Test (in vi

AKTIF ekstre(ler)
Farkh polaritedeki ¢oziiciiler ile | Kaba fraksiyonlann sitotoksisite
sivi-s1vi ekstraksivonu | testi (in vifro) ile degerlendurilmesi
AKTIF fraksiyon(lar)

Sitotoksisite testi (in vifro) rehberli | Bilesigin ve/veya bilegiklerin izolasyonu
farkl kromatografik telmikler ve saflagtinlmas:
AKTIF bilesik(ler)

Yap: belirme Sitotoksisite Testi
(UV, IR, MS,NMR, X-Ray vb.) | (invitro)

Sekil 3.11. Biyolojik aktivite rehberli fraksiyonlama yaklasimi ile gergeklestirilen
calisma plan1 (Sarker ve ark. 2006’dan degistirilerek alinmistir)
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3.2.5. Hiicre Kiiltiirii

Insan androjen bagimsiz prostat kanseri hiicre hatlarinin (DU 145 ve PC-3) deneysel
calismalarda kullanilmak {izere c¢ogaltilmasinda hiicre kiiltiirii tekniklerinden
yararlanildi. DU 145 ve PC-3 hiicreleri, %10 fetal sigir serumu (fetal bovine serum,
FBS; 1s1 ile inaktive edilmis), %1 L-glutamin soliisyonu (200 mM) ve %1 penisilin (10
000 U/ml) - streptomisin (10 mg/ml) soliisyonu igeren fenol kirmizisi ilaveli Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) 1640 besiyerinde kiiltiire edildi. Bu hiicre hatlari, ayn
biliyiime sartlar1 saglanarak 37 °C’de, %95 nem ve %5 karbondioksit (CO3) iceren
etiivde ¢ogaltildi. Hiicre proliferasyonu, morfolojisi ve kontaminasyon durumu inverted
mikroskop araciligiyla giinliik olarak takip edildi. Besiyerindeki nutrientlerin biiyiik
Ol¢iide tiiketilmesi, hiicrelerden toksik atik maddelerinin birikmesi ve besiyerinin pH
seviyesinin  degismesine bagli olarak hiicrelerin canliliklarin1  kaybetmelerini

engellemek icin bliylime ortami, her 48-72 saatte bir taze besiyeri ile degistirildi.

Hiicre hatlarinin kiiltiire edilmesi, in vitro kosullarda gergeklestirildiginden dolay: tez
calismasi i¢in etik kurul onayina ihtiya¢ duyulmamistir ve s6z konusu calisma etik

acidan higbir sakinca dogurmamastir.

Hiicre hatlarinin stoktan ¢ikarilmasi ve ¢ozdiiriilmesi

Kriyovial tiipler igerisinde dondurma ortami (9:1 (h/h) oraninda FBS:DMSO
karisimindan olusan) ile dondurulmus olan DU 145 ve PC-3 hiicreleri, -80 °C’lik tibbi
sogutma cihazindan alinarak sicak su banyosunda c¢ozdiiriildii. 4 °C’nin tizerindeki
dimetilsiilfoksit (DMSO) hiicrelere toksik oldugundan, hiicreleri ¢ozdiirtirken seri bir
sekilde caligildi. Cozliinmiis hiicre siispansiyonlari, 8-10 ml RPMI 1640 besiyerini (%10
FBS, %1 L-glutamin ve %21 penisilin-streptomisin soliisyonlari ile desteklenmis) i¢eren
15 ml’lik falkon tiiplerin igerisine alindi. Hiicre silispansiyonlarindaki dondurma
ortamindan kaynakli DMSO’1 uzaklastirmak icin falkon tiipler 2000 rpm devirde 5
dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi, falkon tiiplerin {istiinde toplanan
stipernatant kisimlar aspire edildi. Falkon tiiplerin tabanina ¢oken her bir hiicre peletinin
tizerine 1 ml besiyeri eklenerek hiicrelerin siispansiyon hale gelmesi saglandi. Ardindan,

hiicrelerin iizerine 7-9 ml besiyeri daha ilave edildi ve tiim hiicreler 75 cm?’lik flasklara

58



aktarildi. Flasklar, 37 °C’ye ayarli, %95 nem ve %5 CO; iceren etiive alindi ve

hiicrelerin flask tabaninda monolayer (tek tabaka) olarak biiyiimeleri saglandi.

Hiicre hatlarimin pasajlanmasi ve alt kiiltiirlerin olusturulmasi

Hiicre hatlar1 %80-90 oraninda konfluent olduklarinda (baska bir deyisle, hiicreler flask
yiizeyini %80-90 oraninda kapladiklarinda), canliliklarin1 ve ¢ogalma yeteneklerini
korumalar1 i¢in tripsinizasyon islemi ile pasajlandi. Pasajlama iglemi i¢in, ilk olarak
besiyeri aspire edilerek flasklardan uzaklastirildi. Flask icerisinde besiyeri kaynakli
serum (FBS) kalintilarinin bulunmasi, tripsinin aktivitesini engelleyebilmektedir. Bu
nedenle, hiicreleri serumdan arindirmak i¢in flasklarin igerisine 2 ml 1X fosfat tamponlu
tuz soliisyonu (phosphate buffered saline, PBS, pH: 7,4) ilave edildi ve hiicre
yiizeylerinin hafifce yikanmasi saglandi. PBS aspire edildikten sonra, hiicrelerin flask
yiizeyinden ayrilmalar igin 1-1,5 ml %0,25 tripsin-etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)
soliisyonu ilave edildi ve inkiibasyon i¢in 5 dakika 37 °C’de, %5 CO’li etiivde tutuldu.
Siire sonunda, inverted mikroskopla flask yiizeyinden ayrildigi kontrol edilen hiicrelerin
lizerine, tripsin-EDTA aktivitesini durdurmak i¢in 10 ml besiyeri ilave edildi. FBS,
tripsin-EDTA aktivitesi tizerinde inhibe edici etki gosterdigi igin, tripsinizasyon
islemini durdurmak amaciyla kullanilan besiyerinde mutlaka FBS bulunmalidir.
Flasklarin icerisindeki hiicreleri birbirinden ayirmak ve kiimelenmelerini dnlemek igin,
hiicreler pipet yardimiyla homojenize edildi. Homojenize hiicre siispansiyonlari, daha
sonra 15 ml’lik falkon tiiplere alindi ve 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra, siipernatant kisimlar uzaklastirildi ve peletler, hiicre yogunluguna
uygun miktardaki taze besiyerleriyle homojenize edildi. Hiicre siispansiyonlari,
olusturulacak alt kiiltiir sayisina gore her biri 8-10 ml besiyeri iceren yeni 75 cm®lik
flasklara boliindii. Alt kiiltiirler, ¢ogalmaya devam edebilmeleri i¢in 37 °C’ye ayarls,

%95 nem ve %5 CO; iceren etiive kaldirilarak inkiibasyona birakildi.

Hiicre hatlarinin dondurulmasi ve saklanmasi

Calismayr gilivence altina almak ve ihtiyag duyuldugunda geriye donebilmek icin
hiicrelerin dondurularak yedeklenmesi ve uzun vadeli saklanmasi gerekmektedir. Bu

amacla, hiicre hatlar1 DMSO gibi bir kriyoprotektan madde igceren ortam kullanilarak
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donduruldu ve stoklandi. Hiicre hatlar1 %80-90 oraninda konfluent olduklar1 zaman,
hiicreler dondurulmak {izere standart protokol takip edilerek tripsinize edildi. Ozetle;
flasktaki besiyeri aspire edildi, hiicreler 1X PBS ile yikandi ve 37 °C’ye ayarh etiivde 5
dakika boyunca %0,25 tripsin-EDTA soliisyonu ile inkiibe edildi. Yiizeyden ayrilan
hiicrelerin tizerlerine besiyeri eklendikten sonra 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi siipernatantin uzaklagtirilmasiyla elde edilen pelet iizerine, hiicre
yogunlugu dikkate alinarak FBS:DMSO (9:1, h/h) karisimindan olusan dondurma
ortami eklendi. Pipetajla homojenize edilen hiicre siispansiyonu, her bir kriyoviyal
basina 800 pul hacimde 1-2x10° hiicre olacak sekilde buz iizerinde bekletilen soguk
kriyoviyal tiiplere boliindii. Hemen ardindan, kriyoviyal tiipler uzun dénemli saklama
icin -80 °C’lik tibbi sogutma cihazina kaldirildi. Dondurma siireci, hiicrelere zarar
vermemek adina optimum hizda (ne ¢ok yavas ne de ¢ok hizli) gergeklestirildi. DMSO,

1518a duyarlt oldugu icin hiicrelerin dondurulmasi islemi karanlikta yiirtitiildii.

3.2.6. Tripan mavisi boyasi ile canl hiicrelerin sayilmasi

Bu calisma kapsaminda, rutin olarak hiicre canliliklarinin tayin edilmesi ve hiicre
siispansiyonundaki canli ve/veya 0lii hiicre sayilarinin tespit edilmesi i¢in tripan mavisi
boyast kullanildi. Tripan mavisi ile boyama, hiicre membran biitiinliigli prensibine
dayanmaktadir. Intakt (hasar gormemis) hiicre membranlarina sahip canli hiicrelerde,
tripan mavisi boyasi hiicre membranina niifuz edemez ve sitoplazmaya giremez. Tripan
mavisi boyasi, hasar gérmiis ve bundan dolay1 hiicre membrani gegirgenligi olan 6l
hiicrelerde ise porlu hiicre membranindan gecger, sitoplazmaya girer ve intraseliiler
proteinlere baglanir. Bu nedenle, mikroskop altinda incelendiginde 6lii hiicreler biiyiik,
sismis ve mavi renkli olarak, canli hiicreler ise kii¢lik, yuvarlak ve refraktil olarak
(boyay1 almadiklarindan dolay1) goriilmektedir (Doyle ve ark. 1995, Strober 2001, Jain
ve ark. 2017).

Bu calismada planlanan tiim testlerde, tripan mavisi boyasi kullanilarak hemositometre
ile hiicre saymmi yiritildi. Bu amagcla, ilk olarak DU 145 ve PC-3 hiicreleri
tripsinizasyon protokolii takip edilerek flask ylizeyinden kaldirildi. Santrifiijden sonra,
peletler RPMI 1640 besiyeri ile sulandirildi ve pipetaj yapilarak homojen bir hiicre

siispansiyonu elde edildi. Bu hiicre siispansiyonundan 20 pl alinarak bir eppendorf tiipe
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aktarildi ve tizerine 20 ul %0,5 (a/h) tripan mavisi soliisyonu (‘Trypan blue solution’)
eklendi. Birkag¢ kez pipetaj yapilarak hiicre slispansiyonunun boya ile iyice karigmasi
saglandi. Daha sonra, bu karisimdan 10 pl alinip Neubauer tip hemositometrenin sayim
bolmelerinden birine yiiklendi. Ardindan, inverted mikrokopta x10 objektif kullanilarak
iki kose karede canli hiicre sayimi gergeklestirildi. Tripan mavisi boyasini i¢ine alip
mavi renkte goriinen hiicreler 6lii, boyay1 almadigi igin parlak renkte goériinen hiicreler
ise canli olarak degerlendirildi. Sayim tamamlandiktan sonra, 1 ml besiyerindeki toplam

canli hiicre sayis1 asagidaki formiile gore hesaplandi.

Canl hiicre sayis1 = (iki karede sayilan toplam hiicre sayis1 / 2) x diliisyon faktorii x 10*
3.2.7. Sitotoksik etkiyi belirlemek iizere hiicrelerin ekimi

Hiicre ekiminden Once, optimizasyon calismasi yapilarak sitotoksisite deneylerinde
kullanilacak standart hiicre sayisi tespit edildi. Ayrica, bu c¢alisma sayesinde
uygulanacak sitotoksisite testleri de standardize edildi. Standart hiicre sayisi
belirlendikten sonra, sitotoksisite testleri icin deney kuruldu. Oncelikle, canli hiicre
sayist belirlenen silispansiyondan gerekli besiyeri hacmine ve hiicre sayisina gore
seyreltme yapildi. Daha sonra, DU 145 ve PC-3 hiicreleri 100 ul RPMI 1640 besiyeri
icerisinde 5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu mikroplakalara ekildi. Test
edilen her konsantrasyon i¢in 3 tekrarli (triplicate) hiicre ekimi yapildi. Ayrica, negatif
kontrol (maksimum canlilik, tedavi edilmemis hiicre kontrolii) i¢in 100 pl RPMI 1640
besiyeri igerisinde 5X103/kuyucuk yogunlukta hiicre ekimi gerceklestirildi. Kor (blank)
kuyucuklarina ise sadece 100 ul RPMI 1640 besiyeri (hiicre icermeyen) ilave edildi.
Ardindan, ekilen hiicreler inverted mikroskopta kontrol edildi, yapismalarim1 ve
biiyiimelerini saglamak i¢in 24 saat boyunca 37 °C’ye ayarli, %5 CO; iceren nemli

etlivde inkiibasyona birakildi.
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3.2.8. Test bilesiklerinin hazirlanmasi ve hiicrelere uygulanmasi
Ham ekstrelerin ve kaba fraksiyonlarin hazirlanmasi

4 °C’de saklanan ham ekstreler ve kaba fraksiyonlar, DMSO igerisinde ultrasonik banyo
yardimiyla ¢6zdiirtildii ve 100 mg/ml konsantrasyonda stok soliisyonlar hazirlandi. Bu
stok soliisyonlar, her uygulama Oncesi taze olarak hazirlandi ve 0,2 um’lik steril

filtreden gegirildi. Elde edilen stok soliisyonlar, ¢aligma sonuna dek 1siktan muhafaza
edildi.

Unotein B (Oenothein B)’nin hazirlanmasi

Unotein B, Epilobium cinsine ait tiirlerde bulunan polifenol bilesiklerinden biridir
(Granica ve ark. 2012). Birgok ¢alismada, unotein B’nin antikanser aktivite sergiledigi
bildirilmistir (Miyamoto ve ark. 1987, 1993a,b, Aoki ve ark. 1995, Sakagami ve ark.
2000, Kiss ve ark. 2006). Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen ‘Oenothein B
analytical standard’, bu ¢alismada etken madde olarak kullanildi. Toz haldeki unotein B
maddesi (molekiil agirligi: 1569,08 g/mol), DMSO igerisinde ¢ozdiiriilerek 6 mg/ml
(veya 3,82 mM) konsantrasyonda stok soliisyon hazirlandi. Bu stok soliisyon, her

uygulama Oncesi taze olarak hazirlandi ve ¢alisma sonuna dek 1siktan muhafaza edildi.

Paklitaksel (Paclitaxel, Taxol®)’in hazirlanmasi

Prostat kanseri tedavisinde kemoterapéotik ilag olarak kullanilan paklitaksel, deneysel
caligmalarda pozitif kontrol olarak kullanildi. Bu baglamda, ham ekstrelerin, kaba
fraksiyonlarin ve unotein B’nin her iki hiicre hatti tizerindeki sitotoksik etkileri
paklitakselin sitotoksik etkisiyle karsilastirildi. Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen
toz haldeki paklitaksel (molekiil agirligi: 853,91 g/mol), DMSO igerisinde ¢ozdiiriilerek
1 mg/ml (veya 1,171 mM) konsantrasyonda ana stok soliisyonu hazirlandi ve
alikotlanarak -80 °C’de saklandi. Ana stok soliisyonu, RPMI 1640 besiyeri (FBS, L-
glutamin ve penisilin-streptomisin bilesenlerini igermeyen) igerisinde diliie edilerek 8,5
pg/ml (veya 10 uM)’lik galisma soliisyonu hazirlandi. Bu calisma soliisyonu, her

uygulama Oncesi taze olarak hazirlandi ve ¢aligma sonuna dek 1s1iktan muhafaza edildi.
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Test bilesiklerinin stok soliisyonlarindan RPMI 1640 besiyeri ile gerekli seyreltmeler
yapildi. Bdylece konsantrasyonlari; ekstreler icin 3,13-200 pg/ml araliginda,
fraksiyonlar i¢in 1,56-100 pg/ml araliginda, unotein B i¢in 2,5-160 pg/ml araliginda ve
paklitaksel (pozitif kontrol) i¢in 0,001-0,5 pg/ml aralifinda degisen final dozlar
hazirlandi. Seyreltme islemleri sonunda, DMSO’in son kiiltiir ortamindaki
konsantrasyonu <%0,1’dir. DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin bu konsantrasyonu tolere
edebildikleri 6n ¢alismalarda dogrulanmis olup hiicre canliliklar1 iizerinde higbir
olumsuz etki goriilmemistir. Hiicre ekiminden 24 saat sonra, final konsantrasyonlardaki
test bilesikleri 100 pl/kuyucuk olacak sekilde DU 145 ve PC-3 hiicrelerine uygulandi.
Test bilesikleri eklendikten sonra, tiim kuyucuklardaki son hacimlerin 200 pl olmasi
icin negatif kontrol ve kor i¢in ayrilan kuyucuklara 100 pl besiyeri ilave edildi.
Uygulamay1 takiben hiicreler, 37 °C’ye ayarli %5 CO2’li etiivde 24, 48 ve 72 saat
stireyle inkiibasyona birakildi. 96 kuyucuklu mikroplakalarda, test bilesiklerinin tiim
dozlari, negatif kontrol ve kor i¢in 3 farkli kuyucuk (3 tekrar) kullanildi.

3.2.9. Sitotoksik etkinin belirlenmesi

E. hirsutum ekstrelerinin, kaba fraksiyonlarinin, unotein B’nin ve paklitakselin prostat
kanseri hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla in vitro hiicre
canlilik deneyleri yiiriitiildii. Calisma kapsaminda, hiicre canliligini farkli parametrelere
gore Olgen kolorimetrik testler (SRB ve XTT testleri) kullanildi. Boylece, farkl: tiirdeki

sitotoksik analizlerle daha giivenilir sonuglarin elde edilmesi amaglandi.

Siilforodamin B (SRB) hiicre canhlik testi

Siilforhodamin B (SRB) hiicre canlilik testi, kiiltiirdeki hiicrelerin protein igeriginin
Olciilmesini saglayan bir testtir (Skehan ve ark. 1990). Bu testin prensibi; asidik sartlar
altinda SRB boyasmin (iki siilfonik gruplu, pembe renkli aminoksanten boyasi),
trikloroasetik asit (TCA) ile fikse edilmis hiicre proteinlerinin bazik aminoasitlerine
baglanmasina, bazik sartlar altinda ise hiicrelerden ayrilmasina dayanmaktadir. Olugan
renk degisiminin spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi, hiicresel protein miktar1 ve
dolayisiyla hiicre canlilif1 ve/veya sitotoksisite hakkinda bilgiler sunmaktadir (Papazisis

ve ark. 1997, Mathen ve Hardikar 2010).
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Inkiibasyon siiresi (24, 48 ve 72 saatlik) sonunda, test bilesiklerinin DU 145 ve PC-3
hiicreleri tizerindeki potansiyel sitotoksik aktiviteleri SRB hiicre canlilik testiyle
degerlendirildi. SRB testi, Skehan ve ark. (1990) tarafindan tanimlanan protokolde
kiiciik degisiklikler yapilarak yiiriitiildii. Ik olarak, hiicresel proteinleri fikse etmek i¢in
96 kuyucuklu mikroplakanin her kuyucuguna 50 ul %50’lik (a/h) soguk TCA (steril
distile su iginde ¢Oziindiiriilmiis) soliisyonu eklendi ve TCA soliisyonunun her
kuyucuktaki final konsantrasyonun %10 olmasi saglandi. TCA ilavesi, fiksasyon
sirasinda hiicre kaybi riskini en aza indirmek i¢in dikkatlice yapildi. Daha sonra,
4 °C’de en az 1 saat boyunca fiksasyon gerceklestirildi. Fiksasyon siiresi
tamamlandiktan sonra, mikroplaka ters ¢evrilerek icerigi bosaltildi. TCA soliisyonunu,
besiyerini, metabolitleri ve serum proteinleri uzaklastirmak icin biitiin kuyucuklar 5
defa deiyonize su ile yikandi. Her yikama sonunda, mikroplaka ters c¢evrilerek
kuyucuklardaki deiyonize su bosaltildi. Yikama islemini takiben mikroplaka kurumaya
birakildi. Ardindan, mikroplakanin her kuyucuguna 50 pl %0,4’liik (a/h) SRB boyasi
(‘Sulfhorodamine B sodium salt’, %1 asetik asit i¢inde ¢ozilindiiriilmiis) eklendi,
hiicrelerin boyanmasina izin vermek icin oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika
boyunca inkiibasyon gerceklestirildi. Boyama siiresinin sonunda, mikroplaka ters
cevrilerek SRB boyasi dokiildii. Baglanmayan boyayr uzaklastirmak ig¢in, biitiin
kuyucuklar 5 defa %1°lik (h/h) asetik asit ¢ozeltisi (steril distile su ile hazirlanmis) ile
yikandi. Her yikama sonunda, mikroplaka ters g¢evrilerek kuyucuklardaki asetik asit
bosaltildi. Kuyucuklar tamamen kuruduktan sonra, hiicre proteinlerine baglanan boyay1
¢ozmek amaciyla, her kuyucuga 150 pl 10 mM tamponlanmamis Tris baz1 (pH: 10,
steril distile su i¢inde ¢oziindiiriilmiis) ilave edildi. 10 dakika boyunca calkalamali
inkiibatorde bekletilen mikroplakanin optik yogunlugu, mikroplaka okuyucu
kullanilarak 595 nm dalga boyunda 6l¢iildii ve kantitatif absorbans degerleri elde edildi.

XTT hiicre canhlik testi

XTT (2,3-bis(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-5-[(fenilamino)karbonil]-2H-tetrazolyum
hidroksit) hiicre canlilik testi; tetrazolyum tabanli, hizli, kullanimi kolay ve giivenilir bir
testtir. XTT reaktifi, metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan turuncu renkli, suda
coziinlir formazan kristallerine indirgenir. Olusan formazan yogunlugunun

spektrofotometrik olarak dogrudan oSlgiilmesiyle canliligin degerlendirilmesi miimkiin

64



olmaktadir (Scudiero ve ark. 1988). Bu sayede; XTT testi, hiicre canliligi/sitotoksisiste
hakkinda hassas ve dogru bilgi sunmaktadir (Berridge ve ark. 1996, Tokur ve Aksoy
2017).

Test bilesiklerinin DU 145 ve PC-3 hiicreleri lizerindeki olasi sitotoksik etkileri, XTT
hiicre canlilik testiyle analiz edildi. Deney, ‘Cell Proliferation XTT’ kit igeriginde
bulunan ve firma tarafindan 6nerilen protokole gore yiiriitiildii. Test bilesikleriyle tedavi
stiresi (24, 48 ve 72 saatlik) tamamlandiktan sonra, XTT reaktifi ve PMS (N-metil
dibenzopirazin metil siilfat) igeren aktivasyon soliisyonu 37 °C’lik su banyosunda
hizlica ¢ozdiiriildii. Coziinmelerinden sonra, 5 ml XTT reaktifine 100 pl aktivasyon
sollisyonu eklenerek bir mikroplaka (96 kuyucuk) icin yeterli bir reaksiyon karigimi
hazirlandi. Test bilesiklerini igeren besiyeri mikroplakanin tiim kuyucuklarindan aspire
edildi, hemen ardindan her kuyucuga 100 ul RPMI 1640 besiyeri (FBS, L-glutamin ve
penisilin-streptomisin bilesenlerini igeren) eklendi. Daha sonra, taze olarak hazirlanmig
reaksiyon karistmi 50 pl/kuyucuk olacak sekilde hiicrelerin {izerine ilave edildi.
Hiicreler, 4 saat boyunca 37 °C’de, %5 CO’li etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyonu
takiben olusan renk degisimi miktart (optik yogunluk), mikroplaka okuyucu
kullanilarak 450 nm dalga boyunda 6lgiildii. ‘Background’ absorbans degerleri (kor) ise,
655 nm dalga boyunda olgiildii ve 450 nm’de kaydedilen degerlerden ¢ikarilarak
kantitatif absorbans degerleri elde edildi. XTT kimyasali 1s18a duyarli oldugundan tiim
islemler karanlikta gerceklestirildi.

Hiicre canhiliginin hesaplanmasi

Hiicre canlilik testlerinden elde edilen ham verilerin islenmesi, Microsoft Office Excel
programi kullanilarak yapildi. Test bilesikleri uygulanmamis kontrol hiicreleri
(canlihigin %100 olarak kabul edildigi) referans alinarak test bilesikleri uygulanan

hiicrelerin canlilik oranlar1 asagidaki formiile gore hesaplandi.

% Canlilik = (ortalama ADbSy;ik - Ortalama Absys,)/(ortalama AbSyontror - Ortalama Absys:)

(Abs: Okuma sonucu elde edilen absorbans degerlerini ifade etmektedir.)
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Elde edilen sonuglardan yola ¢ikarak, Microsoft Office Excel programinda doza karsi
yiizde canlilik grafikleri ¢izildi. Tahmin fonksiyonu kullanilarak, bu grafiklerden test

bilesiklerinin ICsy degerleri hesaplandi.

3.2.10. Kombinasyon analizi

Calisma kapsaminda arastirilan test bilesiklerinin DU 145 ve PC-3 hiicreleri tizerindeki
sitotoksik etkileri SRB ve XTT hiicre canlilik testleriyle tarandiktan sonra, en aktif
bilesigin maserasyon yontemiyle hazirlanan su ekstresi oldugu tespit edildi. Bu
bulgudan hareketle, ekstre ile paklitaksel kombinasyonunun hiicre canliliklari
tizerindeki muhtemel sinerjik etkisinin arastirilmasina karar verildi. Kombinasyon
calismasinda kullanilmasi planlanan ekstre ve paklitaksel dozlari, hiicre canlilik
testlerinden elde edilen sonuglar dikkate alinarak segildi. Bu amacla, DU 145 ve PC-3
hiicreleri 100 ul RPMI 1640 besiyeri iginde, 5x10° hiicre/kuyucuk yogunlukta ve 3
tekrarli olarak 96 kuyucuklu mikroplakaya ekildi. 37 °C’de, %5 CO2’li etiivde 24
saatlik inkiibasyondan sonra, ekstre ile paklitakselin Cizelge 3.8’de gosterilen doz
kombinasyonlar1 100 pl besiyeri i¢inde hiicrelere uygulandi. Negatif kontrol i¢in 200 pl
besiyeri i¢inde kiiltiire edilen hiicreler, kor iginse sadece 200 pl besiyeri kullanildi.
Pozitif kontrol olarak ise paklitaksel kullanildi. 24, 48 ve 72 saat siiren kombinasyon
tedavisi sonrasi, hiicrelerin canliliklar1 SRB ve XTT testleriyle degerlendirildi. Verilerin
islenmesi, hiicre canlilik yiizdelerinin ve ICsp degerlerinin hesaplanmasi daha once

aciklanan formiile gore yapildi.
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Cizelge 3.8. Kombinasyon analizi i¢in olusturulan tedavi gruplari

Tedavi Dozlar1 (ug/ml)
Ekstre (E) Paklitaksel
Negatif Kontrol

L (Yalnizca hiicreler) i ]
5 Pozitif Kontrol 888%
' (Hiicreler + Paklitaksel) ’

Tedavi Gruplari

- 0,004
3 Test Grubu gg
' (Hiicreler + Ekstre) 99 -

33 + 0,001

33 + 0,002

33 + 0,004

4 Kombinasyon Grubu gg I 888%

(Hiicreler + Ekstre + Paklitaksel) 66 + 0,004

99 + 0,001

99 + 0,002

99 + 0,004

3.2.11. Hiicre morfolojisinin degerlendirilmesi

Ham ekstrelerin, kaba fraksiyonlarin, unotein B nin ve paklitakselin hiicre morfolojileri
ve canliliklar1 tizerindeki etkileri, inverted mikroskopta hiicre canlilik testleriyle es
zamanl olarak analiz edildi. Test bilesikleri ve ayrica kombinasyon gruplari ile 24, 48
ve 72 saatlik inkiibasyon periyodu tamamlandiginda, hiicre canlilik testlerini caligmadan
once DU 145 ve PC-3 hiicreleri inverted mikroskobun x10’luk biiyiitmesi kullanilarak
fotograflandi. Hiicrelerin adezyon durumlari, konfluensi seviyeleri, sekil ve boyut
degisimleri, negatif kontrol hiicreleri ile ve ayrica DMSO (%0,1 konsantrasyonda) ile
muamele edilmis hiicre grubu ile kiyaslandi. Boylece, test edilen bilesiklerin sitotoksik

aktivitelerinin mikroskobik olarak da dogrulanmasi saglandi.
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3.2.12. Kaspazla kirilmus sitokeratin 18 (M30) diizeylerinin olciilmesi

Apoptoz sirasinda, hiicrelerin sitoplazmik ve niikleer iskeleti yeniden yapilanmakta ve
hiicre morfolojisi 6nemli degisikliklere ugramaktadir (Oberhammer ve ark. 1994, van
Engeland ve ark. 1997). Bu siire¢ boyunca, sadece apoptotik hiicrelerde aktiflesen
kaspazlar bir¢ok hiicresel proteininin yikilmasina yol agmaktadir. Epitelyal hiicrelerde,
kaspazlarin en 6nemli substratlarindan biri de hiicre iskeletinde yer alan ve ara filament
protein ailesine ait sitokeratin 18 (cytokeratin, CK18)’dir. Apoptoz geciren hiicrelerde;
CK18, kaspazlar tarafindan Aspartat 238 (Asp>>®) ve Aspartat 396 (Asp>*®) noktasindan
kirillarak CK18Asp396 neo-epitopu (M30 antijeni) olugsmaktadir. Apoptotik hiicrelerden
serum veya plazmaya salinan bu neo-epitopun, monoklonal bir antikor olan M30
tarafindan taninmasiyla apoptozun erken evreleri saptanmis olmaktadir (Leers ve ark.

1999, Kramer ve ark. 2004, Schutte ve ark. 2004, van der Kuip ve ark. 2006).

Bu prensibe dayanarak, apoptotik hiicre kiiltiirii siipernatantlarindaki kaspazla kirilmisg
CK 18 fragmentlerini 6lgmek i¢in immiinohistokimyasal yontemlerden biri olan M30
ELISA testi kullanildi. M30 ELISA, kati fazli sandvig (iki yonlii) enzim immiinosorbent
testidir. Bu test ile apoptoz miktarinin belirlenmesi, CK 18’in 6l¢iilmesinden
kaynaklandigr i¢in kullanilan hiicre hatlarinin  bu proteini eksprese etmesi
gerekmektedir. Bu ¢alismada kullanilan DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin, CK 18 proteini
icin major ekspresyon gosterdigi literatiirde bildirilmistir (Sherwood ve ark. 1990). Bu
sebeple, kiiltiire edilen DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin M30 ELISA testiyle analiz
edilmesi uygundur. Bu amagla; DU 145 ve PC-3 hiicreleri, sayilarak 200 ul RPMI 1640
besiyeri i¢inde, 5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde (3 tekrarli)) 96 kuyucuklu
mikroplakaya ekildi. 37 °C’de, %5 CO>’li etiivde 24 saatlik inkiibasyonu takiben, tiim
kuyucuklardan hiicrelere zarar vermeden 100 pl besiyeri uzaklastirildi. XTT ve SRB
testi sonuglarina gore, 48 saatlik periyotta DU 145 ve PC-3 hiicreleri i¢in elde edilen
ortalama ICsq dozlar hiicrelere uygulanacak bilesik konsantrasyonlari olarak belirlendi
(Cizelge 3.9). Besiyeri icinde diliie edilip istenilen dozlarda hazirlanan test bilesikleri,
tiim kuyucuklardaki hiicrelere 100 pul hacimde uygulandi. Negatif kontrol i¢in sadece
besiyeri icinde kiiltiire edilen hiicreler kullanild1 ve ilgili kuyucuklara 100 pl besiyeri

ilave edildi. Hiicrelerde apoptozu indiikledigi bilinen paklitaksel ise pozitif kontrol
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olarak kullanildi. Test bilesikleri uygulandiktan sonra, hiicreler 24, 48 ve 72 saat stireyle

37 °C’de, %5 COg’li etiivde inkiibasyona tabi tutuldu.

Cizelge 3.9. DU 145 ve PC-3 hiicre hatlar1 i¢in elde edilen ortalama ICsy dozlar1

Ortalama I1Csy Dozlar: (ug/ml)

DU 145 PC-3
Ekstre (E) 90,65 113,40
Fraksiyon (E2) 114,62 77,23
Unotein B 122,31 86,46
Paklitaksel 0,0045 0,015
Ekstre (E) + Paklitaksel kombinasyonu 90,65 + 0,0045 113,40 + 0,015

Siire sonunda hiicreleri lizis etmek ig¢in 200 pl besiyeri i¢indeki hiicrelerin {izerine
dogrudan 10 ul %10’luk (h/h) Nonidet P-40 (NP-40, steril distile su i¢ginde hazirlanmis)
soliisyonu eklendi ve mikroplaka ¢alkayici kullanilarak 600 rpm’de ve oda sicakliginda
15 dakika boyunca lizis islemi gergeklestirildi. Lizis tamamlandiktan sonra, hiicre
lizatlar1 pipetaj yapilarak kuyucuklardan toplandi ve 2000 rpm’de 30 saniye siireyle
santrifiij yapildi. Bu sayede, 6lii hiicrelerden siipernatantlara transfer olan kaspazla
kirllmis CK 18 fragmentlerinin Slgiilmesi, ‘M30 CytoDeath™ ELISA kit igerigine ve
tireticinin talimatlarina gore yiuritildi. Analiz, her 6rnek ve/veya standart igin iki
tekrarli (dublike) olarak ve oda sicakliginda (24+3 °C) gergeklestirildi. Deney Oncesi,
tiim reaktifler oda sicakligina getirildi ve kullanmadan 6nce vorteks ile karistirildi.
Yiizeyt CK 18’1 tamiyan fare monoklonal M6 antikoru ile kapli 96 kuyucuklu
mikroplakanin her kuyucuguna 25 pl slipernatant ve standart eklendi. Hemen ardindan,
tim kuyucuklara 75 pl M30 CytoDeath horseradish peroksidaz (horseradish peroxidase,
HRP) konjugat soliisyonu (HRP enzimi ile konjuge fare monoklonal M30 antikoru)
eklendi ve mikroplaka calkalayict kullanilarak 600 rpm’de, oda sicakliginda 4 saat
siireyle inkiibe edildi. M6 antikoru/M30 antijeni/enzim isaretli M30 antikoru sandvig
kompleksinin olugmasin1 takiben, baglanmayan fazla konjugati uzaklastirmak igin
manual olarak yikama yapildi. Inkiibasyon soliisyonu mikroplakadan aspire edildi ve
tiim kuyucuklar 250 pl yikama soliisyonuyla 5 kez yikandi. Daha sonra, her kuyucuga
200 wl 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin (TMB) substrati eklendi, oda sicakliginda ve
karanlikta 20+£1 dakika boyunca inkiibe edildi. Reaksiyona bagli olarak gergeklesen
renk olusumu, her kuyucuga 50 ul stop soliisyonu (1 M siilfiirik asit (H,SO,) iceren)
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beklenmesiyle durduruldu. Ardindan, mikroplaka okuyucuda 450 nm’de absorbans
belirlendi. Olusan renk siddeti, Ornekteki M30 antijen konsantrasyonu ile dogru

orantilidir.

M30 antijen konsantrasyonunun hesaplanmasi

M30 CytoDeathTM ELISA sonuglar1 Microsoft Office Excel programi kullanilarak
hesaplandi. Olgiilen absorbanslara karsi bilinen konsantrasyonlardan standart bir egri
grafigi cizildi ve egri denklemi olusturuldu. Bu grafik ve denklemden yararlanarak

orneklerdeki M30 antijen miktarlar1 hesaplandi. M30 antijen konsantrasyonlar1 litre

basina birim (U/L) olarak ifade edildi.

3.2.13. Floresan miksroskobunda hiicre 6liim modunun belirlenmesi

Bu c¢alisma kapsaminda; test bilesiklerine maruz kalmis hiicrelerin 6liim modlari,
morfoloji tabanli testlerden biri olan floresan mikroskopi ile degerlendirildi. Bu
yontemin prensibi, floresan boyalarin DNA’ya baglanarak kromatini ve niikleusu
goriiniir kilmasidir. Boylece, floresan mikroskop araciligiyla hem canli/6lii hiicre ayrimi
yapilabilmektedir hem de hiicrelerin 6liim sekilleri tespit edilebilmektedir (Ulukaya
2003, Ulukaya ve ark. 2011).

Floresan boyama c¢alismasinda, hiicre membranindan niifuz ederek canli ve 6l tiim
hiicreleri boyayan Hoechst 33342 floresan boyasi kullanildi. Ayrica, 6lii hiicreleri canli
hiicrelerden ayirt etmek i¢cin Hoechst 33342 boyasi, sadece 6lii hiicreleri boyayabilen
Propidyum Iyodiir boyasi ile birlikte kullanildi. Propidyum iyodiir boyasi, hiicre
membrani biitlinliigiine bagli olarak hiicre canlilifinin tespitine olanak saglamaktadir.
Bu boya, intakt yani biitiinliigli bozulmamis membrana sahip canli hiicrelere niifuz
edemedigi i¢in canli hiicreler propidyum iyodiir boyasi ile boyanmamaktadir. Bunun
aksine; propidyum iyodiir boyasi, biitiinliigii bozulmus, hasar gérmiis membrana sahip
hiicrelere girerek tiim 6l hiicreleri (primer nekrotik ve sekonder nekrotik/gec apototik)
boyamaktadir. Bu baglamda, ikili boyama yontemiyle hiicre canliligimin ve 6lim
modunun tespiti niikleus morfolojisi dikkate alinarak asagidaki kistaslara gore yapildi.

Bu kistaslar Cizelge 3.10°da 6zetlendi (Ulukaya 2003, Ulukaya ve ark. 2011).
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Canl hiicreler: Niikleuslar1 normal boyuttadir. Hoechst 33342 boyasiyla boyanirlar,

ancak propidyum iyodiir boyasiyla boyanmazlar.

Erken apoptotik hiicreler: Apoptozun erken safhasindaki hiicrelerde membran
biitiinligli korundugu i¢in bu hiicreler propidyum iyodiir boyasiyla boyanmazlar. Fakat
hiicreler Hoechst 33342 boyas1 i¢in pozitiftirler. Kromatin yogunlagmasi, piknotik
ve/veya fragmente niikleus gibi apoptotik degisikliklerin varligi, erken apoptotik

hiicrelerin teshisinde en 6nemli bulgudur.

Geg¢ apoptotik/sekonder nekrotik hiicreler: Sekonder nekroz, apoptozun geg
sathasidir. Bu evrede, hiicrelerin membran biitlinliigli bozuldugundan hiicreler
propidyum iyodiir boyas1 i¢in pozitiftir. Ayrica, hiicreler Hoechst 33342 boyasiyla da
boyanirlar. Bunun yani sira, ge¢ apoptotik veya sekonder nekrotik hiicrelerde, apoptoza

0zgl belirtecler de mevcuttur.

(Primer) Nekrotik hiicreler: Hem propidyum iyodiir boyasi hem de Hoechst 33342
boyasi ile boyanarak Olii olduklari belirlenen hiicrelerin niikleuslarinda apoptotik
goriinim yoktur. Apoptotik hiicrelerden farkli olarak, nekrotik hiicrelerin niikleuslar
canli hiicrelerin niikleuslarindan goreceli olarak daha biiyiiktiir. Nekrotik hiicrelerin
gerceklestirdigi floresan 1s1ma ilk basta normaldir, ancak nekroz siireci ilerledikce

hiicrelerin lizise ugramalarindan dolay1 floresan 1s1ma yogunlugu azalir.

Cizelge 3.10. Ikili boyama yéntemiyle hiicre liim modunun tespit edilmesi

Hoechst Propidyum  Apoptotik
33342 Iyodiir Morfoloji

Canl1 Hiicreler + - -
Erken Apoptotik Hiicreler + - +
Geg Apoptotik/Sekonder Nekrotik Hiicreler + + +
(Primer) Nekrotik Hiicreler + + -

+, boyanma durumunu; -, boyanmama durumunu ifade etmektedir.

Test bilesiklerinin DU 145 ve PC-3 hiicreleri iizerindeki etkilerini ikili boyama
yontemiyle saptamak amaciyla ilk olarak, tripan mavisi boyasi kullanilarak Neubauer

hemositometresinde canli hiicre sayimi yapildi. Daha sonra, 6 kuyucuklu mikroplakanin
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kuyucuKlarinin iglerine steril cam lameller (24 mm x 24 mm) yerlestirildi. DU 145
(1x10° hiicre/kuyucuk) ve PC-3 (7,5x10* hiicre/kuyucuk) hiicreleri, 1,5 ml RPMI 1640
besiyeri i¢inde 3 tekrarli olarak dogrudan cam lamellerin iizerine ekildi. 37 °C’de %5
CO>’li etiivde 24 saatlik inkiibasyonu takiben, hiicrelere zarar vermeden kuyucuklardaki
tiim besiyeri aspire edildi. Beklemeden kuyucuklara 1,5 ml taze besiyeri ilave edildi.
Ardindan, XTT ve SRB yontemleriyle test bilesikleri i¢in belirlenen ortalama ICsg
dozlar (bkz. Cizelge 3.9), 1,5 ml besiyeri i¢inde cam lameller lizerindeki hiicrelere
uygulandi. Negatif kontrol icin sadece besiyeri iginde Kkiiltiire edilen aymi sayidaki
hiicreler kullanilirken, pozitif kontrol icin paklitaksel kullanildi. Ardindan, hiicreler %5
CO; igeren 37 °C’lik etiivde 48 saat siireyle test bilesiklerine maruz birakild1. Ikili boya
karisimini hazirlamak iizere, Hoechst 33342 (200 pg/ml’lik ana stok) ve propidyum
tyodiir (‘Propidium iodide’, 100 pg/ml’lik ana stok) boyalar1 1X PBS soliisyonu (Ca ve
Mg icermeyen) i¢inde seyreltildi. Son konsantrasyonlari; Hoechst 33342 boyasi icin 3
pg/ml, propidyum iyodiir boyasi i¢in 7 pg/ml olan g¢aligma soliisyonlar1 elde edildi.
37 °C’de %5 CO2’li etiivde 48 saatlik tedavi sona erdiginde, hiicrelere zarar vermeden
kuyucuklardaki tiim besiyeri uzaklastirildi. Sonra, cam lamellerin tizerindeki hiicreler
1X PBS soliisyonu ile yikandi. ikili boya karisimindan 250 pl alinarak dogrudan
hiicrelerin iizerine uygulandi ve 15 dakika boyunca 37 °C’de karanlik inkiibasyona tabi
tutuldu. Siire sonunda, cam lamel tizerine 10-20 pl daha boya karisimi eklenerek steril
cam lam (26 mm x 76 mm) ile kapatildi. Floresan atagmanli inverted mikroskobun x20
biiyiitmesi kullanilarak ayni alandaki hiicrelerin fotograflar1 ¢ekildi. Hiicre olim

modlar1 ‘Kameram 21 (Mikrosistem)’ yazilimi kullanilarak analiz edildi.

3.2.14. Kantitatif gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu

Test bilesiklerinin, hiicre 6liim yolaklarinda (apoptoz, nekroz ve otofaji) gorevli
genlerin ekspresyon profili tizerindeki etkileri, kantitatif gergek zamanli PZR ile
belirlendi. Kantitatif ger¢ek zamanli PZR, niikleik asit dizilerinin kantifikasyonu ile gen
ekspresyonunun gercek zamanli olarak saptanmasinda kullanilan bir yontemdir
(Rodriguez ve ark. 2015, Hawkins ve Guest 2017). Bu yontemde, reaksiyon boyunca
PZR fdriinii yapisina dahil olan floresan boyalar kullanilarak DNA miktari
izlenmektedir. Floresan sinyaldeki artis, PZR iiriinii miktar1 ile dogru orantilidir

(Anonim 208).
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Kantitatif ger¢ek zamanl PZR analizinde; SYBR® Green gibi spesifik olmayan boyalar
veya hidrolizis problari, molekiiler isaretler, floresan rezorans enerji transferi (FRET)
problar1 ve Scorpions primerleri gibi floresan boyalara bagli sekansa 0zgii
primerler/problar kullanilabilmektedir (Rodriguez-Lazaro ve Hernandez 2013).
Hidrolizis problari, kantitatif ger¢ek zamanli PZR protokollerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Rodriguez ve ark. 2015). Bu problar, iki etiket ile isaretlidir.
Bunlardan; 5° ucundaki floresan ‘haberci’ (raportor, reporter) molekiil, 3’ ucundaki ise
‘baskilayict’ (quencher) molekiildiir. Prob intakt iken haberci molekiile yakin olan
baskilayic1 molekiil, haberci molekiiliin floresan sinyal olusturmasini engellemektedir.
PZR reaksiyonu sirasinda, primer uzamasi probun hedef diziye baglandigi noktaya
geldigi zaman, Taq polimeraz enziminin 5°—3’ ekzoniikleaz aktivitesi hidrolizis
probunu yikar. Boylece, haberci ve baskilayic1 molekiiller birbirinden ayrilir ve serbest
hale gegen haberci molekiil floresan sinyal olusturur. Her PZR dongiisii boyunca, hedef
dizi miktar1 arttikca daha fazla prob yikilir ve floresan sinyal miktari artar. Dolayisiyla,
floresan sinyal siddeti ornekte bulunan amplikon miktar1 ile dogru orantilidir. Sonug
olarak; kantitatif ger¢ek zamanli PZR yontemlerinden prob tabanli olanlari, boya tabanli
olanlarindan daha spesifik oldugu icin analizlerde daha cok tercih edilmektedir. Bu
amagla, hiicre Oliim yolaklarinda kilit rol distlenen bazi genlerin ekspresyon
seviyelerindeki degisimler, prob tabanli PZR yontemiyle analiz edildi (Holland ve ark.
1991, Livak ve ark. 1995, Hawkins ve Guest 2017, Neidler 2017, Anonim 2018).

RNA izolasyonu

Hiicrelerden riboniikleik asit (RNA) izolasyonu, ‘innuPREP RNA mini kit’ kullanilarak
gerceklestirildi. Oncelikle, DU 145 ve PC-3 hiicreleri sayilarak 75 em?’lik flasklara 7
ml RPMI 1640 besiyeri iginde 5x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin flask
yiizeyine tutunmalarini saglamak iizere, tiim flasklar 8 saat boyunca %5 CO, igeren
37 °C’lik etiivde inkiibe edildi. Tiim hiicrelerin flask yiizeyine yapistiklar1 belirlendikten
sonra, XTT ve SRB yontemleriyle test bilesikleri i¢in tespit edilen ortalama ICsg
degerleri (Cizelge 3.9) hiicrelerin bulundugu 75 cm®lik flasklara 3 ml RPMI 1640
besiyeri i¢inde eklendi. RNA izolasyonunda, negatif (sadece besiyerindeki hiicreler) ve
pozitif (paklitaksel uygulanan hiicreler) kontrol gruplar1 da c¢aligildi. 18 saatlik
inkiibasyondan sonra, DU 145 ve PC-3 hiicreleri tripsinizasyon islemiyle flasklardan 15
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ml’lik falkon tiiplere toplandi ve 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi, hiicre pelleti 1 ml 1X PBS (pH: 7,4) ile yikanarak ikinci kez santrifiije tabi
tutuldu. Santrifiij sonrasi elde edilen hiicre pelletinden innuUPREP RNA mini kit
talimatlarinda kiigiik degisiklikler yapilarak asagida tarif edildigi gibi RNA izolasyonu
yiriitildd.

Ik olarak, homojenize edilen hiicre pelleti iizerine 500 ul ‘Lysis Solution RL’ eklenip
oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Hiicre pelleti bekleme siiresi boyunca her 5
dakikada bir reslispanse edildi. Lizis islemi tamamlandiktan sonra lizat, vorteks
cihazinda karistirtldi ve 2 ml’lik tlip i¢inde bulunan ‘D’ kodlu filtre (mavi renkli)
tizerine aktarilarak 11 000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Santriflij sonunda; filtreye
baglanan genomik DNA ortamdan uzaklastirildi, filtreden gecerek 2 ml’lik tiip
icerisinde toplanan siiziintii ise RNA’y1 icermekteydi. Bu siizlintiiniin tizerine, 500 pl
%70’lik (h/h) etanol ilave edilerek pipetaj yapildi. Ardindan bu karisim, 2 ml’lik tiip
icine yerlestirilmis ‘R’ kodlu filtre (pembe renkli) {izerine aktarilarak 11 000 rpm’de 2
dakika santrifiij yapildi. Siire sonunda, siiziintiiyii igeren tiip atildi. RNA nin baglandigi
‘R’ kodlu filtre yeni bir tiipe yerlestirildi. Bu filtre iizerine, 500 pl ‘HS’ kodlu yikama
soliisyonu eklendi ve 11 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Daha sonra, siiziintiiyii
iceren tlip atilarak ayni filtre yeni bir 2 ml’lik tiip i¢ine yerlestirildi. Bu filtrenin {izerine,
‘LS’ kodlu yikama soliisyonundan 700 pl eklendi ve 11 000 rpm’de 1 dakika boyunca
tekrar santrifiij yapildi. Santrifiij bittikten sonra, ayni filtre yeni bir 2 ml’lik tiip igine
alindi. Tim etanol kalintilarin1 uzaklastirmak i¢in 11 000 rpm’de 3 dakika boyunca
santrifiij yapildi. Santrifiij isleminin ardindan, filtre 1,5 ml’lik eliisyon tiip igine
yerlestirildi. Filtreye baglanan RNA’nin eldesi i¢in, filtre {izerine 30 pul RNaz igermeyen
su ilave edildi ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, filtre
tizerine tekrar 30 ul RNaz icermeyen su ilave edildi ve oda sicakliginda ikinci kez 5
dakikalik inkiibasyon yapildi. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra, 11 000 rpm’de 1
dakika boyunca santrifiij yapildi. Santrifiij isleminin ardindan, eliisyon tiipte toplanan
siiziintii total RNA’y1 icermektedir. Izole edilen RNA’larin miktar1 (ng/ul) ve safligi
(260/280 nm dalga boyundaki absorbans degeri) spektrofotometrede Olgiilerek
belirlendi. Total RNA 6rnekleri, ¢caligma yapilincaya kadar -80 °C’de saklandi.
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Komplementer DNA (Complementary DNA, cDNA) sentezi

Elde edilen RNA oOrneklerinden ‘iScript™ cDNA synthesis kit’ kullanilarak ters
transkripsiyon  (reverse transcription, RT) yontemiyle komplementer DNA
(complementary DNA, cDNA) sentezlendi. Reaksiyon Oncesi, izole edilen tim RNA
orneklerinin konsantrasyonlari, RNaz icermeyen steril saf su kullanilarak esitlendi.
Daha sonra, cDNA sentezi igin Cizelge 3.11°de belirtildigi sekilde reaksiyon karigimi

hazirlandi.

Cizelge 3.11. cDNA sentezinde kullanilan reaksiyon karigimi

Bilesenler Hacim (ul)

Tek reaksiyon n sayida reaksiyon
RNA 06rnegi 15 15n
5x iScript Reaction Mix 4 4n
iScript Reverse Transcriptase 1 in
Toplam 20 20n

Son hacim olarak 20 pl reaksiyon karigimi igeren 0,2 pl’lik PZR tiipleri, Thermal
Cycler (termal cevrim) cihazina yerlestirildi. Cihazda, sirasiyla 25 °C’de 5 dakika
(priming); 46 °C’de 20 dakika (RT); 95 °C’de 1 dakika (RT inaktivasyonu) ve 4 °C’de
bekleme (iste§e bagli)) asamalarindan olusan program ayarlanarak reaksiyon
gerceklestirildi. Elde edilen cDNA ornekleri, kantitatif gercek zamanli PZR analizinde
kullanilmak tizere -20 °C’ye kaldirild1.

Primer tasarim ve optimizasyonu

Kantitatif gercek zamanli PZR testlerinin spesifikligi, tasarlanan primer ve problarin
uygunlugu ile yakindan iligkilidir. Bu nedenle; primer ve problarin optimum tasarimi,
test basarisinda onemli paya sahiptir (Rosadas ve ark. 2013, Rodriguez ve ark. 2015).
Bu ¢alismada, hedef gen boélgeleri i¢in kullanilacak olan primer ve problar, ‘NCBI’ ve
‘Ensemble’ gen bankalar1 kullanilarak tasarlandi. Elde edilen primerlerin spesifikligi,
‘Blast’” programu ile kontrol edildi. Analiz sonuglarini standardize etmek igin, ACTB (f5-
Actin) ‘housekeeping’ geni referans (kontrol) olarak kullanildi. Kullanilan primer ve

problar, Cizelge 3.12’de listelendi.
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Cizelge 3.12. Kantitatif gercek zamanli PZR analizinde kullanilan genler ve primer

dizileri
Yolak Gen Left (L) / Right (R) primerler
L: AGTCTGTGCCCAAATCAACA
Caspase 8 (CASP8) . +GCTTCTCTCTTTGCTGAATTCTT
Apoptoz L: GGCAAAATAAGCATGCAGGTA
(EpksE[)rinsik) Caspase 10 (CASP10) 1. +GTTAGCAGATGCTCCTTGC
ADD L: TCTACCTCCGAAGCGTCCT
R: CCTTCCTGGAGAGAACCAAA
L: TTACACAGCCGCCAATAAGA
Cytochrome C (CYCS) . 4o ATTTTTGTTCCAGGGATGT
Apoptoz L: CATACTCCACAGCACCTGGTT
(igtlgnsik) Caspase 3 (CASP3) 1. GGCACAAAGCGACTGGAT
L: TCAGGCCCCATATGATCG
Caspase 9 (CASP9) o G ACTCCCTCGAGTCTCCAGAT
DARPL L: ACAGTGCGAGTCAGCTCAAG
Nekroz R: CCACCTCATCGCCTTTTCT
— L: CTGGGCGTCATCATAGAGG
R: TTCCTTTTACAGAAAGCGGAGT
ATGS L: CGGGTGAAGGTGGTTCCT
Otofaii R: TTATTTCAACCAAAGCCAAACTT
J Bectin 1 (BECND) L: ACCGTGTCACCATCCAGGAA
R: CTGGCGAGGAGTTTCAATAAA
. . L: GCACCCAGCACAATGAAGA
Housekeeping  f-Actin (ACTB) R: CGATCCACACGGAGTACTTG

Tasarlanan forward ve reverse primerler, optimizasyon i¢in dnce 100 uM’a sulandirildi.

Daha sonra, bu primerlerden her parametre igin 10 pM’lik ara stoklar olusturularak

kantitatif gergek zamanli PZR analizine hazir hale getirildi.

Kantitatif gercek zamanh PZR

Hiicre olimi ile iliskili genlerin ekspresyon degisiklikleri (bkz. Cizelge 3.12),
‘LightCycler® 480 Probes Master’ kullamlarak LightCycler® 480 II cihazinda

gerceklestirilen cDNA amplifikasyonu ile belirlendi. Bu amagla; sentezlenen cDNAlar,

ilgili gen bolgeleri icin tasarlanan primerler ve problar ile LightCycler® 480 Probes

Master kullanilarak bir reaksiyon karisimi hazirlandi (Cizelge 3.13).
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Cizelge 3.13. Kantitatif ger¢ek zamanli PZR analizinde kullanilan reaksiyon karisimi

Bilesenler Hacim (ul)
Tek reaksiyon n sayida reaksiyon

PZR-grade su 1,25 1,25n
Forward primer (10 uM) 0,5 0,5n
Reverse primer (10 uM) 0,5 0,5n

UPL prob (10 uM) 0,25 0,25n
LightCycler® 480 Probes Master (2X) 5 5n

cDNA 2,5 2,5n
Toplam 10 10n

Reaksiyon sayisina gore, cDNA hari¢ tiim bilesenlerin eklenmesiyle hazirlanan bu
karisimdan 7,5 pl alinarak 96 kuyucuklu PZR mikroplakasinin tiim kuyucuklarina
dagitildi. Sonra, tlizerlerine 2,5 pl cDNA 6rnegi eklenerek her gen i¢in toplam reaksiyon
hacminin 10 pl olmasi saglandi. Hazirlanan mikroplakanin tizeri kapatildi ve kisa siireli
santrifiij edildi. Ardindan, mikroplaka LightCycler® 480 Il cihazina yerlestirildi ve
Cizelge 3.14°de belirtilen protokole gore gercek zamanli olarak cDNA amplifikasyonu
gerceklestirildi.

Cizelge 3.14. Kantitatif gercek zamanli PZR analizi i¢in cihaz protokolii

Program Adi Pre-inkiibasyon Amplifikasyon Sogutma
Analiz Modu Yok Kuantifikasyon Modu Yok
Dongii Sayisi 1 45 1
Hedef Sicakhik 95 °C 95 °C 60 °C 72 °C 40 °C
Siire 10 dakika 10 saniye 30saniye 1saniye 30 saniye
Sicakhik Artis Hizi 4.8 °C/s 48°C/s 25°C/s 4,8°C/s 2 °C/s
Okuma Modu Yok Yok Yok Tek Yok
Veri analizi

Kantitatif ger¢cek zamanli PZR sonunda elde edilen veriler ‘Absolute Quantification’ ve
‘Advanced Relative Quantification’ yontemleriyle analiz edildi. Elde edilen sonuglarda
‘Relative Quantification’ yapabilmek icin ‘Fold Change’ yontemi kullanildi. Bu
yontemle, hedef genin CT (cycle threshold) degerleri ACTB (f-Actin) gen seviyeleri ile

normalize edildi. Normalize degerler, kontrol gruplari ile oranlanarak genlerin

77



ekspresyon degisimini gosteren ‘Fold Change’ degerleri bulundu. ‘Fold Change’
degerleri, 2°den biiyiik ise anlamli ‘target up regiilasyon’; -2’den kiiglik ise anlaml
‘target down regiilasyon’ durumunu ifade etmektedir. Gen ekspresyon verilerinin

degerlendirilmesi ile hiicrelerde aktif olan 6liim yolaklari tespit edildi.

3.2.15. Western blot analizi

Test bilesiklerine maruz birakilan hiicrelerin hedef protein ekspresyonlarindaki
degisiklikleri saptamak amaciyla protein blotlama veya immiinoblotlama olarak da
bilinen western blot yontemi kullanildi. Bu teknik, bir hiicre veya doku lizatinda
bulunan hedef proteinlerin ayrilarak tanimlanmasi prensibine dayanmaktadir.
Ozetlenecek olursa; western blot analizinde ilk olarak, sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezi (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS-PAGE) ile proteinlerin molekiil agirliklarina gore ayrilmalar
saglanir. Daha sonra proteinler, hedef proteine 6zgii antikorlar kullanilarak analiz
yapmak iizere jelden bir membran iizerine transfer edilir (Burnette 1981, Kurien ve
Scofield 2006, Jensen 2012). Bu ¢aligmada, western blot yontemiyle hedef proteinlerin

goriintliilenmesinde izlenen asamalar asagida 6zetlendi.
Total protein izolasyonu

Ekspresyon ¢aligmalarindan (mRNA ve protein diizeyindeki) anlamli sonuglar elde
edebilmek adina, hiicrelerden total proteinlerin ve RNA’larin izole edilmesi es zamanl
olarak gerceklestirildi. Total protein izolasyonu i¢in, DU 145 ve PC-3 hiicreleri 5 ml
RPMI 1640 besiyeri i¢inde 25 cm?lik flasklara ekildi. 8 saat boyunca, 37 °C’de %5
CO’li etiivde inkiibe edilerek hiicrelerin flask yiizeyine tutunmalarini saglandi. Daha
sonra, DU 145 ve PC-3 hiicreleri 18 saat siireyle test bilesiklerinin ortalama ICsg
dozlarina (bkz. Cizelge 3.9) maruz birakildi. Total protein izolasyonunda, negatif
(sadece besiyerindeki hiicreler) ve pozitif (paklitaksel uygulanan hiicreler) kontrol
gruplart da calisildi. Inkiibasyon siiresinin bitiminde; biitiin flasklardaki hiicreler
tripsinize edildi, soguk 1X PBS (pH: 7.4) ile yikand1 ve buz tizerindeki 15 ml’lik falkon
tiiplere toplandi. Sogutmali santrifiijde (5 °C), 1500 g devirde 5 dakikalik santrifiijden
sonra siipernatant uzaklastirildi ve hiicre pelleti lizerine 200 pl soguk 1X PBS (pH: 7.,4)
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eklendi. Homojenize edilen hiicre siispansiyonu 1,5 ml’lik eppendorf tiipte toplanarak
sogutmali santrifiijde (5 °C), 1500 g’de 5 dakika tekrar santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi,
tiipte hi¢ PBS kalintis1 kalmayacak sekilde tiim siipernatant uzaklastirildi. Hiicrelerin
lizisi i¢in, pellet iizerine 200 pul RIPA tampon c¢ozeltisi (10 ml ‘RIPA lysis and
extraction buffer’ icinde 100 pl 100X proteaz/fosfataz inhibitor karigimi ve 30 pl Triton
X-100 igeren) eklendi, vortekslendi ve 15 dakika boyunca buz iizerinde bekletildi. Elde
edilen lizatlar; sogutmali santrifiijde (5 °C), 14 000 g’de 15 dakika siireyle santrifiij
edildi. Santrifiijden sonra, total proteinleri igeren siipernatant, soguk 1,5 ml’lik

eppendorf tiipe aktarildi ve ¢alisma yapilincaya kadar -80 °C’de sakland.

Total protein konsantrasyonunun olgiilmesi

Total protein 6rneklerinin konsantrasyonlar: “Pierce ™ BCA protein assay kit’
kullanilarak kolorimetrik olarak o6lgiildi. BCA (biginkoninik asit), bakir siilfat iceren
yesil renkli bir soliisyondur. Bu test, protein 6rnegi ile etkilesen BCA sollisyonundaki
Cu*? iyonunun Cu™ iyonuna indirgenmesi ve olusan suda ¢6ziinebilir mor renkli iiriiniin
spektrofotometrik olarak Olglilmesiyle proteinlerin bilinmeyen konsantrasyonlarinin

belirlenmesi temeline dayanmaktadir (Smith ve ark. 1985).

Protein konsantrasyonu tayini i¢in 6ncelikle, kit icerisindeki ‘BCA Reagent A’ ve ‘BCA
Reagent B’ reaktiflerinden 6rnek sayisina gére 50:1 (h/h) oraninda alinarak bir ¢alisma
soliisyonu hazirlandi. Bu c¢alisma soliisyonu, 96 kuyucuklu mikroplakada ornek ve
blank (kor) igin ayrilan kuyucuklara 200 ul hacminde 2 tekrarli olarak dagitildi. Ornek
kuyucuklarma, buz iizerinde bekletilen protein Orneklerinden 25 pl; blank
kuyucuklarma ise RIPA tampon ¢ozeltisinden 25 ul eklenerek nazikge pipetaj yapildi.
Daha sonra, mikroplaka 37 °C’de, galkalayici iizerinde 30 dakika boyunca inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda, mikroplaka okuyucuda 562 nm’de absorbans okumas1 yapildi.
Elde edilen absorbans degerleri, Microsoft Office Excel programinda analiz edildi ve
denklem kullanilarak protein konsantrasyonlari (pg/ml) hesaplandi. En distiik
konsantrasyona sahip Ornek baz alinarak diger oOrneklerin konsantrasyonlar1 RIPA
tampon ¢ozeltisiyle seyreltildi ve biitiin proteinlerin konsantrasyonlar: esitlendi. Protein
orneklerini denatiire etmek icin, tiim ornekler 2X Sample tamponu, Laemmli (2-

Merkaptoetanol eklenmis) ile 1:1 (h/h) oranda karistirildi ve 95-100 °C’ye ayarh kuru
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1s1 blogunda 5 dakika 1sitildi. Protein 6rnekleri soguduktan sonra jele yiiklendi, hemen

yiikleme yapilmadiysa ¢aligma asamasina dek -20 °C’de saklandi.

Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Denatiire protein 6rnekleri, SDS-PAGE yontemi kullanilarak molekiil agirliklarina gore
ayrildi. Bu amagcla; %4-15 yiizdelige sahip hazir mini jel (‘Mini-protean TGX precast
protein gels’), jel kasetine sabitlenip elektroforez tankina (‘Mini-protean tetra cell (2-
gel) and tetra blotting module’) yerlestirildi. Daha sonra, tankin i¢i doluluk sinirina
kadar steril distile su i¢inde seyreltilmis 1X yiiriitme tamponu (10X tris/glycine/SDS
running buffer) ile dolduruldu. Jel kuyucuklar: i¢inde kalan koruma sivisi, pipetaj islemi
yapilarak temizlendi. Esit miktarda (25 pl) protein iceren 6rnekler 6zel pipet uglar ile
SDS-PAGE kuyucuklarina yiiklendi. Kontrol olarak, hem renkli marker (‘color
prestained protein standard, broad range, 11-245 kDa’) hem de biyotinli protein ladder
(‘biotinylated protein ladder detection pack’ i¢inde yer alan) kullanildi. Biyotinli protein
ladder, kullanilmadan 6nce 95-100 °C’ye ayarli kuru 1s1 blogunda 2 dakika 1sitilip
sogumaya birakildi. Renkli marker ve biyotinli protein ladder, 7 ul hacimde jele
yiiklendi. Proteinler, 80 volt (V)’da 30 dakika yiiriitiildii, sonra voltaj 100 V’a
arttirilarak yaklagik 2 saat boyunca elektroforez islemi gerceklestirildi.

Sekil 3.12. SDS-PAGE
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Islak transfer

Elektroforez islemiyle, jel lizerinde bantlar olusturarak molekiil agirliklarina gore
ayrilmig olan proteinlerin membrana aktarilmasi igin, 1slak transfer yontemiyle
elektroblotlama (‘electroblotting’) yapildi. Bu yontem, jel-membran sandvig
diizeneginin 1X transfer tamponu igine tamamen daldirilmasiyla yiiritildii. 1 litre
transfer tamponu (1X) hazirlamak i¢in; 700 ml steril distile su i¢ine, 200 ml metanol ve
100 ml ‘Pierce™ 10X western blot transfer buffer (metanol-free)’ eklendi.
Elektroforezin bitmesine yakin, transfer diizeneginde kullanilan tim materyaller 1X
transfer tamponu bulunan kiivet i¢ine alinip 1slatildi. 0,45 um por biiytlikligline sahip
polivinilidin floriir (PVDF) transfer membrani, 6nce %100 metanol sonra steril distile
su ile yikanarak 1X transfer tamponu igine alindi. Bromfenol mavisi boyasi jellerin

sonuna ulastiginda, elektroforez islemi durduruldu.

Transfer kaseti lizerine, katot kutbundan (-) anot kutbuna (+) dogru sirasiyla; fiber ped,
blotlama kagidi, jel, membran, tekrar blotlama kagid1 ve fiber ped konuldu ve her kat
1X transfer tamponu ile 1slatilarak sandvi¢ diizenegi olusturuldu. Daha sonra, transfer
kaseti ve sogutma tinitesi blotlama modiiliine (‘Mini-protean tetra cell (2-gel) and tetra
blotting module”) yerlestirildi ve tankin i¢i doluluk sinirna kadar 1X transfer tamponu
ile dolduruldu. Ardindan, tank gii¢ kaynagina baglandi ve soguk ortamda 300 miliamper
(mA) akimda 2 saat boyunca transfer islemi gerceklestirildi (Sekil 3.13). Bu islem
sayesinde; negatif yiiklii proteinlerin (SDS’den dolay1), katottan anoda dogru gog

ederek jelden membrana transfer olmasi saglandi.
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Sekil 3.13. Transfer materyallerinin hazirlanmasi ve 1slak transferin gergeklestirilmesi

Bloklama ve antikor inkiibasyonlar:

Transfer tamamlandiktan sonra, membranla primer antikor arasinda spesifik olmayan
baglanmalar1 engellemek amaciyla %5°lik yagsiz kuru siit tozu ¢ozeltisi (1X Tris
Buffered Saline with Tween 20 (TBS-T) ¢ozeltisi ve %2 sodyum azid ile hazirlanmis)
ile bloklama yapildi. Bu kapsamda; membran, %5’lik yagsiz kuru siit tozu ¢ozeltisi ile
oda sicakliginda ve yatay calkalayicida, nispeten diisiik hizda 1 saatlik inkiibasyona tabi
tutuldu. Bloklama siiresi sonunda; bu membranlar, 1X TBS-T ¢o6zeltisi (10X TBS-T
stokunun, steril distile su ile seyreltilmesiyle hazirlanmis) ile 3 kez ve 10 dakika siireyle

yatay ¢alkayici iizerinde, nispeten yliksek hizda yikandi.

Primer antikorlar ile isaretleme i¢in Oncelikle, hedef proteinlere 6zgli monoklonal
antikorlar onerilen ¢ozeltiler icinde ve diliisyon oranlarinda seyreltildi (Cizelge 3.15).
Daha sonra; membranlar, taze olarak hazirlanan bu primer antikor soliisyonu ile
calkalayici tlizerinde (nispeten diisiik hizda) ve 4 °C’de gece boyu inkiibe edildi. Ertesi
giin, membranlar1 primer antikor kalintilarindan uzaklastirmak i¢in 1X TBS-T ¢ozeltisi
ile 3 kez 10 dakika yikama yapildi. Ardindan, membranlara kemiluminesans deteksiyon
icin enzim (HRP) ile konjuge sekonder antikor isaretlemesi yapildi. Western blot
analizinde kullanilan primer antikorlar ‘rabbit’ yani tavsan kaynakli oldugundan dolay1
‘anti-rabbit 1gG’ sekonder antikoru ile caligildi. Sekonder antikor, %5°lik yagsiz siit
tozu ¢ozeltisinde 1:3000 oraninda seyreltildi. Biyotinli protein ladder deteksiyonu i¢in

bu karisima, 1:10 000 oraninda seyreltilmis anti-biyotin (‘biotinylated protein ladder
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detection pack’ i¢inde yer alan) de eklendi. Ardindan, membranlar galkalayici lizerinde
(nispeten diisiik hizda) ve oda sicakliginda sekonder antikor soliisyonu ile 1 saat
muamale edildi. Inkiibasyondan sonra, membranlar1 sekonder antikor kalintilarindan

uzaklastirmak i¢in 3 kez 10 dakika boyunca 1X TBS-T ¢ozeltisi ile yikama yapildi.

Cizelge 3.15. Western blot analizinde kullanilan primer antikorlara iligskin bilgiler

Primer Antikor Molekiil Agirhg1  Diliisyon Cozeltisi Diliisyon Orani
B-Actin 45 kDa %S5 s181r serum alblimini 1:1000
Atgo 55 kDa %S5 s181r serum alblimini 1:1000
Caspase-3 17, 19, 35 kDa %S5 yagsiz kuru siit tozu 1:1000
Caspase-8 10, 57 kDa %S5 s1g1r serum alblimini 1:1000
Caspase-9 35, 37, 47 kDa %S5 yagsiz kuru siit tozu 1:1000
Caspase-10 22,59 kDa %S5 s181r serum albiimini 1:1000
Cytochrome ¢ 14 kDa %S5 s1g1r serum albiimini 1:1000

Hedef proteinlerin goriintiilenmesi

Hedef proteinleri membran iizerinde goriintiileyebilmek amaciyla, substrat iceren 1s18a
hassas reaktif karigimi (‘Luminata Forte Western HRP substrate’) membranlarin iizerine
2 ml hacimde eklendi ve 3 dakika boyunca karanlikta inkiibe edildi. Antikora bagh
enzimin katalizledigi reaksiyon sonucu olusan kemiliiminesan sinyal, goriintiileme

cihazinda goriintiilendi. Protein bantlar1 ‘ImageLab’ yazilimi ile analiz edildi.

3.2.16. istatistiksel analiz

Tiim istatistiksel analizler SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 20 bilgisayar
paket programi kullanilarak yapildi. Tiim analizlerin sonuclari, ortalama + standart
sapma olarak sunuldu. Normal dagilim gosteren verilerin kiyaslanmasi i¢in ‘One way
ANOVA (tek yonlii varyans analizi)’ testi kullamldi. Istatistiksel olarak anlaml1 veriler

p<0.05 degerine gore belirlendi.
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4. BULGULAR
4.1. Botanik Calismalara iliskin Bulgular
4.1.1. Tayin anahtarlarn

Tez c¢alismast kapsaminda, Bursa (A2) ili smirlart i¢inde gerceklestirilen arazi
calismalar1 sonucunda, E. hirsutum bitkisinin Orhaneli, Sadagi Kanyonu’nda dere
yatagi kenarlarindaki nemli topraklarda yayilis gosterdigi saptandi. Ekstraksiyon
caligmalari igin arastirma alanindaki E. hirsutum bitkisinin toprak {istii kisimlarindan
kiiglik olgekte 6rnek toplandi. Bitki tiiriiniin tanimlanmasi i¢in asagida verilen tayin

anahtarlarindan faydalanildi.

Onagraceae familyasina ait cinslerin tayin anahtar:

1. Sepaller ve petaller 2 tane; meyve kapali, 1-2 tohumlu
1. Circaea
1. Sepaller 4-5; petaller 4-5 tane veya yok; meyve ¢ok tohumlu bir kapsiil
2. Sepaller 4-5 tane, meyvede kalici; petaller 0-5 tane; stamenler 4-10 tane
3. Ludwigia
2. Sepaller ve petaller 4 tane, erken dokiilen; stamenler 8 tane
3. Tohumlar kalaza tiiyleri igerir; korolla beyaz veya morumsu-pembe renkli
4. Epilobium
3. Tohumlar kalaza tiiyleri igermez; korolla sar1 renkli

2. Oenothera

Epilobium L. cinsine ait taksonlarin tayin anahtari

1. Alt yapraklar spiral olarak diizenlenmis; ¢icekler zigomorfik (Sect. Chamaenerion)
2. Cigcek durumu, keskin bir sekilde geriye dogru kivrik tomurcuklar ile basit bir
rasem; yapraklar tiiysiiz veya cok az piibesent (ince ve kisa tiiylii); tohumlar
puruzsiz

1. angustifolium
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2. Cigek durumu, dik tomurcuklar ile bilesik bir rasem; yapraklar tiiysiiz veya yogun
olarak cok kisa sik tiiylerle kapli; tohumlar ince papilloz
3. Yapraklar tiiysiz, dar eliptik, serriilat (testere discikli); stiliis genellikle
stamenlerden daha uzun
2. colchicum
3. Yapraklar pubesent veya tiiysiiz, lanseolat (mizraksi), diiz, tam kenarls; stiliis
stamenlerin uzunlugunda

4. Yapraklar yogun olarak yatik-¢cok kisa sik tiiylerle kapli, linear (seritsi)-

lanseolat
3. stevenii
4. Yapraklar seyrek yayiligli-pubesent, linear
4. dodonaei
1. Alt yapraklar karsilikli veya dairesel; ¢igekler diizenli (Sect. Epilobium)
5. Stigma derin 4-loblu yapida
6. Govde uzun tiiylerle kapl
7. Yapraklar govdeyi saran ve dekiirent; petaller 8-20 mm, morumsu
5. hirsutum

7. Yapraklar fakat subsesil gévdeyi saran degil; petaller 5-8 mm, pembe
6. parviflorum
6. Govde kirigik tiiylii veya tiiysiiz
8. Yapraklar ovat-lanseolat, genis yuvarlak tabanda kenarlar serrat (testere disli);
petiyol (yaprak sap1) 0-2 mm
7. montanum
8. Yapraklar lanseolat, kiineat (kamamsi1) tabanda kenarlar biitiin; petiyol 4-10
mm
8. lanceolatum
5. Stigma diiz, biitiin veya c¢ok yiizeysel loblu
9. Cigek durumu tomurcukta sarkik veya diisiik; tohumlar piirlizsiiz veya
papilloz ise 1,5-2 mm; yapraklar diiz, tam kenarl1 ya da dentat
10. Alt yapraklar dairesel, keskin serrat
9. alpestre

10. Alt yapraklar karsilikli, diiz, tam kenarli veya dentat
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11. Yapraklar en az 4 kat daha genis; tohumlar 1,6-2 mm
14. palustre
11. Yapraklar en fazla 3 kat genis; tohumlar 1-1,5 mm

12. Bitki boyu 4, 10(20) cm; yapraklar diiz, tam kenarli; tohumlar pellusid
gagali
21. anagallidifolium
12. Bitki boyu (5)10, 50 cm; yapraklar dentat; tohumlar pellusid gaga yok
13. Petaller pembemsi-mor, 6-10 mm
19. ponticum
13. Petaller beyaz veya soluk pembe, 4,6-6(8) mm
17. frigidum
9. Cicek durumu tomurucukta dik; tohumlar papilloz, bezen ¢ok ince, 1-1,5 mm,;
yapraklar dentat veya serrat
14. Govde cicek durumunun altinda salgi tiiylii; cicek durumu kirigik tiiyli,
salgisiz; yaprak aksillerinde yavru soganlar veya vejatatif siirgilinler var
20. gemmascens
14. Govde genellikle kirisik tiiylii ve salgisiz ya da tiiysiiz, salgilt ise ¢igek
durumu salgi tiiylii; yavru soganlar yok
15. Cigekler 3-5,5 mm; tohumlar kisa gagali
16. Tohumlar 13 tane, 1,5 mm biiyiikliiglinde, atteniiat (daralan); govde
siklikla basit; ¢icek durumu kismen salgi tiiylii
16. confusum
16. Tohumlar 1 mm, obovat (ters yumurtamsi); gévde cok dalli; ¢igek
durumu ¢ok yogun kisa tiiylerle kapli; tiiyler salgisiz, kirigik
15. minutiflorum
15. Cigekler 4-15 mm; tohumlar gagali degil
17. Cigek durumu yogun olarak kirisik tiiylii, salgisiz veya kalikslerin
tizerinde birkag salg tiiyli
18. Yapraklar tabanda ovat, subkordat (yiireksi) veya turunkat (kesik);
govde siklikla 2 yiiksek hat seklinde

13. roseum

86



18. Yapraklar eliptik veya oblong (dikdortgensi), siklikla tabanda kiineat;
govde genellikle 4-koseli

19. Kapsiiller (5)7-11 cm; bitkiler gévde tabanindaki subsesil rozetlerle
yayilirlar; ¢cigek durumunda salg tiiyleri yok
10. tetragonum
19. Kapsiiller 4-6 cm; bitkiler yaprakli toprakiistii stolonlarla yayilirlar;
c¢igek durumunda siklikla birkag salgi tiiyii mevcut
11. obscurum
17. Cigek durumunun tiimii veya bircogu salg tiiylii
20. Petaller 4, 5 (-6) mm; petiyoller 0,5-8 mm; yapraklar tabanda kiineat;
salg1 tiiyleri ¢cogunlukla pediseller ve ¢icek durumunun ana dallar ile
siirl
13. roseum
20. Petaller 6-15 mm; petiyoller 0-2 mm; yapraklar genellikle genis
tabanli; ¢igek durumu belirgin bir sekilde salgili-pubesent
21. Tohumlar obovat, kabaca papilloz; stigma kisa ¢omaksi, emarginat
degil
12. anatolicum
21. Tohumlar atteniiat, ince papilloz; stigma kapitat, emarginat veya
tepede belirsiz 4-loblu

18. algidum

Sect. Chamaenerion Tausch. (Syn: Chamaenerion Adans.). Yapraklarin tiimii spiral
sekilde diizenlenmistir. Cigekler zigomorfik simetrili, tistteki 2 petal alttaki 2 petalden

daha genis; stigma derin 4-loblu.

4.1.2. Ekstraksiyon ve fraksiyonlama ¢alismalari

E. hirsutum bitkisinin, DU 145 ve PC-3 androjen bagimsiz prostat kanseri hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkisini degerlendirmek {izere biyolojik aktivite rehberli
fraksiyonlama yaklasimi temel alinarak ekstraksiyon ve fraksiyonlama g¢alismalari

yiriitiildi. Bu baglamda, ekstrelerin ve fraksiyonlarin aktivitelerinin tespitinde
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sitotoksisite etkili oldu. Bu amagla; bitkisel drog (bitkinin toprak iistii kisimlari), ¢esitli
yontemler kullanilarak farkli polaritedeki ¢oziiciilerle 6n ekstraksiyon ¢alismasina tabi
tutuldu. Elde edilen ham ekstrelerin sitotoksik aktiviteleri, iki farkli hiicre canlilik
testiyle in vitro olarak tarandi. Her iki testin sonuglarina goére, hiicre hatlar1 karsisinda
en giiclii aktiviteyi goOsteren ekstre (maserasyon yontemiyle hazirlanan su ekstresi)
belirlendi. Bu aktiviteden sorumlu bilesigi veya bilesikleri izole edebilmek amaciyla
aktif ekstreden sivi-sivi ekstraksiyon yontemiyle kaba fraksiyonlar hazirlandi.
E. hirsutum bitkisinden elde edilen ham ekstreler ve kaba fraksiyonlar ile ilgili bilgiler

ise Cizelge 4.1°de verildi.

Cizelge 4.1. Epilobium hirsutum L. bitkisinden elde edilen ham ekstreler ve kaba
fraksiyonlar

Kod Ekstraksiyon Yontemi Aciklama

Ham Ekstreler

A Maserasyon n-Hekzan ekstresi

B Maserasyon Diklorometan ekstresi

C Maserasyon %100 metanol ekstresi

D Maserasyon %80 metanol ekstresi

E Maserasyon Su ekstresi

F Soxhlet ekstraksiyonu n-Hekzan ekstresi

G Soxhlet  ekstraksiyonu  sonrasi 0480 metanol ekstresi
maserasyon

H Soxlhlet e?straksiyonu sonrast geri 9480 metanol ekstresi
ceviren sogutucuda ekstraksiyon

K Infiizyon Su ekstresi

Kaba Fraksiyonlar

El Sivi-sivi ekstraksiyonu Kloroform fraksiyonu

E2 Sivi-sivi ekstraksiyonu Etil asetat fraksiyonu

E3 Sivi-sivi ekstraksiyonu n-Butanol fraksiyonu

E4 Stvi-sivi ekstraksiyonu Su fraksiyonu (fraksiyonlanma

sonrast kalan sulu kisim)

Tez c¢alismas1 kapsaminda, biyolojik aktivite rehberli fraksiyonlama ydntemi
kullanilarak ekstre ve fraksiyonlarin hazirlanmasi Sekil 4.1°de 6zetlendi. Ekstrelerin ve

fraksiyonlarin sitotoksik etkilerine iligskin bulgular ise bir sonraki boliimde verildi.
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Epilobium hirsutum L. Kurutma ve Kaba Toz
toprak istii kisimlari Haline Getirme

Kiiciik Olgekli Ekstraksiyon

Maserlasyon Soxhlet Ekstraksiyonu Infiizyon
N
‘ n-hekzan diklorometan %100 metanol %80 metanol Su ‘ n-hekzan Su
Filtrasyon
Ekstraksiyon Sonrasi
Kurutulmus Ham Drog

%80 metanol %80 metanol
Maserasyon Geri Ceviren

Sogutucu Filtrasyon ve

Yogunlagtirma

EKSTRELER [4] ] [E] [¥] [x]

SITOTOKSIK AKTIVITE (IN VITRO)

ON EKSTRAKSIYON CALISMASI

.

AKTIF EKSTRE: E

Epilobium hirsutum L. Kurutma ve Kaba Toz
toprak iistii kisimlari Haline Getirme

Biiyiik Olgekli Ekstraksiyon

Su ile Maserasyon

| Filtrasyon

Kloroform ile
Fraksiyonlama (3x)
| |

Kloroform Fazi Sulu Faz

Etil Asetat ile

Fraksiyonlama (3x)

| |

Etil Asetat Fazi Sulu Faz
n-Biitanol ile
Fraksiyonlama (3x)

Yogunlagtirma
Yogualagtirma

n-Biitanol Fazi Sulu Faz

Yogunlagtirma Yogualagtirma

FRAKSIYONLAR (&) D) (&)

SITOTOKSIK AKTIVITE (IN VITRO)

KABA FRAKSIYONLAMA CALISMASI

Sekil 4.1. Biyolojik aktivite rehberli fraksiyonlama yontemi ile ekstrelerin ve
fraksiyonlarin elde edilmesi
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4.2. In Vitro ve Molekiiler Cahismalara liskin Bulgular
4.2.1. Ham ekstrelerin sitotoksik etkilerine iliskin bulgular

E. hirsutum bitkisinden elde edilen ham ekstrelerin (A, B, C, D, E, F, G, H ve K), DU
145 ve PC-3 prostat kanseri hiicreleri iizerindeki potansiyel sitotoksik aktiviteleri in
vitro hiicre canlilik testleriyle arastirildi. Bu amagla, kolorimetrik testler olan SRB ve

XTT hiicre canlilik testlerinden yararlanildi.

SRB hiicre canlilik testi bulgular:

Ilk olarak, E. hirsutum bitkisinden 6n ekstraksiyon yontemleriyle hazirlanan ham
ekstrelerin, DU 145 ve PC-3 hiicreleri {izerindeki sitotoksik aktiviteleri SRB testiyle
tarand1. Sitotoksik etkisi en yiiksek olan ekstreyi saptamak amaciyla, hiicreler 24, 48 ve
72 saat boyunca farkli ekstre konsantrasyonlari (3,13-200 pg/ml) ile muamele edildi ve
tedavi siirelerini takiben elde edilen sonuclar Sekil 4.2°de gosterildi. Elde edilen verilere
gore; DU 145 hiicrelerinde, tiim ekstreler arasinda en iyi sitotoksik etkiyi gosteren
ekstrelerin E ve H kodlu ekstreler oldugu tespit edildi. Bu ekstrelerin, negatif kontrol ile
kiyaslandiginda, DU 145 hiicrelerinin canliliklarini, doza ve zamana bagli olarak
anlamli bir sekilde azalttign belirlendi (p<0,05). Iki ekstrenin de DU 145 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik aktivitesi benzer bir egilim gosterdi. Bu ekstrelerin 6zellikle 200
ve 100 pg/mlI’lik dozlarinin, hiicre canliliklarinda keskin bir azalisa neden oldugu
gozlendi. Buna karsilik, D ve G kodlu ekstrelerin sadece 200 ve 100 pg/ml’lik
dozlarinin DU 145 hiicrelerinde giiclii sitotoksisiteye neden oldugu goriildii. K kodlu
ekstrenin ise, zayif sitotoksik etki gostererek sadece 200 pg/ml’lik dozda DU 145
hiicrelerini 6ldiirdiigli saptandi. 24 - 72 saatlik tedavi araliginda A, B, C ve F kodlu
ekstreler i¢gin DU 145 hiicrelerinde sitotoksik etkiden ziyade daha c¢ok

antiproliferatif/sitostatik etkinin (hiicre biiyliimesini engelleyen etki) varligi gozlendi.
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Sekil 4.2. DU 145 hiicrelerine ham ekstrelerin uygulanmasi sonrasinda hiicre
canliliginin SRB testiyle elde edilen doza ve zamana bagli olarak degisimi. NK, ham
ekstre uygulanmayan (0 ug/ml) negatif kontrol grubunu ifade etmektedir. Her bir veri
noktast 3 bagimsiz kuyucugun ortalamasini temsil etmektedir. * Ayni zaman dilimi
icinde negatif kontrole gore farkli dozlar kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamlilig
(p<0,05) ifade etmektedir.
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SRB hiicre canlilik testiyle elde edilen sonuglar incelendiginde; ham ekstrelerin (A-K),
PC-3 hiicrelerinde DU 145 hiicre hattina benzer bir sitotoksik aktivite gosterdigi
belirlendi (Sekil 4.3). PC-3 hiicrelerinde, E ve H kodlu ekstrelerin negatif kontrol ile
karsilastirildiginda doza ve zamana bagimli olarak sitotoksik etkiler gosterdigi bulundu
(p<0,05). Bu ekstreler, soz konusu etkilerini yiiksek dozlarda (200 ve 100 pg/ml)
gosterirken, daha diisiik dozlarda dikkate deger bir etki tespit edilemedi. D, G ve K
kodlu ekstrelerin uygulandigi PC-3 hiicrelerinde, konsantrasyon arttik¢a hiicre canlilik
oranlarinda anlamli azalmalar (p<0,05) gozlense de sitotoksik agidan en 6nemli etkiler,
ekstrelerin sadece 200 pg/ml’lik dozlarinda saptandi. PC-3 hiicrelerinde, taranan tiim
ekstreler arasinda en zayif sitotoksik etkiyi gosteren ekstreler; B, C ve K kodlu ekstreler
olarak belirlendi. Ancak, DU 145 hiicrelerinin aksine PC-3 hiicrelerinde, bu ekstrelerin
200 pg/ml’lik dozlarmin hiicre canliliklarini ciddi oranda azalttigr goriildi (p<0,05). A
ve F kodlu ekstrelerin, PC-3 hiicreleri {izerindeki etkisi ise antiproliferatif/sitostatik

olarak degerlendirildi.
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Sekil 4.3. PC-3 hiicrelerine ham ekstrelerin uygulanmasi sonrasinda hiicre canliliginin
SRB testiyle elde edilen doza ve zamana bagli olarak degisimi. NK, ham ekstre
uygulanmayan (0 ug/ml) negatif kontrol grubunu ifade etmektedir. Her bir veri noktasi
3 bagimsiz kuyucugun ortalamasini temsil etmektedir. * Ayni zaman dilimi i¢inde
negatif kontrole gore farkli dozlar kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamlilig
(p<0,05) ifade etmektedir.
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Ham ekstre uygulanan DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin SRB hiicre canlilik testiyle doza
kars1 yiizde canlilik grafiklerinden tiiretilen ve hiicrelerin %50’sini dldiiren inhibitor
konsantrasyon olarak ifade edilen ICsy degerleri, Cizelge 4.2°de verildi. ICso degerleri
dikkate alindiginda, her iki hiicre hattinda da en iyi sitotoksik aktivitelerin 72 saatlik
tedavi siiresinde elde edildigi goriildii. Bu sonug; ham ekstreler ile daha uzun siireli
tedavinin, daha diisiik ICsp dozlarina ve buna bagli olarak daha yiiksek sitotoksik
etkilere neden olmasiyla agiklandi. Ham ekstrelerin uygulandigt DU 145 ve PC-3
hiicrelerinde tespit edilen en diislik ICsp dozlar1 E ve H kodlu ekstrelere aittir. 72 saatlik
uygulama i¢in E kodlu ekstrenin DU 145 hiicrelerindeki 1Csq dozu 67,14 pg/ml, PC-3
hiicrelerindeki ICsp dozu ise 94,50 pg/ml olarak belirlendi. H kodlu ekstre igin 72. saatte
elde edilen 1Csq degerleri ise sirasiyla; DU 145 hiicre hattinda 55,96 pg/ml, PC-3 hiicre
hattinda 87,17 pg/ml olarak bulundu. Bu ekstrelerin etki derecelerine benzer etkinlik
gosteren diger ekstrelerin D ve G kodlu ekstreler oldugu goriildii. SRB testiyle elde
edilen 1Csp degerleri kiyaslandiginda, DU 145 hiicrelerinin D, E, G ve H kodlu
ekstrelere PC-3 hiicrelerinden daha duyarli oldugu bulundu. Bunlara ek olarak; B, C ve
K kodlu ekstrelerin PC-3 hiicrelerinde daha etkili oldugu ancak bu ekstreler igin
hesaplanan ICsy dozlarimin nispeten yiiksek oldugu belirlendi. Her iki hiicre hattinda, A
ve F kodlu ekstreler i¢in ise etkin dozlar belirlenememis olup hesaplanan ICsq degerleri

uygulanan doz araliginin disindadir (ICsp >200 pg/ml).

Cizelge 4.2. Epilobium hirsutum L. ham ekstrelerinin SRB testiyle hesaplanan ICs
dozlar1

Ham I1Cso Dozlar: (ng/ml)

Ekstreler DU 145 PC-3

24 Saat 48 Saat 72 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat
>200 >200 >200 >200 >200 >200
>200 >200 >200 >200 >200 188,80
>200 >200 >200 >200 >200 140,63
>200 124,60 79,26 >200 173,08 124,86
157,89 95,37 67,14 >200 145,12 94,50
>200 >200 >200 >200 >200 >200
>200 138,25 91,67 >200 >200 136,97
169,23 87,93 55,96 >200 136,70 87,17
>200 194,26 141,15 >200 179,45 115,29

AIOTMMmMOO®>
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XTT hiicre canhlik testi bulgular:

Ham ekstrelerin DU 145 ve PC-3 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerini dogrulamak
icin, XTT hiicre canlilik testinden yararlanildi. Ham ekstrelerin 3,13-200 pg/ml
araliginda yer alan konsantrasyonlari ile 24, 48 ve 72 saatlik tedaviden sonra elde edilen
sonuglara gore, E kodlu ekstrenin DU 145 hiicre hattina kars1 en giiclii sitotoksik
aktiviteyi gosterdigi tespit edildi (Sekil 4.4). Bu ekstrenin, negatif kontrol ile
karsilastirildiginda, DU 145 hiicre canliliklarin1 doza ve zamana bagimli olarak anlamli
sekilde azalttign goriildii (p<0,05). Ancak, bu ekstrenin uygulanan tiim dozlarda
sitotoksik etki gostermedigi belirlendi. 24 saatlik tedavi sonrasi, E kodlu ekstrenin
sadece 200 pg/ml’lik dozunda sitotoksik etki gozlenirken 48 ve 72 saatlik muameleler
sonucu, hem 200 pg/ml hem de 100 ug/ml konsantrasyonlarda sitotoksik etki incelendi.
E kodlu ekstrenin daha diisiik dozlarinin ise, DU 145 hiicreleri {iizerinde
antiproliferatif/sitostatik olarak etki gosterdigi belirlendi. E kodlu ekstreden sonra, DU
145 hiicrelerine kars1 en iyi sitotoksik aktiviteyi gosteren ekstreler; D, G ve H kodlu
ekstreler olup bu ekstrelerin etki dereceleri birbirine benzerdir. K kodlu ekstrenin, DU
145 hiicreleri karsinda en giiglii sitotoksik etkiyi kisa siireli tedavide (24. saat)

gostermesi bu ¢alisma i¢in dikkat ¢ekici bir sonug oldu.
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Sekil 4.4. DU 145 hiicrelerine ham ekstrelerin uygulanmasi sonrasinda hiicre
canliligimin XTT testiyle elde edilen doza ve zamana bagli olarak degisimi. NK, ham
ekstre uygulanmayan (0 ug/ml) negatif kontrol grubunu ifade etmektedir. Her bir veri
noktast 3 bagimsiz kuyucugun ortalamasini temsil etmektedir. * Ayni zaman dilimi
icinde negatif kontrole gore farkli dozlar kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamlilig
(p<0,05) ifade etmektedir.
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Sekil 4.5°de gosterildigi gibi, taranan tim ham ekstrelerin, PC-3 hiicre hattinda diger
hiicre hattina benzer sitotoksik aktivite sergiledigi incelendi. Bu hiicre hattinda da,
sitotoksik acidan en yiiksek etki E kodlu ekstrede tespit edildi. Bu ekstre ile muamele
sonrasi, konsantrasyon ve tedavi siiresi artisina bagli olarak PC-3 hiicre canliliklarinda,
negatif kontrole kiyasla, anlamli azalislar oldugu belirlendi (p<0,05). 24. saatte, bu
ekstrenin yalnizca 200 pg/ml’lik dozunun sitotoksik olarak, daha diisiik dozlarinin
(3,13-100 pg/ml) ise antiproliferatif/sitostatik olarak etkili oldugu goriildii. Bunun
aksine, tedavi siiresinin 48. ve 72. saatlerinde, ekstrenin hem 200 pg/ml hem de 100
pg/ml’lik dozlarinin sitotoksisiteye yol agtigi gozlendi. Bu siire i¢inde, diger dozlarin
(3,13-50 pg/ml) sitotoksik etkiden ¢ok hiicre g¢ogalmasini baskilayict yonde etki
gosterdigi bulundu. 24-72 saatlik tedavi araliginda, PC-3 hiicrelerine kars1 E kodlu
ekstre haricinde en iyi sitotoksik aktiviteyi sergileyen diger ekstreler; D, G ve H kodlu
ekstrelerdir. Bu ekstrelerin aktiviteleri birbirine yakin diizeydedir. Tiim bunlara ilave
olarak; 72 saatlik tedaviden sonra, K kodlu ekstreye ait 200 pg/ml’lik konsantrasyonun
PC-3 hiicrelerinde sitotoksik etkiye neden oldugu belirlendi. A, B, C ve F kodlu
ekstrelerin ise antiproliferatif/sitostatik etkili oldugu, ancak DU 145 hiicrelerinden farkli
olarak PC-3 hiicrelerinin C kodlu ekstreye daha duyarli oldugu gozlendi.
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Sekil 4.5. PC-3 hiicrelerine ham ekstrelerin uygulanmasi sonrasinda hiicre canliligiin
XTT testiyle elde edilen doza ve zamana bagli olarak degisimi. NK, ham ekstre
uygulanmayan (0 pg/ml) negatif kontrol grubunu ifade etmektedir. Her bir veri noktasi
3 bagimsiz kuyucugun ortalamasimi temsil etmektedir. * Ayni zaman dilimi iginde
negatif kontrole gore farkli dozlar kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamlilig
(p<0,05) ifade etmektedir.
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Ham ekstrelerin sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde 6nemli olan ICsy degerleri,
DU 145 ve PC-3 hiicrelerine ait XTT hiicre canlilik testi sonuc¢larindan yola ¢ikilarak
hesaplandi. Cizelge 4.3°de verilen sonuglar incelendiginde, her iki hiicre hattinda da
ham ekstrelere ait en diisiik 1Cs¢ degerleri 72 saatlik tedavi sonunda belirlendi. [stisnai
olarak, K kodlu ekstre i¢in en gii¢lii sitotoksik etki, 24. saatte ve sadece DU 145 hiicre
hattinda tespit edildi (ICsp dozu: 83,78 pg/ml). Hem DU 145 hem de PC-3 hiicrelerinde
en disik ICsy degerlerinin hesaplandiglr dolayisiyla en giiclii sitotoksik aktiviteyi
sergileyen ekstrenin, E kodlu ekstre oldugu saptandi. 72 saatlik muamelenin ardindan, E
kodlu ekstrenin DU 145 hiicrelerindeki 1Csy dozu 64,58 pg/ml iken, PC-3
hiicrelerindeki ICsp dozu 53,23 pg/ml olarak hesaplandi. Bu sonug, hiicrelerin bu
ekstreye karsi duyarliliklarimin benzer oldugu gostermektedir. Sitotoksik etki olarak
nispeten birbirine yakin sonuglar veren diger ekstreler; D, G ve H kodlu ekstrelerdir ve
bu etki, iki hiicre hattinda da gegerlidir. Ancak, hiicrelerin D kodlu ekstreden ¢ok G ve
H kodlu ekstreler ile tedaviye daha iyi yanit verdigi gozlendi. Ayrica, K kodlu ekstrenin
hem DU 145 hem de PC-3 hiicrelerine kars1 zayif sitotoksik etki gosterdigi belirlendi.
A, B, C ve F kodlu ekstreler i¢in ise sitotoksisiteye dair olumlu bir bulgu elde
edilememis olup 1Csg degerleri iki hiicre hatti icin de doz araligmin disindadir (ICsp

>200 pg/ml).

Cizelge 4.3. Epilobium hirsutum L. ham ekstrelerinin XTT testiyle hesaplanan ICs
dozlar

Ham I1Cso Dozlar: (ng/ml)

Ekstreler DU 145 PC-3

24 Saat 48 Saat 72 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat
>200 >200 >200 >200 >200 >200
>200 >200 >200 >200 >200 >200
>200 >200 >200 >200 >200 >200
>200 180,23 104,50 >200 >200 124,77
143,39 85,93 64,58 129,49 81,67 53,23
>200 >200 >200 >200 >200 >200
>200 >200 94,67 >200 200 109,91
>200 >200 99,02 >200 200 100,46
83,78 >200 >200 >200 >200 162,94

AIOTMMmMOO®>

Kisaca ozetlemek gerekirse; farkli E. hirsutum ekstrelerinin test edilen hiicre hatlari

karsisindaki sitotoksik etkileri ilk 6nce SRB hiicre canlilik testiyle arastirildi. Daha
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sonra, bu testten elde edilen verilerin dogrulugunu teyit etmek i¢in segilen alternatif bir
test ile ayn1 deneysel sartlar altinda analiz yapilmasi planlandi. Bu amagla, XTT hiicre
canlilik testi kullanilarak ikinci bir deney yiiriitiildii. Sonug olarak, bu iki farkli testten
elde edilen bulgularin birbiriyle uyumlu oldugu ve SRB testiyle hesaplanan ICsg

dozlarinin gorece diisiik oldugu bulundu.

Bu bulgulardan yola ¢ikarak, DU 145 ve PC-3 hiicrelerinde en giiglii sitotoksik etki, su
icinde maserasyon yontemiyle hazirlanan E kodlu ekstrede goriildii. Bu baglamda,
biyolojik aktivite rehberli olarak aktiviteden sorumlu bilesikleri tanimlayabilmek igin
stvi-stvi ekstraksiyon yontemi kullanilarak E kodlu ekstreden kaba fraksiyonlama

gerceklestirildi.

4.2.2. Kaba fraksiyonlarin sitotoksik etkilerine iliskin bulgular

E. hirsutum bitkisine ait E kodlu ham ekstreden elde edilen kaba fraksiyonlarin (E1, E2,
E3 ve E4) DU 145 ve PC-3 prostat kanseri hiicreleri tizerindeki olasi sitotoksik etkileri,
ekstreler ile ayn1 deney kosullar1 altinda incelendi. Bu kapsamda, kaba fraksiyonlarin
sitotoksik ve/veya antiproliferatif/sitostatik etkileri, SRB ve XTT hiicre canlilik testleri

ile degerlendirildi.

SRB hiicre canlilik testi bulgular

El, E2, E3 ve E4 olarak adlandirilan 4 farkli fraksiyonunun (1,56-100 pg/ml
konsantrasyon aralifindaki) DU 145 ve PC-3 hiicreleri lizerindeki etkisi, 24, 48 ve 72
saat sonra ilk olarak SRB hiicre canlilik testiyle analiz edildi. Sekil 4.6’da verildigi
tizere, tiim kaba fraksiyonlarin, negatif kontrole kiyasla, DU 145 hiicre canliliklarinda
doza ve zamana bagl anlamli azalislar gosterdigi belirlendi (p<0,05). Fraksiyonlar
arasinda, E2 kodlu etil asetat fraksiyonunun diger fraksiyonlardan daha etkili oldugu
bulundu. Ancak, bu fraksiyonun yalnizca en yiiksek konsantrasyonun (100 pg/ml) DU
145 hiicrelerinde sitotoksisiteye neden oldugu goriildii. Bununla beraber, DU 145 hiicre
hattinda, E3 ve E4 kodlu fraksiyonlarin E2 kodlu fraksiyona yakin sitotoksik aktivite
sergiledigi tespit edildi. Bu fraksiyonlarin aktiviteleri benzer bir egilim géstermis olup

etkili olduklar1 doz 100 pg/ml’dir. E1 kodlu fraksiyon i¢in, tiim dozlarmn; diger
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fraksiyonlar i¢in, <100 pg/ml dozlarn hiicre ¢ogalmasim1  baskilayarak

antiproliferatif/sitostatik yonde etki gosterdigi belirlendi.

DU 145 | SRB Testi | 24 Saat
140 - . o o 2 o 5
=120 1 e G E
£ 100 - .
B 80 "\,}-xﬂﬂg__,#»i_#,,,_;[ A ——E1
= 60 —-E2
§ 40 - —a—E3
20 —<E4
O T T T T T T T 1
NK. 1.56 313 625 12,5 .25 50 100
DOZ (ng/ml)
DU 145 | SRB Testi | 48 Saat
120 +
~ 100 -
o
e S0 -
= ——FE1
= 60 -
——E2
% 40 - e
20 1 —<E4
O T T T T T T T 1
NK: 1,56 3,13 625 12,5 25 50 100
DOZ (ng/ml)
DU 145 | SRB Testi | 72 Saat
120
s O =
=
N’ 80 -
E ——E1
= 60 -
—-E2
% L ——E3
C 20 4 —<—FE4
0 T T T T T T T 1
NK 1,56 3,13 625 12,5 25 50 100
DOZ (ng/ml)

Sekil 4.6. DU 145 hiicrelerine kaba fraksiyonlarin uygulanmasi1 sonrasinda hiicre
canliligimin SRB testiyle elde edilen doza ve zamana bagl olarak degisimi. NK, kaba
fraksiyon uygulanmayan (0 pg/ml) negatif kontrol grubunu ifade etmektedir. Her bir
veri noktast 3 bagimsiz kuyucugun ortalamasini temsil etmektedir. *, ¢, # ve 0 Aym
zaman dilimi i¢inde negatif kontrole gore farkli dozlar kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamlilig1 (p<0,05) ifade etmektedir.
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Test edilen kaba fraksiyonlarin ¢alisma dozlar1 ve inkiibasyon siiresi arttikca, PC-3
hiicre canliliklarinda da istatistiksel olarak anlamli azalislar belirlendi (p<0,05). DU 145
hiicrelerinde gozlemlendigi gibi, E2 kodlu fraksiyonun PC-3 hiicrelerine karsi diger
fraksiyonlardan daha giiglii sitotoksik etki gosterdigi saptandi (Sekil 4.7). Fakat 24, 48
ve 72 saat boyunca, PC-3 hiicrelerinin bu fraksiyona DU 145 hiicrelerinden daha duyarli
oldugu gozlendi. PC-3 hiicre hatt1 i¢in en 6nemli etki, E2 fraksiyonunun en yiiksek
dozunda (100 pg/ml) goriildii ve sadece bu dozun hiicrelerde sitotoksisiteye neden
oldugu belirlendi. Daha diisiik dozlarda ise, etki daha zayif olmakla birlikte hiicre
cogalmasinin baskilanmasi (antiproliferatif/sitostatik etki) acgisindan O6nemlidir. Diger
yandan, E1, E3 ve E4 kodlu fraksiyonlarin varliginda, en yiiksek konsantrasyonda dahi
bu hiicre hatt1 i¢in sitotoksik etki elde edilemedi. Bu sebeple; E1, E3 ve E4 kodlu
fraksiyonlarin aktiviteleri, antiproliferatif/sitostatik olarak degerlendirildi. Ayrica, E3 ve

E4 kodlu fraksiyonlarin, aktivite bakimindan birbirine benzer sonuglar verdigi goriildii.
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Sekil 4.7. PC-3 hiicrelerine kaba fraksiyonlarin uygulanmasi sonrasinda hiicre
canliligimin SRB testiyle elde edilen doza ve zamana bagl olarak degisimi. NK, kaba
fraksiyon uygulanmayan (0 pg/ml) negatif kontrol grubunu ifade etmektedir. Her bir
veri noktast 3 bagimsiz kuyucugun ortalamasini temsil etmektedir. *, ¢, # ve 0 Ay
zaman dilimi i¢inde negatif kontrole gore farkli dozlar kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamlilig1 (p<0,05) ifade etmektedir.
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Cizelge 4.4. Epilobium hirsutum L. kaba fraksiyonlarmin SRB testiyle hesaplanan ICs
dozlar

1Cso Dozlar1 (ng/ml)
DU 145 PC-3
24 Saat 48 Saat 72 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat
Kaba fraksiyonlar

El >100 >100 >100 >100 >100 >100
E2 >100 79,24 67,82 >100 68,87 52,24
E3 >100 >100 >100 >100 >100 65,51
E4 >100 >100 >100 >100 >100 >100
Ham ekstre

E >100 95,37 67,14 >100 >100 94,50

DU 145 ve PC-3 hiicreleri i¢in, kaba fraksiyonlarin ve bu fraksiyonlarin elde edildigi
ham ekstrenin 1Csy degerleri Cizelge 4.4’de sunuldu. Bu sonuglara gore; 24 saat
sonunda, tiim fraksiyonlarin, kullanilan konsantrasyonlarda iki hiicre hatti1 {izerinde
sitotoksik olmadigi bulundu (1Cso >100 pg/ml). Bunun aksine, 48 saatlik tedavi sonrasi,
hiicre hatlarinda sadece E2 kodlu fraksiyonun sitotoksik etkisi saptandi. DU 145 ve PC-
3 hiicrelerinin bu fraksiyona karsi neredeyse esit seviyede duyarli oldugu gozlendi (1Cs
dozlari; 79,24 ng/ml ve 68,87 pg/ml, sirastyla). Daha uzun siireli tedavinin daha diisiik
ICsp degerlerine neden oldugu gosterilerek, 72. saatte E2 kodlu fraksiyon igin her iki
hiicre hattinda da en diisiik ICsp dozlar elde edildi (ICsp dozlari; DU 145 i¢in 67,82
pg/ml ve PC-3 i¢in 52,24 ng/ml). 72 saatlik tedaviden sonra, diger fraksiyonlarn (E1,
E3 ve E4), DU 145 hiicrelerine karsi olas1 bir sitotoksik aktivitesi belirlenmezken PC-3
hiicrelerinde E2 kodlu fraksiyonun yani sira E3 kodlu fraksiyonun da énemli bir etkiye
sahip oldugu goriildii. Sonuglar ele alindiginda, daha diisiik 1Cso degerleri elde edilmesi
nedeniyle, PC-3 hiicrelerinin ¢alisilan fraksiyonlara DU 145 hiicrelerinden daha duyarli

oldugu sonucuna varildu.

Cizelge 4.4’de Ozetlendigi lizere, tiim kaba fraksiyonlarin sitotoksik aktiviteleri farkli
konsantrasyon araliklarinda ham ekstrenin sitotoksik aktivitesi ile karsilagtirildi. DU
145 hiicrelerinde, E2 kodlu fraksiyonun E kodlu ekstre ile benzer seviyede sitotoksik
etki gosterdigi bulundu. Aksine; E1, E3 ve E4 kodlu fraksiyonlarin sitotoksik ve/veya
antiproliferatif (sitostatik) etki bakimindan ekstreden daha az potansiyele sahip oldugu
gbzlendi. PC-3 hiicre hattinda ise, E2 ve E3 kodlu fraksiyonlarin ekstreye gore daha
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yiiksek sitotoksik aktivite sergilemesi dikkat cekici bir sonug oldu. Ote yandan; E1 ve
E4 kodlu fraksiyonlarin, tedavi siiresi boyunca ekstre kadar onemli bir etki

gosteremedigi tespit edildi.

XTT hiicre canhlik testi bulgulari

SRB testi bulgularindan hareketle, kaba fraksiyonlar i¢in elde edilen sonuglari
dogrulamak amaciyla XTT hiicre canlilik testinin yliriitilmesine karar verildi. Bu
nedenle; 24, 48 ve 72 saat boyunca, tim fraksiyonlarin DU 145 ve PC-3 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik aktiviteleri ayni doz araliginda (1,56-100 pg/ml) test edildi. Farkli
fraksiyon konsantrasyonlarinin DU 145 ve PC-3 hiicrelerine karsi etkisi, sirasiyla Sekil
4.8 ve Sekil 4.9’da sunuldu. Analiz sonuglarina gore; E2 kodlu fraksiyonun varliginda,
DU 145 hiicre canliliklarinda doza ve zamana bagli olarak anlamli azaliglar (p<0,05)
tespit edilmesine ragmen, canlilik oranlarinin en yiiksek konsantrasyonda dahi %50’nin
altina diismedigi goriildi. Bu sonug, E2 kodlu fraksiyonun DU 145 hiicrelerinde
sitotoksik etkiden ziyade antiproliferatif/sitostatik Olgekte etkili oldugu anlamina
gelmektedir. Diger fraksiyonlar (E1, E3 ve E4 kodlu) ise, DU 145 hiicre ¢ogalmasini,
nispeten yiiksek dozlarda, kismen baskilayarak antiproliferatif/sitostatik sekilde etki
gosterdi (Sekil 4.8).

PC-3 hiicreleri i¢in elde edilen sonuclar degerlendirildiginde; DU 145 hiicrelerindeki
duruma benzer sekilde, en etkili fraksiyonun E2 kodlu fraksiyonun oldugu, ancak bu
fraksiyonun PC-3 hiicrelerinde daha iyi aktivite sergiledigi gorildi. Sekil 4.9’da
gosterildigi gibi, PC-3 hiicre hatti i¢cin E2 kodlu fraksiyonunun 100 pg/ml’lik
konsantrasyonunda, negatif kontrole kiyasla, istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etki
s6z konusudur (p<0,05). 24, 48 ve 72 saat boyunca, sozii edilen fraksiyonun, daha
diisiik dozlarda proliferatif bir etki gostermesi, fakat 100 pg/ml doza ulasildiginda hiicre
canliliginin ani ve belirgin bir sekilde %50°nin altina diismesi dikkat ¢ekici bir sonugtur.
PC-3 hiicre hattinda, E2 kodlu fraksiyondan sonra en iyi aktivite E3 kodlu fraksiyon
icin kaydedildi. Ancak, bu fraksiyon, 24-48 saat araliginda hiicre biiylimesini
baskilayarak antiproliferatif/sitostatik etkinlik gosterdi. E1 kodlu fraksiyon icin zayif

ancak istatistiksel olarak en anlamli antiproliferatif/sitostatik etki, 72. saatte dlciildii. E4
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kodlu fraksiyonda saptanan kayda deger tek etki, 72 saatlik inkiibasyon sonrasi 100
pg/ml’lik doz igin elde edilen antiproliferatif/sitostatik 6l¢ekli etkidir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. DU 145 hiicrelerine kaba fraksiyonlarin uygulanmasi sonrasinda hiicre
canliliginin XTT testiyle elde edilen doza ve zamana bagli olarak degisimi. NK, kaba
fraksiyon uygulanmayan (0 ug/ml) negatif kontrol grubunu ifade etmektedir. Her bir
veri noktast 3 bagimsiz kuyucugun ortalamasini temsil etmektedir. *, ¢, # ve 0 Ayni
zaman dilimi i¢inde negatif kontrole gore farkli dozlar kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamlilig1 (p<0,05) ifade etmektedir.
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Sekil 4.9. PC-3 hiicrelerine kaba fraksiyonlarin uygulanmasi sonrasinda hiicre
canliligimin XTT testiyle elde edilen doza ve zamana bagli olarak degisimi. NK, kaba
fraksiyon uygulanmayan (0 pg/ml) negatif kontrol grubunu ifade etmektedir. Her bir
veri noktast 3 bagimsiz kuyucugun ortalamasini temsil etmektedir. *, ¢, # ve 0 Aym
zaman dilimi i¢inde negatif kontrole gore farkli dozlar kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamlilig1 (p<0,05) ifade etmektedir.
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Ham ekstrenin ve bu ekstreye ait kaba fraksiyonlarin, her iki hiicre hatti i¢in elde edilen
ICsp degerlerinin karsilastiriimasi Cizelge 4.5°de verildi. DU 145 hiicre hatti i¢in; 24, 48
ve 72 saat sonunda elde edilen tiim fraksiyonlarin (E1, E2, E3 ve E4) ICsy degerleri
uygulanan doz araliklarinin disindadir (ICsp >100 pg/ml). E2 kodlu fraksiyonun 100
pg/ml’lik dozunun varliginda, DU 145 hiicre canliliklar1 6nemli oranda azalmasina
karsin, sitotoksik olarak bir etki gdzlenmedi (hiicre canliliklari, 24. saatte %69,60; 48.
saatte %65,91 ve 72. saatte %62,23). PC-3 hiicrelerinde, E2 kodlu fraksiyon disindaki
fraksiyonlar i¢in test edilen doz araliginda ICsp degeri hesaplanamadi (ICsp>100 pg/ml).
PC-3 hiicreleri icin fraksiyonlar arasinda sitotoksik agidan en aktif fraksiyon, E2 kodlu
fraksiyon olarak belirlendi. PC-3 hiicrelerinde, bu fraksiyona ait ICsy dozlarnin 24, 48
ve 72 saatlik tedaviler arasinda 6nemli farkliliklar gdsterdigi bulundu. 3 farkli tedavi
stiresi sonunda elde edilen ICso degerleri birbirine yakin olmakla birlikte en diisiik ICsg
degerine 72. saat sonunda ulasildi (ICsg degeri: 73,22 pg/ml). E3 kodlu fraksiyon 100
pug/ml’lik dozda, ozellikle 72 saatlik tedaviden sonra, PC-3 hiicre canliligini onemli
oranda diisiirmesine ragmen (%56,63) sitotoksik olarak etki gosteremedi. XTT testiyle
elde edilen veriler kiyaslandiginda, PC-3 hiicrelerinin fraksiyonlara karst DU 145

hiicrelerinden daha hassas oldugu goriildii.

Cizelge 4.5. Epilobium hirsutum L. kaba fraksiyonlarinin XTT testiyle hesaplanan ICs
dozlar

1C5o Dozlar: (pg/ml)
DU 145 PC-3
24 Saat 48 Saat 72 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat
Kaba fraksiyonlar

El >100 >100 >100 >100 >100 >100
E2 >100 >100 >100 81,87 76,47 73,22
E3 >100 >100 >100 >100 >100 >100
E4 >100 >100 >100 >100 >100 >100
Ham ekstre

E >100 85,93 64,58 >100 81,67 53,23

Cizelge 4.5°de verildigi gibi, tiim kaba fraksiyonlarin ve E kodlu ham ekstrenin
sitotoksik potansiyellerinin kiyaslanmasi, elde edilen ICsq degerlerine gore yapildi. XTT
testi sonuclarina gore, taranan tiim fraksiyonlarin DU 145 hiicreleri iizerinde ham ekstre

kadar sitotoksik aktivite gostermedigi belirlendi. PC-3 hiicrelerinde; E1, E3 ve E4 kodlu
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fraksiyonlarin ham ekstreden daha zayif aktivite sergiledigi bulundu. E2 kodlu
fraksiyonun ise PC-3 hiicreleri karsisinda ekstre ile kiyaslanabilir degerde sitotoksik
etki gosterdigi saptandi. 24. ve 48. saatlerde, E2 kodlu fraksiyon i¢in ekstreden daha
diisiik ICsp degerleri elde edildi ve bu fraksiyonun ekstreden nispeten iyi bir sitotoksik
aktiviteye sahip oldugu gozlendi. Ancak, PC-3 hiicrelerinde 72 saat sonunda ekstrenin

E2 kodlu fraksiyona kiyasla daha giiglii sitotoksisiteye neden oldugu goriildii.

Sitotoksisite deneyleri kapsaminda elde edilen tiim sonuclar 1s18inda; kaba
fraksiyonlarin prostat kanseri hiicrelerine karsi E kodlu ekstre kadar etkili olmadigi,
ancak kaba fraksiyonlar arasindan E kodlu ekstreye en yakin etkiyi E2 kodlu
fraksiyonun gosterdigi bulunmustur. E kodlu ham ekstrede bulunan etken maddelerin
veya bilesiklerin birlikte bulunduklarinda sinerjik etki gosterdikleri aciktir. Kaba
fraksiyonlarin E kodlu ekstreden daha zayif sitotoksik etkinlige sahip olmasi nedeniyle,
alt fraksiyonlama g¢aligmasinin yapilmamasina karar verilmistir. Bu baglamda, ileri

analizlere E kodlu ekstre ve E2 kodlu fraksiyon ile devam edilmesi planlanmistir.

4.2.3. Unotein B’nin sitotoksik etkisine iliskin bulgular

Tez ¢alismasinda kullanilan unotein B’nin DU 145 ve PC-3 hiicre canliliklar tizerindeki
etkisi, kaba fraksiyonlar ile es zamanl olarak analiz edildi. Unotein B’nin muhtemel
aktivitesinin tespiti i¢in kolorimetrik testler olan SRB ve XTT hiicre canlilik

testlerinden yararlanildi.

SRB hiicre canhilik testi bulgulari

Unotein B’nin farkli konsantrasyonlarina (2,5-160 pg/ml) maruz birakilan DU 145 ve
PC-3 hiicrelerinin canlilik oranlarindaki degisim; 24, 48 ve 72 saat sonra SRB deneyi ile
belirlendi. Unotein B’nin, negatif kontrole oranla, DU 145 hiicre canliliklarinda hem
doza hem de zamana bagli olarak anlamli azaliglara neden oldugu gozlendi (p<0,05)
(Sekil 4.10). 24 saatlik tedaviyi takiben unotein B’nin, uygulanan tiim dozlarda, DU 145
hiicre hattina karsi1 sitotoksik etkisi belirlenemedi. Bu siire zarfinda elde edilen tek
kayda deger sonug, en yiiksek dozdaki (160 pg/ml) antiproliferatif/sitostatik olcekli

etkidir. Daha uzun siireli tedavinin sonucu olarak, 48. ve 72. saatlerde unotein B’nin
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DU 145 hiicreleri tizerinde daha giiglii sitotoksik aktivite sergiledigi saptandi. 48. saatte,
160 pg/ml’lik en yiiksek konsantrasyonun; 72. saatte ise 160 ve 80 ug/ml’lik
konsantrasyonlarin  6nemli olgiide hiicre oOliimiine (sitotoksisiteye) neden oldugu
gozlendi. Bununla birlikte, daha diisik dozlarda antiproliferatif/sitostatik etki
kaydedildi.

24, 48 ve 72 saat boyunca unotein B uygulanan PC-3 hiicreleri i¢in DU 145 hiicrelerine
benzer bir sitotoksisite grafigi elde edildi (Sekil 4.10). Unotein B’nin PC-3 hiicre
canliligini, negatif kontrole kiyasla, doza ve zamana bagli olarak anlamli sekilde
azalttig1 gorildi (p<0,05). Ancak, bu bilesigin tiim ¢alisma dozlarinda sitotoksik etki
s0z konusu degildir. 24 ve 48 saatlik tedavilerden sonra sadece en yiiksek
konsantrasyonda (160 pg/ml) sitotoksik aktivite incelenirken, 72 saatlik tedaviyi takiben
en yiiksek iki konsantrasyonda da (160 ve 80 pg/ml) sitotoksik etki tespit edildi. Bunun
yani sira, tedavi siiresince daha diisiik dozlarin antiproliferatif/sitostatik bakimdan PC-3

hiicrelerine kars1 onemli bir etkinlik gosterdigi kaydedildi.
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Sekil 4.10. DU 145 ve PC-3 hiicrelerine unotein B uygulanmasi sonrasinda hiicre
canliligimin SRB testiyle elde edilen doza ve zamana bagl olarak degisimi. NK, unotein
B uygulanmayan (0 pg/ml) negatif kontrol grubunu ifade etmektedir. Her bir veri
noktas1 3 bagimsiz kuyucugun ortalamasini temsil etmektedir. * ve ¢ Ayni zaman dilimi
icinde negatif kontrole gore farkli dozlar kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamlilig
(p<0,05) ifade etmektedir.

111



Calismada kullanilan unotein B’nin DU 145 ve PC-3 hiicreleri i¢in elde edilen ICsg
degerleri Cizelge 4.6°da gosterildi. Elde edilen ICsy sonuglarina gore; iki hiicre hattinda
24, 48 ve 72 saatlik tedaviler arasinda onemli farkliliklar belirlendi. Bu bulgu; uzun
siireli tedavilerin, sitotoksik ajanlarin etkinligini arttirdifimi ve daha distik ICs
degerlerinin elde edilmesini agiklamaktadir. 24 saat sonra hesaplanan ICsq degerleri, DU
145 hiicreleri i¢in doz araligi disindayken (>160 pg/ml) PC-3 hiicre hatt1 i¢in 150,64
pug/ml’dir. 48 saatlik tedavinin ardindan unotein B’nin, DU 145 hiicrelerindeki ICs
dozu 103,12 ug/ml, PC-3 hiicrelerindeki ICso dozu ise 84,93 pg/ml olarak bulundu. 72.
saatte DU 145 ve PC-3 hiicreleri i¢in hesaplanan 1Csy degerleri ise sirasiyla 61,74 pg/ml
ve 51,43 pg/ml’dir. PC-3 hiicreleri igin elde edilen ICsyp dozlarmin DU 145 hiicreleri
i¢in hesaplanan ICsq dozlarindan gorece daha diisiik olmasi nedeniyle PC-3 hiicrelerinin

unotein B’ye daha duyarli oldugu sdylenebilmektedir.

Cizelge 4.6. Unotein B’nin SRB testiyle hesaplanan 1Csy dozlar

1C5o Dozlar: (pg/ml)
24 Saat 48 Saat 72 Saat
DU 145 >160 103,12 61,74
PC-3 150,64 84,93 51,43

XTT hiicre canhlik testi bulgulari

SRB testi ile saglanan bulgular teyit etmek amaciyla ayni deneysel sartlar altinda XTT
hiicre canlilik testi yiiriitiildii. Bu baglamda; DU 145 ve PC-3 hiicre hatlarina, 24, 48 ve
72 saat boyunca artan dozlardaki (2,5-160 pg/ml) unotein B uyguland: ve siire bitiminde
hiicresel canliliklar incelendi. Analiz sonuglarina gore; negatif kontrol ile
karsilastirildiginda, unotein B’nin her iki hiicre canliliginda da doza ve zamana bagl
olarak anlaml azaliglara neden oldugu belirlendi (p<0,05) (Sekil 4.11). Fakat PC-3
hiicre canliliklarindaki diistisiin, DU 145 hiicrelerinden istatistiksel olarak daha onemli
oldugu goriildii. DU 145 hiicrelerinde, ilk 24 saatlik tedavide unotein B’nin uygulanan
tim dozlarda sitotoksik olmadigi, ancak en yiiksek dozunda (160 pg/ml) zayif ancak
istatistiksel olarak dnemli bir antiproliferatif/sitostatik etki gosterdigi incelendi. 48. ve
72. saatlerde ise yalnizca 160 ug/ml’lik en yiiksek konsantrasyonda sitotoksik aktivite
gozlendi. Bu zaman araliklarinda, daha diisiik dozlarin (<160 pg/ml) DU 145
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hiicrelerine karst zayif da olsa antiproliferatif/sitostatik etki gosterdigi sonucuna

ulasildi.

DU 145 hiicrelerinden farkli olarak, unotein B’nin PC-3 hiicreleri tizerinde daha etkili
oldugu gozlendi. S6zii edilen bilesik, konsantrasyon ve inkiibasyon siiresi artisina bagl
olarak PC-3 hiicre canliliklarinda, negatif kontrole kiyasla, istatistiksel olarak anlamli
azalmalara sebep oldu (p<0,05) (Sekil 4.11). PC-3 hiicrelerinde, 24 ve 48 saatlik
tedaviyi takiben sitotoksik olarak etkisi Olg¢iilen unotein B konsantrasyonu 160
pg/ml’dir. 72. saatte, bu hiicre hatt1 i¢in unotein B bilesiginin sitotoksik etkisi 160 ve 80
pg/ml’lik dozlarda elde edildi. Ayrica, PC-3 hiicrelerinde, bu bilesigin diisiik
konsantrasyonlarda antiproliferatif/sitostatik olarak daha giicli aktivite sergiledigi

belirlendi.
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Sekil 4.11. DU 145 ve PC-3 hiicrelerine unotein B uygulanmasi sonrasinda hiicre
canliliginin XTT testiyle elde edilen doza ve zamana bagli olarak degisimi. NK, unotein
B uygulanmayan (0 pg/ml) negatif kontrol grubunu ifade etmektedir. Her bir veri
noktasi 3 bagimsiz kuyucugun ortalamasini temsil etmektedir. * ve ¢ Ayni zaman dilimi
icinde negatif kontrole gore farkli dozlar kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamlilig
(p<0,05) ifade etmektedir.
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DU 145 ve PC-3 hiicreleri i¢in XTT testi sonuglarina gére hesaplanan unotein B’ye ait
ICs0 degerleri Cizelge 4.7°de gosterildi. SRB testi sonuglarina uygun olarak, XTT
testiyle en diisiik ICsp degerleri 72 saatlik inkiibasyon sonunda elde edildi. 24 saatte,
unotein B i¢in DU 145 hiicrelerinde 1Csq degeri hesaplanamazken (>160 ug/ml), PC-3
hiicrelerinde elde edilen 1Csq degeri 142,05 pg/ml’dir. 48 saat sonra, DU 145 ve PC-3
hiicreleri i¢in belirlenen ICsg dozlar1 arasinda 6nemli fark bulunmaktadir (ICsy degerleri:
146,19 pg/ml ve 91,38 pg/ml, sirasiyla). Benzer sonug, 72 saatlik tedavi sonucu
hesaplanan ICsy degerlerinde de mevcuttur. Nitekim 72. saatte DU 145 ve PC-3
hiicrelerinde unotein B i¢in tespit edilen ICsp sonuglari, sirasiyla, 117,26 pg/ml ve 72,06
pug/ml’dir. XTT testi bulgularindan hareketle, unotein B’nin PC-3 hiicrelerine kars1 daha

giiclii sitotoksik aktivite gosterdigi goriilmektedir.

Cizelge 4.7. Unotein B’nin XTT testiyle hesaplanan ICsy dozlari

1Cso Dozlar1 (ng/ml)
24 Saat 48 Saat 72 Saat
DU 145 >160 146,19 117,26
PC-3 142,05 91,38 72,06

Sonug olarak, tez ¢alismasinda kullanilan unotein B’nin prostat kanseri hiicre hatlari
tizerindeki potansiyel etkilerini in vitro olarak ¢alismak iizere hem SRB hem de XTT
hiicre canlilik testi yiiriitiildii. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, her iki test ile
ulagilan verilerin birbiriyle uyumlu oldugu goriildii. Bununla birlikte, SRB testiyle
hesaplanan ICsy degerlerinin nispeten daha diisiik oldugu bulundu. Unotein B bilesigi

ile tedaviye PC-3 hiicrelerinin daha duyarli gozlendi.

4.2.4. Paklitaksel’in sitotoksik etkisine iliskin bulgular

Deneysel caligmalarda, pozitif kontrol olarak kemoterapdtik bir ilag olan paklitaksel
kullanild1. Paklitakselin farkli konsantrasyonlarda DU 145 ve PC-3 hiicrelerine karsi
sitotoksik etkisi, SRB ve XTT hiicre canlilik testleri ¢alisilarak degerlendirildi.
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SRB hiicre canlilik testi bulgular

Paklitakselin DU 145 ve PC-3 hiicreleri tizerindeki doza ve zamana bagl sitotoksik
aktivitesi Sekil 4.12°de gosterildi. SRB hiicre canlilik testi sonuglaria gore; 0,001-0,5
pg/ml araligindaki tiim dozlarda, negatif kontrole oranla, hiicre canliliklarinin anlamli
bir sekilde azaldigi gézlendi (p<0,05). 24 saat sonra, hem DU 145 hem de PC-3
hiicrelerinde doz artisina bagli olarak canlilik yiizdelerinin ciddi anlamda diistiigii,
ancak en yiiksek konsantrasyonda (0,5 pg/ml) dahi sitotoksik etki elde edilemedigi
gozlendi. Bu nedenle, paklitakselin 24 saatlik tedavi sonundaki etkisinin biiyiime
baskilayic1 yonde (antiproliferatif/sitostatik) oldugu belirtilebilir. 48 saat sonra,
paklitaksel dozlariin biiylik cogunlugunda iki hiicre hatt1 i¢in 6nemli sitotoksik etkiler
kaydedildi. DU 145 hiicreleri i¢in, paklitakselin en diisiik iki konsantrasyonunda (0,001
ve 0,003 pg/ml) tespit edilen etki, antiproliferatif/sitostatik kapsamda olup diger yiliksek
dozlarda onemli sitotoksik aktivitelerin var oldugu goriildii. Ozellikle, paklitaksel
konsantrasyonu 0,005 pg/ml’ye ulastiginda DU 145 hiicre canliliklarinin ciddi bir
bicimde diistiigii tespit edildi. PC-3 hiicrelerinde ise; 0,001, 0,003 ve 0,005 pg/ml
konsantrasyonlar1 disindaki paklitaksel dozlarinda dikkate deger sitotoksik etkiler
saptandi. Fakat 0,01 pg/ml’lik konsantrasyondan sonra, doz artisina ragmen hiicre
canlilik yilizdelerinde 6nemli bir azalis olmadigi, nispeten sabit kaldig1 gozlendi. Etki
siiresine bagli olarak, iki hiicre hatt1 i¢cin en giiclii sitotoksik etkiler 72. saat sonunda
elde edildi. DU 145 hiicrelerinde, en diisiik paklitaksel dozu (0,001 pg/ml) haricindeki
tim dozlarda giigli sitotoksik etkiler s6z konusu iken PC-3 hiicrelerinde paklitakselin
sitotoksik etkinliginin 0,005 pg/ml’lik konsantrasyonda bagsladigr goriilmektedir.
Paklitakselin uygulanmasindan 72 saat sonra, konsantrasyona bagl olarak DU 145 ve
PC-3 hiicrelerinin 6lmesiyle canlilik degerlerinin anlamli bir sekilde diistiigii incelendi.
Ancak 0,02 pg/ml’lik dozdan itibaren iki hiicre hattina ait canlilik oranlarinin neredeyse
ayn1 ylizdelikte devam ettigi ve tedavi siiresi boyunca sozii edilen hiicrelerin tamaminin

6lmedigi gozlendi.
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Sekil 4.12. DU 145 ve PC-3 hiicrelerine paklitaksel uygulanmasi sonrasinda hiicre
canliliginin SRB testiyle elde edilen doza ve zamana bagli olarak degisimi. NK,
Paklitaksel uygulanmayan (0 pg/ml) negatif kontrol grubunu ifade etmektedir. Her bir
veri noktast 3 bagimsiz kuyucugun ortalamasini temsil etmektedir. * ve ¢ Ayni zaman
dilimi i¢inde negatif kontrole gore farkli dozlar kiyaslandiginda istatistiksel olarak

anlamlilig1 (p<0,05) ifade etmektedir.
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Paklitaksel uygulanan DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin SRB hiicre canlilik testi
sonuglarina gore hesaplanan 1Csy degerleri Cizelge 4.8de sunuldu. Tedaviden 24 saat
sonra, paklitakselin DU 145 ve PC-3 hiicrelerine kars1 fark edilir bir etkisi olmakla
beraber bu hiicre hatlarinda paklitaksel i¢in ICso dozu elde edilemedi (>0,5 pg/ml). Bu
etkinin aksine, hiicre canliliklarinin 48. saatte keskin bir hizla azaldig1 belirlendi. Buna
bagl olarak, paklitakselin DU 145 ve PC-3 hiicrelerindeki I1Csy degerleri sirasiyla,
0,0043 pg/ml ve 0,0089 pg/ml olarak bulundu. Bu calisma kapsaminda, daha &nce
analiz edilmis test bilesiklerine (ekstre, fraksiyon ve unotein B) dair bulgularda ifade
edildigi gibi, daha uzun siireli tedavilerin sitotoksik aktiviteye olumlu bir etki sagladig:
goriilmektedir. 72 saatlik tedavinin ardindan paklitakselin; DU 145 hiicrelerindeki I1Csg
degeri 0,0029 pg/ml iken, PC-3 hiicrelerindeki 1Cso degeri 0,0045 pg/ml’dir. Bu
sebeple, paklitaksel icin en disiik ICso degerleri dolayisiyla en giiglii sitotoksik
aktiviteler 72 saatin sonunda elde edildi. Bu sonuglar gbz 6niine alindiginda, hesaplanan
ICs0 degerlerinin DU 145 hiicrelerinde daha diisiik olmast nedeniyle bu hiicre hattinin

paklitaksel tedavisine daha duyarli oldugu s6ylenebilmektedir.

Cizelge 4.8. Paklitakselin SRB testiyle hesaplanan 1Csy dozlar

1Cso Dozlar1 (ng/ml)
24 Saat 48 Saat 72 Saat
DU 145 >0,5 0,0043  0,0029
PC-3 >0,5 0,0089  0,0045

XTT hiicre canlhilik testi bulgular:

SRB testiyle elde edilen bulgular dogrultusunda, pozitif kontrol olarak c¢alisilan
paklitakselin mevcut sitotoksik aktivitesinin XTT hiicre canlilik testi ile dogrulanmasina
karar verildi. Bu amagla, 0,001-0,5 pg/ml konsantrasyon araliginda hazirlanan
paklitakselin, DU 145 ve PC-3 hiicreleri tizerindeki etkileri 24, 48 ve 72 saat boyunca
ayni ortam kosullar1 altinda arastirildi. Sekil 4.13’de verildigi gibi, negatif kontrol
gruplar ile kiyaslandiginda, DU 145 ve PC-3 hiicre canliliklarindaki doza ve zamana
bagimli azaliglarin istatistiksel olarak anlamli diizeyde oldugu saptand: (p<0,05). 24
saatlik tedaviyi takiben, DU 145 ve PC-3 hiicrelerindeki proliferasyonun doz artisiyla

orantili olarak baskilandig1 ve gii¢lii antiproliferatif (sitostatik) etkinin mevcut oldugu
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bulundu. Tedavi siiresinin etkisine dayali olarak, 48. saatte sitotoksik aktivite adina her
iki hiicre hatt1 icin de daha iyi veriler elde edildi. DU 145 hiicrelerinde, paklitakselin
0,005 pug/ml ve daha yiiksek konsantrasyonlarinda sitotoksik etkinin s6z konusu oldugu
ve etkinin doz artig1 ile paralel olarak arttigi goriildii. Bununla beraber, 0,01 ug/ml’lik
dozdan itibaren giderek artan dozlarda, sitotoksik etkinin benzer seviyede devam ettigi
ve hiicresel canliliklarin neredeyse ayni yiizdede seyrettigi belirlendi. PC-3 hiicreleri
igin, 48 saatlik tedavide 24. saate gore daha iyi aktiviteler elde edildi. 0,02-0,5 pug/ml
doz araliginda onemli sitotoksik etkiler gozlenmekle birlikte, 6zellikle yiiksek dozlarda,
hiicre canliliklarinda belirgin bir degisiklik tespit edilemedi. Paklitaksel ile 72 saatlik
inkiibasyon sonrasi, iki hiicre hattinda da sitoksik etkinin incelendigi konsantrasyon
aralig; 0,005-0,5 pg/ml’dir. PC-3 hiicre canliliklarimin 0,02 pg/ml’lik doza kadar
onemli derecede azaldigi, fakat bu dozdan sonra canlilik degerlerinin tedavi periyodu

sonuna dek degismeden kaldig1 goriildii.
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Sekil 4.13. DU 145 ve PC-3 hiicrelerine paklitaksel uygulanmasi sonrasinda hiicre
canliligmin XTT testiyle elde edilen doza ve zamana baglh olarak degisimi. NK,
paklitaksel uygulanmayan (0 pg/ml) negatif kontrol grubunu ifade etmektedir. Her bir
veri noktast 3 bagimsiz kuyucugun ortalamasini temsil etmektedir. * ve ¢ Ayni1 zaman
dilimi icinde negatif kontrole gore farkli dozlar kiyaslandiginda istatistiksel olarak

anlamlilig1 (p<0,05) ifade etmektedir.
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Paklitakselin prostat kanseri hiicre hatlar1 karsisindaki mevcut sitotoksik etkisini teyit
etmek amaciyla uygulanan XTT hiicre canlilik testi sonuglarinin SRB testi verileriyle
uyumlu oldugu belirlendi. Cizelge 4.9°da gosterildigi lizere, paklitaksele maruz
birakilan DU 145 ve PC-3 hiicreleri icin 24. saat sonunda ICsg degerleri tespit
edilemedi. 48 saatlik tedavi sonrasi, calisilan doz araliginda paklitaksel i¢in Snemli
sitotoksik etkiler saptanmis olup hesaplanan ICsg degerleri; DU 145 hiicrelerinde 0,0047
pug/ml, PC-3 hiicrelerinde 0,0198 pg/ml’dir. Tedavi siiresinin ilerlemesiyle orantili
olarak sitotoksisite agisindan en iyi verilere 72. saat sonunda ulagildi. 72 saat boyunca
paklitaksel ile muamele edilen DU 145 ve PC-3 hiicreleri i¢in elde edilen ICsy dozlari
sirastyla, 0,0041 pg/ml ve 0,0048 pg/ml’dir. XTT testi sonuglarindan hareketle; 48
saatlik siirede PC-3 hiicre hattinin, 72 saatlik periyotta ise iki hiicre hattinin esit

seviyede paklitaksele kars1 duyarlilik gosterdigi sdylenebilmektedir.

Cizelge 4.9. Paklitakselin XTT testiyle hesaplanan ICsy dozlart

1C5o Dozlar: (pg/ml)
24 Saat 48 Saat 72 Saat
DU 145 >0,5 0,0047  0,0041
PC-3 >0,5 0,0198 0,0048

4.2.5. Kombinasyon analizine iliskin bulgular

E. hirsutum ekstresi (E kodlu) ile paklitaksel kombinasyonunun DU 145 ve PC-3 hiicre
hatlarindaki sitotoksik potansiyeli, SRB ve XTT hiicre canlilik testleri kullanilarak
tespit edildi. Kombinasyon c¢alismasinda, E kodlu bitki ekstresi ve paklitaksel i¢in SRB
ve XTT hiicre canlilik testleriyle belirlenen 1Csp degerlerinin 1:2 oranda diliie
edilmesiyle hazirlanan farkli kombinasyon dozlar1 kullanildi (bkz. Cizelge 3.8). Analiz
icin DU 145 ve PC-3 hiicreleri ekstre ve paklitaksel dozlar1 ile es zamanl tedaviye
birakildi. 24, 48 ve 72 saat sonra kombine etkiler, ekstrenin ve paklitakselin ayr1 olarak

gosterdigi sitotoksik aktiviteler ile karsilastirildi.
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SRB hiicre canhilik testi bulgular:

Ekstre - paklitaksel kombinasyon etkilerini degerlendirmek amaciyla ilk olarak SRB
hiicre canlilik testiyle analiz ger¢eklestirildi. DU 145 hiicrelerinde, 24 saat sonra, ayri
olarak uygulanan ekstrenin ve paklitakselin hiicre canliliklarinda, negatif kontrole
kiyasla, doza bagimli olarak anlamli azaliglara neden oldugu tespit edildi (p<0,05)
(Sekil 4.14). Negatif kontrol ile karsilastirildiginda, kombinasyon tedavisinin, hiicre
canliliklarinda anlamli fakat daha zayif azalmalara neden oldugu bulundu (p<0,05).
Ancak bu siire boyunca, ekstre ve paklitakselin hem ayri hem kombine olarak calisildig1

hiicre gruplarinda higbir sitotoksik aktivite saptanmadi.
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Sekil 4.14. DU 145 hicrelerine 24 saat boyunca ekstre ve paklitaksel
kombinasyonlarinin uygulanmasi sonrasinda hiicre canliliginin SRB testiyle elde edilen
doza bagl olarak degisimi. NK, ekstre ve paklitaksel uygulanmayan (0 pg/ml) negatif
kontrol grubunu ifade etmektedir. Her bir veri noktast 3 bagimsiz kuyucugun
ortalamasini temsil etmektedir. * Ayni zaman dilimi i¢inde negatif kontrole gore; 0
ekstreye gore; # paklitaksele gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamlilig
(p<0,05) ifade etmektedir.
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48 saatlik tedaviyi takiben, ekstrenin ve paklitakselin birbirinden ayr sekilde DU 145
hiicre canliliklarinda, negatif kontrole kiyasla, doza bagli anlamli diisiislere neden
oldugu bulundu (p<0,05) (Sekil 4.15). 66+0,002 pg/ml ve 99+0,002 pg/ml
kombinasyonlarinin hiicre canliliklarinda neden oldugu farkliliklarin negatif kontrole
gore anlamli olmadigi bulundu (p>0,05). Bu tedavi siiresinde, sadece 33+0,001 pg/ml
kombinasyonunun uygulandigi DU 145 hiicrelerinde canlilik oraninin kismen azaldigi
goriildii (p<0,05). Diger kombinasyon gruplarinda ise; ekstrenin ve paklitakselin, DU
145 hiicrelerine kars1 birlikte gosterdikleri etkinin, tek basina sergiledikleri etkiden daha
zayif oldugu saptandi. 48 saat sonunda, DU 145 hiicrelerine kars1 sitotoksik aktivitelerin
gozlendigi 99 pg/ml ekstre ile 0,004 pg/ml paklitakselin kombine edildiklerinde
sitotoksik etkinin kayboldugu ve canlilik oranin %77,38 oldugu gortildii.
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Sekil 4.15. DU 145 hiicrelerine 48 saat boyunca ekstre ve paklitaksel
kombinasyonlarinin uygulanmasi sonrasinda hiicre canliliginin SRB testiyle elde edilen
doza bagli olarak degisimi. NK, ekstre ve paklitaksel uygulanmayan (0 pg/ml) negatif
kontrol grubunu ifade etmektedir. Her bir veri noktast 3 bagimsiz kuyucugun
ortalamasini temsil etmektedir. * Ayn1 zaman dilimi i¢inde negatif kontrole gore; 0
ekstreye gore; # paklitaksele gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamlilig
(p<0,05) ifade etmektedir.
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72 saatlik sonuglar incelendiginde; ekstrenin ve paklitakselin tek basina ve kombine
olarak, DU 145 hiicre canliliklarinda, negatif kontrole kiyasla, konsantrasyona bagimli
anlaml1 azalislara sebep oldugu saptand1 (p<0,05) (Sekil 4.16). Ozellikle, ekstrenin 66
ve 99 pg/ml’lik dozlarinda, paklitakselin ise 0,002 ve 0,004 pg/ml’lik dozlarinda
dikkate deger sitotoksik etkiler gozlendi. Bunun aksine; kombinasyon gruplarinin,
ekstrenin veya paklitakselin DU 145 hiicrelerinde tek basina neden oldugu sitotoksik
etkinligi belirgin sekilde azalttig1 tespit edildi. 33+0,002 pg/ml ve 33+0,004 pg/ml
kombinasyon gruplarinda, ekstrenin paklitakselin etkisini zayiflattigi bulundu. Benzer
sekilde; sitotoksik 66 ve 99 pg/ml’lik ekstre dozlart ve sitotoksik etkisi bulunmayan
0,001 pg/ml’lik paklitaksel dozu ile olusturulan kombinasyon gruplarinda, ilacin,
ekstrenin aktivitesini baskiladigi belirlendi. Tek baslarina sitotoksik etki olusturan diger
ekstre ve paklitaksel dozlarinin DU 145 hiicrelerine birlikte uygulandiginda bu etkinin

kayboldugu gozlendi.
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Sekil 4.16. DU 145 hiicrelerine 72 saat boyunca ekstre ve paklitaksel
kombinasyonlarinin uygulanmasi sonrasinda hiicre canliliginin SRB testiyle elde edilen
doza bagli olarak degisimi. NK, ekstre ve paklitaksel uygulanmayan (0 pg/ml) negatif
kontrol grubunu ifade etmektedir. Her bir veri noktast 3 bagimsiz kuyucugun
ortalamasini temsil etmektedir. * Aym1 zaman dilimi i¢inde negatif kontrole gore; 0
ekstreye gore; # paklitaksele gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamliligi
(p<0,05) ifade etmektedir.
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PC-3 hiicre hatt1 icin SRB hiicre canlilik testiyle elde edilen sonuglar incelendiginde,
DU 145 hiicrelerindeki etkilere benzer bulgular tespit edildi. 24 saatlik test sonucuna
gore, ekstrenin ve paklitakselin ayr1 olarak uygulandigi hiicrelerde canlilik oranlarinin
cok diisiik derecelerde degisim gosterdigi belirlenirken (p<0,05), kombinasyon tedavisi
sonrasinda hiicre canliliklarinin (ekstre veya paklitaksel uygulanan hiicrelere kiyasla)
nispeten arttig1 gézlendi (Sekil 4.17). 66+0,001 pg/ml ve 66+0,002 pg/ml kombinasyon
tedavileri disinda tiim gruplarda, hiicre canliliklarindaki azalislarin negatif kontrole gore
anlaml1 oldugu bulundu (p<0,05). Fakat, kombinasyon gruplarindaki bu degisimin genel
olarak anlamli olmadig1 goriildii (p<0,05).

PC-3 | SRB Testi | 24 Saat
120 - 0o 0 I
* Sk =
TR s
~ * o * *
S & B * * *: ) :[
S i B ok
\E-/ 80 } &
o 60 -
2 w0
®)
20 A
E B B j
0 < . ’ ’ & 1] 4 3
N NN T g0 O ANNOT TN AT
% NOOMOO MO 50V 0VWOOUVWOOAANDONNDO OO 5
S e RBe Ea8 S% ohe B 58 2He
+ -+ ¥ + + + - + s
o ™ & © ) ) o o o
o o P © © © o) = &
DOZ (ng/ml)
Ekstre: 33-66-99 pg/ml
Paklitaksel: 0,001-0,002-0,004 pg/mi

Sekil 4.17. PC-3 hiicrelerine 24 saat boyunca ekstre ve paklitaksel kombinasyonlarinin
uygulanmas1 sonrasinda hiicre canliliinin SRB testiyle elde edilen doza bagli olarak
degisimi. NK, ekstre ve paklitaksel uygulanmayan (0 pg/ml) negatif kontrol grubunu
ifade etmektedir. Her bir veri noktast 3 bagimsiz kuyucugun ortalamasini temsil
etmektedir. * Ayn1 zaman dilimi i¢inde negatif kontrole gore; 0 ekstreye gore; #
paklitaksele gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamliligi (p<0,05) ifade
etmektedir.
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48 saat sonra, negatif kontrol ile karsilastirildiginda, sadece ekstre veya sadece
paklitaksel ile muamele edilen PC-3 hiicrelerinin canliliklarinda doza bagli anlamli
azalmalar saptanmasina karsin (p<0,05) sitotoksik etki varligi belirlenemedi (Sekil
4.18). Bu siire zarfinda, yalnizca 33+0,002 pg/ml kombinasyonunda hiicre canliliginin
kismen diistiigli ve zayif bir sinerjik etkinin s6z konusu oldugu goriildii. Ekstrenin ve
paklitakselin birarada kullanildigi diger kombinasyon gruplarinda ise, bilesiklerin tek
baslarina sergiledikleri etkilerinin kayboldugu ve hiicrelerin canliliklarini koruduklar

tespit edildi.
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Sekil 4.18. PC-3 hiicrelerine 48 saat boyunca ekstre ve paklitaksel kombinasyonlarinin
uygulanmasi sonrasinda hiicre canliliginin SRB testiyle elde edilen doza bagli olarak
degisimi. NK, ekstre ve paklitaksel uygulanmayan (0 pg/ml) negatif kontrol grubunu
ifade etmektedir. Her bir veri noktast 3 bagimsiz kuyucugun ortalamasini temsil
etmektedir. * Ayn1 zaman dilimi i¢inde negatif kontrole gore; 0 ekstreye gore; #
paklitaksele gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamliligi (p<0,05) ifade
etmektedir.
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Ekstre, paklitaksel ve bu bilesiklerin kombinasyonlar1 ile 72 saat boyunca muamele
edilen PC-3 hiicrelerinin canlilik degerlerindeki etkiler incelendiginde, daha onceki
sonuglara benzer verilerin elde edildigi goriildii. Ekstrenin, paklitakselin ve bu
bilesiklerin kombinasyonlarinin, PC-3 hiicre canliliklarinda, negatif kontrole kiyasla,
anlamli azaliglara neden oldugu bulundu (p<0,05). Bu tedavi siiresi sonunda, ekstre i¢in
99 ng/ml’lik dozda; paklitaksel igin ise 0,004 pg/ml’lik dozda dikkate deger sitotoksik
etkiler gozlendi (p<0,05) (Sekil 4.19). Ekstrenin ve paklitakselin, farkli dozlar ile
olusturulan kombinasyon gruplarinda, hiicre canliliklarinin yiikseldigi ve hiicrelerin

kombinasyon tedavisine daha direngli hale geldikleri belirlendi.
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Sekil 4.19. PC-3 hiicrelerine 72 saat boyunca ekstre ve paklitaksel kombinasyonlarinin
uygulanmas1 sonrasinda hiicre canliliinin SRB testiyle elde edilen doza bagli olarak
degisimi. NK, ekstre ve paklitaksel uygulanmayan (0 pg/ml) negatif kontrol grubunu
ifade etmektedir. Her bir veri noktast 3 bagimsiz kuyucugun ortalamasini temsil
etmektedir. * Ayn1 zaman dilimi i¢inde negatif kontrole gore; 0 ekstreye gore; #
paklitaksele gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamliligi (p<0,05) ifade
etmektedir.
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Kombinasyon tedavisine maruz birakilan DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin SRB hiicre
canlilik testi sonuglarina gore hesaplanan ICsy degerleri Cizelge 4.10°da sunuldu.
Sitotoksik (>1Csp) ve sitotoksik olmayan (<ICsp) ekstre (E kodlu) ve paklitaksel dozlari
ile olusturulan kombinasyon gruplarinin higbirinde sitotoksik aktiviteye dair bulgular
elde edilmedi. Bu sebeple; 24, 48 ve 72 saatlik tedavi sonrasi, DU 145 ve PC-3
hiicrelerinde kombinasyon tedavisi i¢in ICsy dozu hesaplanmadi (>99+0,004 pg/ml).

Cizelge 4.10. Kombinasyon tedavisinin SRB testiyle hesaplanan ICsy dozlari

1Cso Dozlar1 (ng/ml)
24 Saat 48 Saat 72 Saat
DU 145 >99+0,004 >99+0,004 >99+0,004
PC-3 >99+0,004 >99+0,004 >99+0,004

XTT hiicre canlilik testi bulgular:

DU 145 ve PC-3 prostat kanseri hiicrelerinde, ekstre ve paklitaksel kombinasyonlarinin
24, 48 ve 72 saatlik etkileri XTT hiicre canlilik yontemiyle dogrulandi. 24 saatlik tedavi
sonrasi, ekstrenin ve paklitakselin tek baslarina uygulandigt DU 145 hiicrelerinde
canliliklarin, negatif kontrol ile karsilastirildiginda, doza bagh olarak azaldig1 gézlendi
(p<0,05) (Sekil 4.20). 66+0,001 pg/ml, 66+0,004 pg/ml ve 99+0,001 pg/ml
kombinasyon gruplari1 ile muamele edilen hiicrelerin canliliklarindaki diistisler, negatif
kontrole gore anlamli olarak kabul edildi (p<0,05). Bu iki bilesigin farkli dozlarla
olusturulan kombine etkileri analiz edildiginde; ekstreye veya paklitaksele gore, hiicre
canliliklarinda artiga dayali bir etki saptandi. Bu sebeple, ekstre ve paklitaksel
kombinasyonlarinin hiicre canliliklari iizerinde sitotoksik agidan zayif etkilere yol ac¢tig

acikca sOylenebilmektedir.
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DU 145 | XTT Testi | 24 Saat
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Sekil 4.20. DU 145  hiicrelerine 24 saat boyunca ekstre ve paklitaksel
kombinasyonlarinin uygulanmasi sonrasinda hiicre canliliginin XTT testiyle elde edilen
doza bagli olarak degisimi. NK, ekstre ve paklitaksel uygulanmayan (0 pg/ml) negatif
kontrol grubunu ifade etmektedir. Her bir veri noktast 3 bagimsiz kuyucugun
ortalamasini temsil etmektedir. * Aynm1 zaman dilimi i¢inde negatif kontrole gore; 0
ekstreye gore; # paklitaksele gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamliligi
(p<0,05) ifade etmektedir.

48 saat siiren tedavi sonrasi, hem ekstrenin hem de paklitakselin ayri olarak, hiicre
canliliklarini, negatif kontrole kiyasla, doza bagli anlamli bir sekilde azalttig1 belirlendi
(p<0,05). Sekil 4.21’de verildigi gibi, ekstrenin 99 pg/ml konsantrasyonunda,
paklitakselin ise 0,004 pg/ml konsantrasyonunda DU 145 hiicrelerine karsi sitotoksik
aktivitelerin s6z konusu oldugu goriilmektedir. Ancak DU 145 hiicreleri, bu bilesiklerin
farkli dozlardaki kombinasyonlar1 ile 48 saat boyunca tedaviye birakildiktan sonra, tek
baslarina olan etkinliklerinin yok oldugu belirlendi. Biitiin kombinasyon gruplarinda,
hiicre canlilik oranlarimin %350’nin altina diismedigi saptandi. Dolayisiyla, ekstre-
paklitaksel kombinasyonlarinin, DU 145 hiicre hatti {lizerinde sitotoksik bakimdan

etkisiz kaldig1 goriildii.
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DU 145 | XTT Testi | 48 Saat
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Sekil 4.21. DU 145 hiicrelerine 48 saat boyunca ekstre ve paklitaksel
kombinasyonlarimin uygulanmasi sonrasinda hiicre canliliginin XTT testiyle elde edilen
doza bagli olarak degisimi. NK, ekstre ve paklitaksel uygulanmayan (0 pg/ml) negatif
kontrol grubunu ifade etmektedir. Her bir veri noktast 3 bagimsiz kuyucugun
ortalamasini temsil etmektedir. * Aym1 zaman dilimi i¢inde negatif kontrole gore; 0

ekstreye gore; # paklitaksele gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamlilig
(p<0,05) ifade etmektedir.

72 saatlik tedavinin ardindan; ekstrenin, DU 145 hiicre canliliklarinda negatif kontrole
gore, doza bagimli sekilde anlamli azalmalar gosterdigi tespit edilirken (p<0,05), sadece
en yiiksek iki konsantrasyonda (66 ve 99 pg/ml) sitotoksik etki saptandi (Sekil 4.22).
Benzer olarak, paklitakselin DU 145 hiicre canliliklarini, negatif kontrole kiyasla, doza
bagimli olarak ve anlamli sekilde azalttig1 ve test edilen dozlar arasinda sadece 0,004
pg/ml’lik en yiliksek dozun sitotoksik oldugu incelendi. Kombinasyon tedavisi sonrasi,
ekstre ve paklitaksel igin ayri olarak elde edilen canlilik degerlerinden daha yiiksek
canlilik yiizdeleri elde edildi. DU 145 hiicrelerine ait canlilik oranlari; 99 pg/ml
ekstrede %4,28 olarak, 0,004 pg/ml paklitakselde %30,76 olarak hesaplanmasina karsin,
bu dozlarin kombinasyonunda hiicre canliliginin %95,91 olarak o6l¢iilmesi, bu ¢alisma

icin dikkat ¢ekici bir bulgudur. Bu veriler dogrultusunda; DU 145 hiicrelerinin, ekstreye
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ve paklitaksele karst kombinasyon durumundaki duyarliliklarinin azaldigi ve tedaviye

daha direngli hale geldikleri soylenebilmektedir.
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Sekil 4.22. DU 145 hiicrelerine 72 saat boyunca ekstre ve paklitaksel
kombinasyonlarinin uygulanmasi sonrasinda hiicre canliliginin XTT testiyle elde edilen
doza bagli olarak degisimi. NK, ekstre ve paklitaksel uygulanmayan (0 pg/ml) negatif
kontrol grubunu ifade etmektedir. Her bir veri noktast 3 bagimsiz kuyucugun
ortalamasini temsil etmektedir. * Ayn1 zaman dilimi i¢inde negatif kontrole gore; 0
ekstreye gore; # paklitaksele gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamlilig
(p<0,05) ifade etmektedir.
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Ekstre, paklitaksel ve bu bilesiklerin kombinasyonu ile 24, 48 ve 72 saatlik tedavi
sonrast XTT testiyle elde edilen sonuglara gore, DU 145 hiicrelerinde incelenen
etkilerin PC-3 hiicreleri i¢in de gegerli oldugu goriildii. Sekil 4.23’de 6zetlendigi gibi,
24 saat sonra, ekstrenin ve paklitakselin ayri olarak, PC-3 hiicre canliliklarini doza bagli
sekilde azalttig1 ancak bu tedavi siiresinde sitotoksik anlamda etkinlik gosteremedikleri
belirlendi (p<0,05). Ekstrenin ve paklitakselin kombine etkileri analiz edildiginde; hiicre
canlilik oranlarinin, negatif kontrol canliligina (%100) yakin hatta bu degerin tizerinde
oldugu goriildii. Daha oOnce elde edilen sonucglara paralel olarak, bu iki bilesigin
kombine halde PC-3 hiicrelerine uygulanmasinin potansiyel etkilerde kayiplara yol

actig1 sdylenebilmektedir.
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Sekil 4.23. PC-3 hiicrelerine 24 saat boyunca ekstre ve paklitaksel kombinasyonlarinin
uygulanmasi sonrasinda hiicre canliliginin XTT testiyle elde edilen doza bagh olarak
degisimi. NK, ekstre ve paklitaksel uygulanmayan (0 pg/ml) negatif kontrol grubunu
ifade etmektedir. Her bir veri noktast 3 bagimsiz kuyucugun ortalamasini temsil
etmektedir. * Aymi zaman dilimi i¢inde negatif kontrole gore; 0 ekstreye gore; #
paklitaksele gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamliligi (p<0,05) ifade
etmektedir.
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48 saatlik tedaviyi takiben negatif kontrol ile kiyaslandiginda, hem ekstrenin hem de
paklitakselin PC-3 hiicre canliliklarinda doza bagl olarak anlamli azalislara neden
oldugu gozlendi (p<0,05) (Sekil 4.24). Ekstrenin ve paklitakselin 48 saat boyunca tek
baglarina gosterdikleri etkiler incelendiginde, sadece ekstrenin 99 pg/ml’lik
konsantrasyonunun sitotoksik aktiviteye sahip oldugu belirlendi. PC-3 hiicrelerinde,
farkli dozlarla olusturulan biitiin kombinasyon gruplarinda, ekstrenin veya paklitakselin
aktivitesini azaltic1 yonde etkilesimler belirlendi. 48 saat boyunca, sadece 99 pg/ml
ekstre ile tedaviye birakilan hiicrelerde gozlemlenen sitotoksik aktivitenin, toksik
olmayan paklitaksel dozlartyla kombinasyonun da baskilanmasi, bu calismada elde

edilen sasirtic1 bir sonugtur.
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Ekstre: 33-66-99 pg/ml
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Sekil 4.24. PC-3 hiicrelerine 48 saat boyunca ekstre ve paklitaksel kombinasyonlarinin
uygulanmasi sonrasinda hiicre canliliginin XTT testiyle elde edilen doza bagh olarak
degisimi. NK, ekstre ve paklitaksel uygulanmayan (0 pg/ml) negatif kontrol grubunu
ifade etmektedir. Her bir veri noktast 3 bagimsiz kuyucugun ortalamasini temsil
etmektedir. * Aymi zaman dilimi i¢inde negatif kontrole gore; 0 ekstreye gore; #
paklitaksele gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamliligi (p<0,05) ifade
etmektedir.
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XTT hiicre canlilik testiyle analiz edilen 72 saatlik sonuglar, benzer olarak Onceki
bulgulart isaret etmektedir. Ekstre veya paklitaksel tedavisine baglh olarak,
konsantrasyon arttikga PC-3 hiicre canliliklarinin anlamli 6lgiide azaldigi bulundu
(p<0,05) (Sekil 4.25). Ekstre igin 66 ve 99 ug/ml’lik dozlarda sitotoksik etki
gozlenirken, paklitaksel igin yalnizca en yiiksek doz olan 0,004 pg/ml’lik dozda
sitotoksik etki elde edildi. Bu verilerin aksine; ekstrenin ve paklitakselin kombine
edildikleri zaman PC-3 hiicrelerine kars1 tek baslarina olan etkilerinden farkli etkiler
sergiledikleri ve hiicrelerin kombinasyon tedavisine diren¢ kazandiklar1 tespit edildi.
Ozellikle, tek baslarma sitotoksik etki gosteren ekstre ve ilag dozlarinmn
kombinasyonlart (66+0,004 pg/ml ve 99+0,004 pg/ml) i¢in elde edilen bulgular daha
ilgi ¢ekicidir. Bu dozlarda kurulan kombinasyonlarin, PC-3 hiicrelerinin canlilik

oranlarini azaltma yerine arttirmaya yonelik bir etki gostermesi dnemli bir bulgudur.
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Sekil 4.25. PC-3 hiicrelerine 72 saat boyunca ekstre ve paklitaksel kombinasyonlarinin
uygulanmasi sonrasinda hiicre canliligmin XTT testiyle elde edilen doza bagli olarak
degisimi. NK, ekstre ve paklitaksel uygulanmayan (0 pg/ml) negatif kontrol grubunu
ifade etmektedir. Her bir veri noktasi 3 bagimsiz kuyucugun ortalamasini temsil
etmektedir. * Aymi zaman dilimi i¢inde negatif kontrole gore; 0 ekstreye gore; #
paklitaksele gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamliligi (p<0,05) ifade
etmektedir.
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Kombinasyon tedavisine maruz birakilan DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin XTT hiicre
canlilik testi sonuglarina gore hesaplanan ICsy degerleri Cizelge 4.11°de sunuldu.
Sitotoksik (>I1Csp) ve sitotoksik olmayan (<ICsp) ekstre (E kodlu) ve paklitaksel dozlar
ile olusturulan kombinasyon gruplarmin higbirinde sitotoksik aktiviteye dair bulgular
elde edilmedi. Bu sebeple; 24, 48 ve 72 saatlik tedavi sonrasi, DU 145 ve PC-3
hiicrelerinde kombinasyon tedavisi i¢in ICsy dozu hesaplanmadi (>99+0,004 pg/ml).

Cizelge 4.11. Kombinasyon tedavisinin XTT testiyle hesaplanan 1Csy dozlart

1Cso Dozlar1 (ng/ml)
24 Saat 48 Saat 72 Saat
DU 145 >99+0,004 >99+0,004 >99+0,004
PC-3 >99+0,004 >99+0,004 >99+0,004

Ozetlemek gerekirse; tez ¢alismasinin bu asamasinda, en giiglii sitotoksik aktiviteyi
sergileyen E kodlu ekstrenin, prostat kanseri tedavisinde kullanilan kematerapdtik bir
ila¢ olan paklitaksel ile kombinasyonunun, DU 145 ve PC-3 hiicreleri tizerindeki olasi
sinerjik etkisi arastirildi. Kombinasyon analizi, DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin canlilik
oranlarindaki degisimler temel alinarak yiiriitiildii. Bu amagcla; 24, 48 ve 72 saatlik
tedavi siireleri sonunda SRB hiicre canlilik testiyle belirlenen sonuglar, XTT hiicre
canlilik testiyle dogrulandi. Bu testlerden elde edilen verilerin birbiriyle uyumlu oldugu
goriildii. Ancak, ulagilmak istenen sonugtan farkli olarak, kombinasyon gruplarinin
tiimiinde her iki hiicre hatt1 i¢in de sinerjik etki belirlenemedi. Buna karsilik; kombine
edilen ekstre ve paklitaksel arasinda, ‘antagonistik etki’ olarak adlandirilabilecek
etkilesim sonucu sozii edilen bilesiklerin aktivitelerinde azalma tespit edildi. Bu etkinin
bir sonucu olarak, DU 145 ve PC-3 hiicrelerinde kombinasyon tedavisi igin ICsg

degerleri hesaplanamadi.
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4.2.6. Hiicre morfolojilerindeki degisikliklere iliskin bulgular

Ham ekstrelerin, kaba fraksiyonlarin, unotein B’nin, paklitakselin ve kombinasyon
gruplariin 24, 48 ve 72 saat siireyle DU 145 ve PC-3 hiicrelerinde neden oldugu
morfolojik degisiklikler, inverted mikroskop altinda (x10’luk biiyiitmede) analiz edildi.
Hiicrelerin adezyon ve konfluensi durumlarindaki degisiklikler, sekillerindeki ve
boyutlarindaki farkliliklar, negatif kontrol hiicreleri ve %0,1 konsantrasyonda DMSO

uygulanmis hiicreler ile karsilastirildi.

Ham ekstrelerin DU 145 ve PC-3 hiicre hatlan iizerine etkileri

Ham ekstreler (A, B, C, D, E, F, G, H ve K kodlu) ile 24 saatlik tedaviden sonra,
ozellikle 100 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda, DU 145 ve PC-3 hiicrelerinde 6nemli
degisiklikler analiz edildi (Sekil 4.26). Ekstrelerin daha diisiik konsantrasyonlarinda,
sitotoksisiteyi isaret eden 6nemli morfolojik degisimler incelenmedi. DU 145 ve PC-3
hiicrelerinde E kodlu ekstrenin, taranan tim ekstreler arasinda en giiclii sitotoksik
aktiviteyi sergileyen ekstre oldugu mikroskobik analizle de dogrulandi. E kodlu ekstre
ile 24 saatlik tedaviden sonra, negatif kontrol hiicreleri ve DMSO (%0,1) uygulanmis
hiicrelere kiyasla, proliferasyonun biiyiik 6l¢iide azaldigi ve 6lii hiicre sayilarinin arttig
goriildii. E kodlu ekstrenin 100 pg/ml’lik dozunda, hiicre adezyonlarinin zayifladig: ve
hiicrelerin epitelyal morfolojilerini kaybetmeye basladiklar1 goriildii. E kodlu ekstrenin
200 pg/ml’lik dozunda ise, hiicre boyutlarinin kiiciildiigii ve hiicrelerin yuvarlak sekil
aldiklart gorilldii. Diger ekstrelerin, ozellikle 200 pg/ml’lik dozlarinda, hiicre
morfolojilerinin kismen degistigi gozlemlendi. Negatif kontrol ve DMSO (%0,1) ile

muamele edilmis hiicrelerin ise, sekil ve biiylikliik bakimindan normal olduklar1 ve

canliliklarini koruduklar incelendi.
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DU 145 HUCRE HATTI PC-3 HUCRE HATTI
Negatif Kontrol DMSO (%0,1) Negatif Kontrol DMSO (%0,1)
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Sekil 4.26. Ham ekstrelerin farkli konsantrasyonlar1 (100 ve 200 pg/ml) ile 24 saatlik
tedaviden sonra DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin morfolojik goriintiileri (x10)
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48 saatlik tedaviden sonra, E kodlu ekstrenin, DU 145 ve PC-3 hiicreleri iizerinde
onemli Olgiide sitotoksik oldugu mikroskobik olarak degerlendirildi (Sekil 4.27). E
kodlu ekstrenin hem 200 pg/ml’lik hem de 100 pg/ml’lik dozunda, DU 145 ve PC-3
hiicre yogunluklarinin, negatif kontrole ve DMSO (%0,1) ile muamele edilmis hiicrelere
gore oldukca azaldig1 gbzlendi. Hiicrelerin adezyon yeteneklerini kaybetmelerine bagli
olarak yuvarlaklastiklar1 ve kii¢tildiikleri incelendi. DU 145 ve PC-3 hiicre yapilarindaki
bu degisiklikler, E kodlu ekstrenin 200 pg/ml’lik dozunda daha belirgindir. D, G, H ve
K kodlu ekstreler, 100 ve 200 ug/ml’lik konsantrasyonlarda DU 145 ve PC-3 hiicre
morfolojilerinde dikkate deger degisimler gosterdi. Negatif kontrol ve DMSO (%0,1)
kontrolii ile karsilastirildiginda; hiicre sayilarimin azaldigi, epitelyal morfolojilerin
kaybolmaya basladigi ve bu ekstrelerin, 6zellikle 200 pg/ml’lik dozlarinda, hiicrelerin
kiigiik ve yuvarlak yapida olduklar1 incelendi. A, B, C ve F kodlu ekstrelerin, DU 145
ve PC-3 hiicre proliferasyonlarin1 baskiladigi gozlense de, hiicre dliimlerinin diger
ekstrelerin uygulandig: hiicrelere nazaran daha az oldugu belirlendi. Negatif kontrol ve
DMSO (%0,1) uygulanmis hiicrelerin ise, sekil ve biiyiiklik bakimindan diizenli

olduklar1 ve canliliklarini kaybetmeden ¢ogalmaya devam ettikleri goriildii.
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Negatif Kontrol DMSO (%0,1) Negatif Kontrol DMSO (%0,1)
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Sekil 4.27. Ham ekstrelerin farkli konsantrasyonlar1 (100 ve 200 pg/ml) ile 48 saatlik
tedaviden sonra DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin morfolojik goriintiileri (x10)
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Daha uzun siireli tedavinin sonucu olarak; 72 saat sonra, ham ekstrelerin DU 145 ve
PC-3 hiicrelerinde gozle goriiliir farkliliklagmalara neden oldugu tespit edildi (Sekil
4.28). Hiicre fotograflarindan da anlasildig: iizere; E kodlu ekstre, tedavi siiresince en
giiclii sitotoksik aktiviteyi sergileyen ekstre oldu. Bu ekstrenin 100 ve 200 pg/ml’lik
konsantrasyonlarinda, tiim hiicrelerin canliliklarin1 kaybettigi ve kiiltiir ylizeyinden
ayrildiklari, bundan dolay1 kiigiik, yuvarlak yapili hiicrelerin besiyeri i¢inde ylizdigi
gozlendi. Bu etkinin, iki hiicre hattinda da gegerli oldugu goriildi. DU 145 ve PC-3
hiicrelerinde, E kodlu ekstreden sonra giiclii sitotoksik etkinlik gosteren ekstrelerin D,
G, H ve K kodlu ekstreler oldugunu hiicresel yapilarda gozlenen degisimler kanitlar
niteliktedir. A, B, C ve F kodlu ekstreler ile muamele edilen DU 145 ve PC-3 hiicreleri
mikroskobik olarak analiz edildiginde; hiicre yogunlugunun negatif kontrole veya
DMSO (%0,1) kontroliine gore azaldigi, hiicrelerin epitelyal morfolojilerinin
bozulmaya basladigr ve kimi hiicrelerin kii¢iik, yuvarlak yapi1 kazandiklar1 goriindii.
Sozii edilen ekstreler arasinda en iyi etkiyi C kodlu ekstrenin gdsterdigi belirlendi. Tiim
ham ekstrelerin diger dozlarinda (<100 pg/ml), DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin
morfolojileri i¢in bariz sitotoksisite belirtileri gdzlenmedi. Negatif kontrol hiicrelerinin
ve DMSO (%0,1) uygulanmis hiicrelerin ise 72 saat boyunca normal sekillerini ve
boyutlarni1 koruduklar1 incelendi. Bu bulgu, DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin nispeten
uzun bir siire gibi goriinen 72 saat sonunda dahi canliliklarin1 koruduklarini ve yiiksek

oranda ¢ogalmaya devam ettiklerini gozler Oniine sermektedir.
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DU 145 HUCRE HATTI PC-3 HUCRE HATTI
Negatif Kontrol DMSO (%0,1) Negatif Kontrol DMSO (%0,1)
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Sekil 4.28. Ham ekstrelerin farkli konsantrasyonlar: (100 ve 200 pg/ml) ile 72 saatlik
tedaviden sonra DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin morfolojik goriintiileri (x10)
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Kaba fraksiyonlarin DU 145 ve PC-3 hiicre hatlari iizerine etkileri

Kaba fraksiyonlar (E1, E2, E3 ve E4 kodlu) ile 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibe edilen
DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin morfolojik degisikliklerini analiz etmek {izere, inverted
mikroskop (x10’luk biiyiitmede) kullanilarak temsili fotograflar ¢ekildi. Hiicrelerdeki
degisimler, negatif kontrol hiicreleri ve %0,1 konsantrasyonda DMSO uygulanmis
hiicreler ile kiyaslandi. 100 pg/ml konsantrasyondaki E2 kodlu fraksiyon ile 24 saatlik
tedaviden sonra, DU 145 hiicrelerinin konfluensi diizeyinin biiyiik oranda azaldig1 ve
hiicrelerin adezyon yeteneklerini kaybederek yuvarlaklasmaya basladiklar1 goriildii.
Diger fraksiyonlarin (E1, E3 ve E4) uygulandigt DU 145 hiicrelerinde belirgin
morfolojik degisimler saptanmadi. PC-3 hiicreleri icin c¢ekilen fotograflar analiz
edildiginde, benzer etkilerin s6z konusu oldugu belirlendi. 24 saatlik tedaviyi takiben,
E2 kodlu fraksiyonun (100 pg/ml), PC-3 hiicre yogunlugunu ciddi bir sekilde diistirdiigi
incelendi. Kalan fraksiyonlarin (E1, E3 ve E4), PC-3 hiicrelerine kars1 24 saatte etkili
olmadig gozlendi (Sekil 4.29).
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DU 145 HUCRE HATTI PC-3 HUCRE HATTI
Negatif Kontrol DMSO (%0,1) Negatif Kontrol DMSO (%0,1)
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Sekil 4.29. Kaba fraksiyonlar (100 pg/ml) ile 24 saatlik tedaviden sonra DU 145 ve
PC-3 hiicrelerinin morfolojik goriintiileri (x10)

48 saatlik tedaviyi takiben, E2 kodlu fraksiyonun 100 pg/ml’lik konsantrasyonunda, DU
145 hiicrelerinin yogunluklarinin diistiigii ve bazi hiicrelerin, adezyonlarinin azalmasi
sonucu kiigiikk ve yuvarlak morfoloji kazandiklar1 goriildii. E4 kodlu fraksiyon (100
pg/ml) ile muamele edilen DU 145 hiicrelerinin bir kisminin 24. saate gore daha
yuvarlak ve kiiciik yapida oldugu tespit edildi. DU 145 hiicrelerinde, sitotoksik etkiyi
gosteren bu tiir morfolojik degisikliklerin E1 ve E3 kodlu fraksiyonlarin varliginda daha
zayif oldugu gbzlemlendi. 48 saatlik tedavi sonrasi, E2 kodlu fraksiyonun 100 pg/ml’lik

dozda, PC-3 hiicre sayisin1 kayda deger oranda diisiirdiigii analiz edildi. Hiicrelerin
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nerdeyse tamaminin epitelyal morfolojilerinin bozularak kiiciik ve yuvarlak yap1
kazandiklar1 incelendi. PC-3 hiicrelerinde, E2 kodlu fraksiyona en yakin etkiyi E3 kodlu
fraksiyonun sergiledigi goriildii. E3 kodlu fraksiyon (100 pg/ml) varliginda, hiicre
adezyonlarinin zayifladigi ve kimi hiicrelerin yuvarlaklasmaya basladiklar1 goriildii. E4
kodlu fraksiyonun (100 pg/ml) ise, konfluensi derecesinde dikkate deger azalmaya
neden oldugu bulundu. Bahsedilen morfolojik etkiler, E1 kodlu fraksiyon icin 48. saatte
gozlenmedi (Sekil 4.30).

DU 145 HUCRE HATTI PC-3 HUCRE HATTI
Negatif Kontrol DMSO (%0,1) Negatif Kontrol DMSO (%0,1)
100 pg/ml 100 pg/ml
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Sekil 4.30. Kaba fraksiyonlar (100 pg/ml) ile 48 saatlik tedaviden sonra DU 145 ve
PC-3 hiicrelerinin morfolojik goriintiileri (x10)
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72 saatlik tedavi sonrasi; E2 kodlu fraksiyonun (100 pg/ml), DU 145 hiicre
yogunlugunda zamana bagli olarak belirgin azalislara yol actig1 gozlendi. Hiicrelerin
cogunlugunun yuvarlak sekilli ve kiigiik boyutlu morfolojide olmasi sitotoksik aktiviteyi
dogrulamaktadir. E3 ve E4 kodlu fraksiyon (100 pg/ml) ile 72 saatlik tedaviden sonra,
48. saate oranla daha fazla yuvarlak morfolojide hiicrelerin incelenmesi nedeniyle giiclii
sitotoksik etki soz konusudur. E1 kodlu fraksiyon (100 pg/ml) uygulanan DU 145
hiicrelerinde sitotoksisiteyi isaret eden morfolojik 6zellikler tespit edilmedi ve hiicre
durumlarinin negatif kontrol hiicrelerine ve DMSO (%0,1) kontrol hiicrelerine benzer
oldugu goriildii. 72 saat sonra, E2 kodlu fraksiyonun (100 pg/ml) PC-3 hiicreleri
tizerinde daha belirgin morfolojik farkliliklara neden oldugu incelendi. Hiicre
yogunlugundaki ciddi azaliglara ilave olarak hiicrelerin kiiciik ve yuvarlak yapida
olmalar giiclii sitotoksik aktiviteyi kanitlar niteliktedir. E3 ve E4 kodlu fraksiyonlarin
100 pg/ml’lik dozlarinda, 48. saate kiyasla daha belirgin morfolojik degisikliklerin
gozlenmekle birlikte, E3 kodlu fraksiyonun uygulandigi grupta daha fazla yuvarlak,
kiigiik yapili hiicre bulunmasi daha iyi sitotoksik etkinin var oldugunu gostermektedir.
E1l kodlu fraksiyon (100 ug/ml) ile 72 saat boyunca tedavi edilen PC-3 hiicrelerinin
morfolojik olarak, negatif kontrol hiicrelerinden ve DMSO (%0,1) kontrol hiicrelerinden
farklilik gostermedigi incelendi. Tim kaba fraksiyonlarin diger dozlarinda (<100
pug/ml), DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin morfolojileri i¢in bariz sitotoksisite belirtileri
gozlenmedi. Negatif kontrol hiicrelerinin ve DMSO (%0,1) uygulanmis hiicrelerin ise

72 saat boyunca normal sekillerini ve boyutlarini koruduklari incelendi (Sekil 4.31).
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DU 145 HUCRE HATTI PC-3 HUCRE HATTI
Negatif Kontrol DMSO (%0,1) Negatif Kontrol DMSO (%0,1)
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Sekil 4.31. Kaba fraksiyonlar (100 pg/ml) ile 72 saatlik tedaviden sonra DU 145 ve
PC-3 hiicrelerinin morfolojik goriintiileri (x10)

Unotein B’nin DU 145 ve PC-3 hiicre hatlar iizerine etkileri

Calisma kapsaminda kullanilan unotein B’nin, DU 145 ve PC-3 hiicrelerinde neden
oldugu morfoloijk degisiklikler inverted mikroskop (x10’luk biiyiitmede) altinda analiz
edildi. Unotein B’nin 80 ug/ml konsantrasyonda, DU 145 ve PC-3 hiicre sayilarinin,
negatif kontrol ve DMSO (%0,1) kontrol hiicrelerine kiyasla, dnemli dl¢iide azaldigi
incelendi. Hiicre adezyonlarinin zayiflamasi ve hiicrelerin yuvarlak morfoloji kazanmasi

ile karakterize olan hiicresel 6liimlerinin zamana bagli olarak arttig1 goriildii.
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Unotein B’nin 160 pg/ml konsantrasyonunda daha giiclii sitotoksik etkilere neden
oldugu, DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin morfolojilerinde incelenen belirgin
degisikliklerden anlasilmaktadir. Unotein B ile 24 saatlik tedavi sonrasi, hem DU 145
hem de PC-3 hiicrelerinin kiiltiirlerdeki yogunluklarinin oldukg¢a azaldigi gézlemlendi.
Bu siirede, hiicrelerin epitelyal 6zelliklerini kaybetmeye basladiklar1 ve bazi hiicrelerin
kiigiik, yuvarlak morfolojiye sahip olduklar1 belirlendi. 72. saatte daha gii¢lii etkiler
gozlenmekle birlikte; 48 ve 72 saatlik tedavileri takiben, DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin
adherent (yapisma) yeteneklerini kaybetmesinin bir sonucu olarak neredeyse tiim
hiicrelerin yuvarlaklastig1 goriildii. Hiicre fotograflarindan da goriildiigii iizere, 24-72
saatlik tedavi araliginda; PC-3 hiicreleri, unotein B maddesine DU 145 hiicrelerinden
daha duyarlidir. Unotein B’nin daha diisiik dozlarinda, iki hiicre hatt1 i¢in sitotoksisiteye
dair belirgin morfolojik degisiklikler gbézlenmedi. Negatif kontrol hiicrelerinin ve
DMSO (%0,1) ile tedaviye birakilmis hiicrelerin ise, inkiibasyon periyodu boyunca

canliliklarini yitirmeden proliferasyonlarina devam ettikleri gortldi (Sekil 4.32).
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Negatif Kontrol
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160 pg/ml
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Sekil 4.32. Unotein B’nin farkli konsantrasyonlari (80 ve 160 pg/ml) ile 24, 48 ve 72
saatlik tedavilerden sonra DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin morfolojik goriintiileri (x10)

148




Paklitaksel’in DU 145 ve PC-3 hiicre hatlar: iizerine etkileri

Calisma kapsaminda pozitif kontrol olarak kullanilan paklitakselin, DU 145 ve PC-3
hiicrelerinin morfolojileri tizerindeki etkileri, inverted mikroskop (x10’luk biiylitmede)
kullanilarak degerlendirildi. Hiicrelere ait mikroskobik goriintiiler Sekil 4.33’de verildi.
Paklitaksel ile 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, konsantrasyon 0,005 pg/ml’ye ulastiginda,
hiicre hatlarinin canliliklarin1 biiyiik oranda kaybettigi kiiciik ve yuvarlak yapih
hiicrelerin varligindan acik¢a anlasilmaktadir. Bu konsantrasyondaki morfolojik
degisimler, DU 145 hiicrelerinde daha belirgindir. 0,01 pg/ml’lik konsantrasyonda, her
iki hiicre hattina karsi sitotoksisiteyi isaret eden belirtiler daha kayda degerdir. 48 saat
sonra, DU 145 hiicre hattinda doza bagl hiicre liimlerinin artis gosterdigi incelendi. Bu
stire zarfinda, PC-3 hiicrelerinde DU 145 hiicrelerine kiyasla daha zayif etkiler tespit
edildi. 0,005 pg/ml’lik paklitaksel dozunda hiicrelerin epitelyal karakterlerini
kaybetmeye basladiklar; 0,01 pg/ml’lik paklitaksel dozunda ise hiicre yogunlugunun
nispeten daha az oldugu ve hiicrelerin yaklasik yarisinin kiiltiir yiizeyinden ayrilmasi
sonucu yuvarlak yapi aldigi goriildii. Paklitakselin farkli dozlari ile 72 saatlik tedavi
sonrasi, DU 145 ve PC-3 hiicrelerinde tespit edilen en iyi sitotoksik aktiviteler
mikroskobik olarak da dogrulandi. iki paklitaksel dozunda da, adhezyon yeteneklerinin
yok olmasindan dolayr kiiltiirdeki tim DU 145 hiicrelerinin besiyeri i¢inde yiizdiigi
belirlendi. PC-3 hiicrelerinde sitotoksik etkiyi gosteren morfolojik degisiklikler; 0,005
pug/ml’lik dozda zayif iken, 0,01 pg/ml’lik dozda daha belirgindir. Paklitakselin artan
dozlara ragmen, hem DU 145 hem de PC-3 hiicrelerinin morfolojilerinde dikkate deger
degisikliklere neden olmadigi mikroskobik olarak da teyit edildi. Ayrica, paklitakselin,
PC-3 hiicrelerine kiyasla, DU 145 hiicrelerinde daha iyi etkinlik gosterdigi analiz edildi.
Negatif kontrol hiicrelerinin ve DMSO (%0,1) ile tedaviye birakilmis hiicrelerin ise,
inkiibasyon periyodu boyunca canliliklarin1 koruyarak c¢ogalmalarimi siirdiirdiikleri

goriildii (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. Paklitakselin farkli konsantrasyonlari (0,005 ve 0,01 pg/ml) ile 24, 48 ve 72
saatlik tedavilerden sonra DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin morfolojik goriintiileri (x10)
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Kombinasyon tedavisinin DU 145 ve PC-3 hiicre hatlari iizerine etkileri

Ham ekstreler arasinda sitotoksik olarak en gii¢lii aktiviteyi sergileyen E kodlu ekstre
ile paklitakselin DU 145 ve PC-3 hiicreleri iizerindeki kombine etkileri inverted
mikroskop (x10’luk biiylitmede) kullanilarak analiz edildi. Bu bolimde yalnizca, E
kodlu ekstre ve paklitaksel i¢in her iki hiicre hattinda da en iyi sitotoksik etkilerin
gozlendigi 99 pug/ml (ekstre) ve 0,004 pg/ml (paklitaksel) konsantrasyonlarin

kombinasyon etkileri verildi.

E kodlu ekstrenin, paklitakselin ve bu iki bilesigin kombinasyonlarinin 24, 48 ve 72
saatlik mikroskobik sonuclar1 incelendiginde; bilesiklerin DU 145 hiicrelerinde tek
baslarina neden oldugu morfolojik degisikliklerin zamanla arttig1, ancak kombinasyon
gruplarinda hiicre &liimiine bagl bu degisimlerin ortadan kalktig1 incelendi. Ozellikle,
ekstrenin ve ilacin en etkin oldugu 72. saatte DU 145 hiicrelerinin konfluensi
durumlarinin 6nemli oranda azaldigi ve besiyeri icinde yiizen yuvarlak yapilt o6li
hiicrelerin var oldugu goriildi. Buna karsilik, kombinasyon grubundaki hiicrelerinin
tamamen farklt morfolojide olduklar1 ve epitelyal karakterlerini koruduklar1 gézlendi.
Bu tespitlerin, diger kombinasyon gruplarinda da s6z konusu oldugu belirtilebilir.
Negatif kontrol hiicrelerinin ve DMSO (%0,1)’e maruz birakilmis hiicrelerin ise 24, 48
ve 72 saat boyunca saglikli olduklar1 ve proliferasyonlarima devam ettikleri goriildii

(Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. Ekstre ve paklitaksel kombinasyonu ile 24, 48 ve 72 saatlik tedavilerden
sonra DU 145 hiicrelerinin morfolojik goriintiileri (x10). E, ekstreyi; PAK, paklitakseli
ifade etmektedir.

152



Kombinasyon tedavisi sonrasi, DU 145 hiicrelerinde elde edilen mikroskobik bulgular,
PC-3 hiicrelerinde de gecerlidir. E kodlu ekstrenin, paklitakselin ve bu iki bilesigin
kombinasyonlarmin 24, 48 ve 72 saatlik mikroskobik sonuglar1 ele alindiginda;
bilesiklerin, ayr1 olarak PC-3 hiicre canliliklarinda zamana bagli 6nemli azalislara neden
oldugu goriildii. Bu etkinin sonucu olarak, hiicre morfolojilerinde belirgin degisiklikler
incelendi. Bunun aksine; kombinasyon gruplarindaki hiicrelerin morfoloji bakimindan
negatif kontrol ve DMSO (%0,1) kontrol gruplarindan farklilik goéstermedigi
mikroskobik olarak analiz edildi. Ekstrenin ve ilacin en aktif oldugu 72 saatlik tedavi
sonrasi, PC-3 hiicre yogunluklarmin dnemli oranda azaldig1 ve besiyeri i¢inde yiizen
yuvarlak yapili 6li hiicrelerin bulundugu goriildii. Buna karsilik, kombinasyon
grubundaki hiicrelerinin epitelyal karakterlerini koruyarak tiim kiiltiir yiizeyini
kapladiklar1 gozlendi. Bu tespitlerin, diger kombinasyon gruplarinda da s6z konusu
oldugu ifade edilebilir. Negatif kontrol hiicrelerinin ve DMSO (%0,1)’e maruz
birakilmis hiicrelerin ise 24, 48 ve 72 saat boyunca canliliklarin1 koruduklart goriildii

(Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. Ekstre ve paklitaksel kombinasyonu ile 24, 48 ve 72 saatlik tedavilerden
sonra PC-3 hiicrelerinin morfolojik goriintiileri (x10). E, ekstreyi; PAK, paklitakseli
ifade etmektedir.
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Ozetle; ham ekstrelerin, kaba fraksiyonlarin, unotein B’nin, paklitakselin ve
kombinasyon gruplarinin (E kodlu ekstretpaklitaksel) hiicre morfolojileri ve canliliklari
tizerindeki etkileri, 24, 48 ve 72 saat sonunda inverted mikroskop kullanilarak
degerlendirildi. Elde edilen sonuglarin dogrulugunu teyit etmek icin hiicre canlilik
testleriyle es zamanli olarak mikroskop fotograflart alindi. Sonug¢ olarak;
DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin mikroskobik analizleri, SRB ve XTT hiicre canlilik

testlerinden elde edilen bulgular destekledigi goriilmektedir.

4.2.7. Kaspazla kirilmis sitokeratin 18 (M30) diizeylerine iliskin bulgular

Test bilesiklerinin DU 145 ve PC-3 hiicrelerine kars1 sitotoksik aktivite gosterdikleri
tespit edildikten sonra, hiicrelerdeki apoptoz miktarini belirlemek amaciyla kaspazla
kirtlmig CK 18 fragmentlerinin (M30) seviyeleri 6l¢iildii. Ekstre (E), fraksiyon (E2),
unotein B, paklitaksel ve kombinasyon (E+paklitaksel) i¢in belirlenen ICsy dozlar ile
24, 48 ve 72 saatlik tedavilerden sonra elde edilen M30 ELISA testi sonuglar1 Sekil
4.36°da verildi. 24 saatlik tedavi sonucu, uygulanan tiim test bilesikleri i¢in DU 145 ve
PC-3 hiicrelerinin M30 antijen diizeylerinde anlamli bir degisim saptanmadi. 48 saat
sonunda; DU 145 hiicrelerinde fraksiyon disindaki tiim test bilesiklerinin, PC-3
hiicrelerinde ise tiim test gruplarinin, negatif kontrole kiyasla, M30 antijen seviyelerinde
artiglara neden oldugu, ancak bu artislarin bariz bir artis seklinde olmadigi belirlendi. 72
saatlik tedavi sonrasi, unotein B haricinde test edilen tiim bilesenlerin, her iki hiicre
hattinin M30 antijen diizeylerinde de 6nemli artiglara sebep oldugu goriildii. Ozellikle,
E kodlu ekstrenin, M30 antijen miktarlar tizerindeki etkileri dikkat ¢ekicidir. DU 145
hiicrelerinde, ekstrenin M30 antijen konsantrasyonlarin1 negatif kontrole gore yaklasik 3
kat arttirdigt gozlenirken, PC-3 hiicrelerindeki degisimin yaklasik 5 kat oldugu
belirlendi. 72 saatlik kombinasyon uygulamasimnin ardindan, DU 145 ve PC-3
hiicrelerindeki M30 antijen seviyelerinin, ekstre ve/veya paklitaksele gore diisiik
oldugunun belirlenmesi, onceki bulgularin dogrulugunu giiclendirmektedir. Sonug
olarak; test bilesikleriyle tedavi sonrasi, negatif kontrole gére M30 antijen diizeyleri
onemli degisimler gosteren DU 145 ve PC-3 hiicrelerinde, kaspazlarin aktivasyonuna

bagli apoptotik siirecin etkin oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.36. 24, 48 ve 72 saat boyunca ekstre (E), paklitaksel, kombinasyon
(E+paklitaksel), fraksiyon (E2) ve unotein B uygulanan DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin

kaspazla kirilmis sitokeratin 18 (M30) diizeyleri
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4.2.8. Floresan mikroskobunda ikili boyama yontemine iliskin bulgular

Hiicre canlilik testi (SRB ve XTT) sonuglarindan hareketle; hiicre 6liim modunu
degerlendirmek icin floresan mikroskobu kullanilarak ikili boyama yontemi (Hoechst
33342 ve propidyum iyodiir) yiiriitildii. Ekstre (E), paklitaksel, kombinasyon
(E+paklitaksel), fraksiyon (E2) ve unotein B igin tespit edilen ICsy dozlar ile 48 saat
boyunca tedavi edilen DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin niikleus morfolojileri ve membran

biitiinliikleri, negatif kontrol gruplari ile karsilastirildi.

Sekil 4.37°de gosterildigi gibi, DU 145 negatif kontrol hiicrelerinin normal ve yuvarlak
niikleus morfolojisine sahip oldugu belirlendi. Ekstre, paklitaksel, kombinasyon,
fraksiyon ve unotein B ile tedavi edilen DU 145 hiicrelerinde ise, piknotik niikleus
ve/veya niikleer kondenzasyon-fragmentasyon gibi apoptoza 6zgii morfolojik 6zellikler
gozlendi. Ozellikle ekstre, fraksiyon ve unotein B’ye maruz birakilan DU 145
hiicrelerinde, Hoechst 33342 boyamasi sonrasi bazi hiicre niikleuslarinin kirmizimsi
renkte olduklar1 goriildi. Nikleuslar1 kirmizi renkte gozlenen hiicreler, membran
biitiinliiklerini kaybeden hiicreler olup propidyum iyodiir boyasinin hiicre igine girmesi
sonucu hiicre niikleuslarinin kirmizi renkte boyandigi incelendi. Bu sebeple, geg
apoptotik/sekonder nekrotik hiicre 6liim modunun etkin oldugu anlasilmaktadir.
Paklitaksel ile muamele edilmis DU 145 hiicrelerinin, apoptozun Kkarakteristik
Ozelliklerini (piknotik niikleus ve/veya niikleer kondenzasyon-fragmentasyon gibi)
gosterdigi belirlendi. Ayrica, bu hiicrelerin propidyum iyodiir i¢in biiyiik oranda pozitif
oldugu saptandi. Bundan dolayi, paklitakselin DU 145 hiicrelerinde geg
apoptotik/sekonder nekrotik hiicre Oliimiine neden oldugu tespit edildi. Ekstre ve
paklitakselin kombine edilerek uygulandigi DU 145 hiicrelerinde, piknotik niikleus
ve/veya niikleer kondenzasyon-fragmentasyon ile nitelendirilen erken apoptotik
hiicrelere rastlanildi. Ekstre ve paklitakselin tek baslarina sergiledikleri etki ile
karsilastirildiginda; kombinasyon grubunda, daha az hiicrenin propidyum iyodiir ile
boyandig goriildii. Bu sonuca gore, kombinasyon grubundaki hiicrelerin agirlikli olarak
erken apoptoza gittigi sdylenebilmektedir. Ozetle; tiim test bilesikleri ile tedavi sonrasi
DU 145  hiicrelerinde gozlenen hiicre oOlim seklinin, genel olarak geg
apoptotik/sekonder nekrotik oldugu belirtilebilmektedir. Bununla birlikte; apoptotik
morfolojiye sahip olan, ancak propidyum iyodiir ile boyanmayan erken apoptoz
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doneminde hiicrelerin varligi da s6z konusudur. Bu verilere ek olarak; ekstre,
paklitaksel, fraksiyon ve unotein B uygulanan DU 145 hiicrelerinde hiicre
yogunlugunun, negatif kontrole kiyasla, yiiksek oranda azaldigi; fakat, kombinasyon
grubundaki hiicre yogunluklarinda kayda deger azalis olmadigi gortildii (Sekil 4.37). Bu

sonuglar, hiicre canlilik testlerinden elde edilen sonuglar ile tutarlilik gostermektedir.
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DU 145 HUCRE HATTI

Hoechst 33342 Propidyum fyodiir

Paklitaksel Ekstre (E) Negatif Kontrol

Kombinasyon
(Ekstre+Paklitaksel)

Fraksiyon (E2)

Unotein B

Sekil 4.37. Ekstre (E), paklitaksel, kombinasyon (E+paklitaksel), fraksiyon (E2) ve
unotein B uygulanan DU 145 hiicrelerinin floresan mikroskobundaki ikili boyama
goriintiileri. Negatif kontrol, test bilesikleri uygulanmayan (0 pg/ml) DU 145 hiicrelerini
ifade etmektedir. — Piknotik niikleus ve/veya niikleer fragmentasyon varligini
gostermektedir.
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PC-3 hiicrelerinin floresan mikroskop goriintiileri incelendiginde; negatif kontrol
hiicrelerinin, normal ve yuvarlak niikleus morfolojisi sergiledigi belirlendi. Ekstre
uygulamasi sonrasi, PC-3 hiicrelerinde piknotik niikleus ve/veya niikleer kondenzasyon-
fragmentasyon gibi apoptoz ile iliskili morfolojik degisimler saptandi. Bununla beraber,
baz1 hiicrelerin membran biitiinliiklerini kaybetmeleri nedeniyle niikleuslarinin
propidyum iyodiir boyast ise boyandiklar1 gozlendi. Bu baglamda; hiicrelerin bir kismi
gec apoptotik/sekonder nekrotik olarak, bir kismi ise erken apoptotik olarak (propidyum
iyodiir negatif oldugu igin) degerlendirildi. Benzer durum, paklitaksel tedavisi
sonrasinda da gozlendi. Ekstre ve paklitaksel kombinasyonuna maruz birakilan PC-3
hiicrelerinin biiyiik bir kisminda, piknotik niikleus ve/veya niikleer kondenzasyon-
fragmentasyon gozlendi. Ancak, propidyum iyodiir i¢in hiicrelerin zayif sinyal
gosterdigi incelendi. Bu sebeple, kombinasyon tedavisiyle muamele edilen hiicrelerde
aktif olan hiicre modunun erken apoptoz oldugu soylenebilmektedir. Fraksiyon ve
unotein B ile tedavi sonrasi, PC-3 hiicrelerinde apoptoz gostergesi olarak piknotik
niikleus ve/veya niikleer kondenzasyon-fragmentasyon varligi gozlemlendi. Ayrica, bu
niikleus morfolojisine sahip hiicrelerin biiyiik bir cogunlugunun propidyum iyodiir i¢in
pozitif oldugu saptandi. Bu kapsamda, hem fraksiyonun hem de unotein B’nin PC-3
hiicrelerinde gec apoptoz/sekonder nekroza neden oldugu acikc¢a belirtilebilmektedir.
Bu bulgularin yan1 sira; test bilesikleriyle tedavi sonrasi PC-3 hiicre yogunluklarinin,
negatif kontrole gore, onemli Ol¢lide azalis gosterdikleri belirlendi. Kombinasyon
grubundaki hiicre yogunluklarinin azalis1 nispeten daha az oldugu goriildi (Sekil 4.38).
Ulasilan sonuglar, hiicre canlilik testlerinden elde edilen bulgular ile tutarli bir egilim
sergilemektedir. Floresan mikroskobunda ikili boyama yontemiyle yapilan analiz
sonucu, DU 145 ve PC-3 hiicrelerinde etkin olan hiicre modunun, genel olarak gec
donem apoptoz/sekonder nekroz oldugu sodylenebilmektedir. Ancak, her iki hiicre
hattina ait mikroskop goriintiilerinde erken dénem apoptotik hiicrelerin varligi da s6z
konusudur. Bu durum, hiicrelerin test bilesiklerine karst duyarlilik derecelerinin farkl
oldugunu gostermektedir. Ekstre veya paklitaksel ile ayri olarak kiyaslandiginda,
kombinasyon gruplarindaki propidyum iyodiir i¢in pozitif olan hiicre sayisinin daha az
olmasi, hiicrelerin kombinasyona diren¢ kazanmalarina ve tedaviye daha ge¢ yanit

olusturmalarina yol agmis olabilir.
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PC-3 HUCRE HATTI

Hoechst 33342 Propidyum iyodiir

Negatif Kontrol

Ekstre (E)

Paklitaksel

Kombinasyon
(Ekstre+Paklitaksel)
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Fraksiyon (E2)

Unotein B

Sekil 4.38. Ekstre (E), paklitaksel, kombinasyon (E+paklitaksel), fraksiyon (E2) ve
unotein B uygulanan PC-3 hiicrelerinin floresan mikroskobundaki ikili boyama
goriintiileri. Negatif kontrol, test bilesikleri uygulanmayan (0 pg/ml) PC-3 hiicrelerini
ifade etmektedir. — Piknotik niikleus ve/veya niikleer fragmentasyon varligini
gostermektedir.
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4.2.9. Gen ekspresyon analizine iliskin bulgular

Ekstre (E), paklitaksel, kombinasyon (ekstre+paklitaksel), fraksiyon (E2) ve unotein B
ile 18 saatlik tedavi sonrasi, DU 145 ve PC-3 hiicrelerinde aktive olan hiicre 6lim
modunu (apoptoz, nekroz ve otofaji) mRNA diizeyinde belirlemek amaciyla kantitatif
ger¢ek zamanli PZR analizi gergeklestirildi. Bu baglamda; hiicre 6liim yolaklarinda kilit
rol istlenen CASP8, CASP10, FADD (apoptoz, ekstrinsik), CASP3, CASP9, CYCS
(apoptoz, intrinsik), PARP1, RIPK1 (nekroz), ATG5, BECNL1 (otofaji) genlerinin
ekspresyon profilleri incelendi. Kantitatif gergek zamanli PZR analizinde kullanilmak
tizere izole edilen RNA’larin miktarlart (ng/ul) ve safliklart (260/280 nm dalga
boyundaki absorbans degerleri) Cizelge 4.12°de gosterildi.

Cizelge 4.12. RNA o6rneklerinin konsantrasyonlar1 ve safliklar

Test Bilesikleri Konsantrasyon (ng/pl) Saflik (260/280)
DU 145 Hiicre Hatt1

Negatif Kontrol 1161,2 2,11
Ekstre (E) 1181,5 2,11
Paklitaksel 984,8 2,13
Kombinasyon (Ekstre+Paklitaksel) 1230,6 2,12
Fraksiyon (E2) 768,5 2,11
Unotein B 798,2 2,11
PC-3 Hiicre Hatti

Negatif Kontrol 1160,6 2,09
Ekstre (E) 1486,7 2,11
Paklitaksel 1506,9 2,11
Kombinasyon (Ekstre+Paklitaksel) 1266,6 2,11
Fraksiyon (E2) 17454 2,12
Unotein B 1529,2 2,13
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Ekstre, paklitaksel ve kombinasyon grubu ile tedaviye birakilan DU 145 hiicrelerinde,
olim yolaklar1 ile iligskili genlerin ekspresyon seviyelerinde anlamli bir degisim
saptanmadi. Buna Kkarsilik; fraksiyon uygulamasinin, sadece apoptozun intrinsik
yolaginda gorevli olan CYCS geninin ekspresyonunu yaklasik 2,5 kat arttirdigr (‘up
regililasyon’) tespit edildi. Bununla birlikte; unotein B ile muamele edilen DU 145
hiicrelerinde, CASP8 ve CASP10 genlerinin (apoptozun ekstrinsik yolaginda gorevli)
ekspresyonlari, sirasiyla 2 ve 2,2 katlik anlamli artis; CASP9 ve CYCS genlerinin
(apoptozun intrinsik yolaginda goérevli) ekspresyonlar ise, sirasiyla 3,4 ve 2,6 kathik

anlamli artig gosterdi (Sekil 4.39).
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Sekil 4.39. DU 145 hiicrelerinde; ekstre (E), paklitaksel, kombinasyon (E+paklitaksel),
fraksiyon (E2) ve unotein B ile tedavi sonras1 hiicre 6liim yolaklar1 ile iliskili genlerin
ekspresyon profilleri
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PC-3 hiicrelerinde; ekstre (E), paklitaksel, kombinasyon (ekstre+paklitaksel), fraksiyon
(E2) ve unotein B ile 18 saatlik tedavinin, hiicre 6liim yolaklarinda (apoptoz, nekroz ve
otofaji) gorevli genlerin ekspresyonlar1 {izerine etkisi degerlendirildiginde, DU 145
hiicrelerinden farkli bulgulara ulasildigi goriildii. Ekstre ve kombinasyon tedavisi
sonrast, otofajik hiicre 6liimii ile iliskilendirilen ATGS geninin ekspresyon diizeylerinde,
yaklagik 3 katlik degisim (‘up regiilasyon’) tespit edildi. Paklitaksel i¢in CASP10
(apoptoz, ekstrinsik), CYCS (apoptoz, intrinsik) ve BECN1 (otofaji) genlerinin;
fraksiyon icin ise CASP10 ve CYCS genlerinin ekspresyon diizeylerinde anlaml
degisim gozlenmekle birlikte, bu degisimin beklenilenin aksine ‘down regiilasyon’
(azalis) seklinde oldugu incelendi. Unotein B’nin, PC-3 hiicrelerinde incelenen genlerin

ekspresyonlari {izerine anlamli bir etkisi belirlenmedi (Sekil 4.40).
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Sekil 4.40. PC-3 hiicrelerinde; ekstre (E), paklitaksel, kombinasyon (E+paklitaksel),
fraksiyon (E2) ve unotein B ile tedavi sonras1 hiicre 6liim yolaklari ile iliskili genlerin
ekspresyon profilleri
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4.2.10. Western blot analizine iliskin bulgular

Ekstre (E), paklitaksel, kombinasyon (ekstre+paklitaksel), fraksiyon (E2) ve unotein B
ile 18 saatlik tedavi sonrasi, DU 145 ve PC-3 hiicrelerinde aktive olan hiicre 6lim
modunu (apoptoz ve otofaji) protein diizeyinde belirlemek amaciyla western blot analizi
gergeklestirildi. Bu kapsamda; kantitatif gercek zamanli PZR analizi sonuglarina gore,
ekspresyon profilleri iki hiicre hattinda anlamli degisiklik gosteren CASP8, CASP10
(apoptoz, ekstrinsik); CASP3, CASP9, CYCS (apoptoz, intrinsik); ATG5 (otofaji)
genlerinin protein ifadelerindeki degisimler arastirildi. Western blotlama kullanilmak
tizere izole edilen total proteinlerin konsantrasyonlart (ug/ml), Cizelge 4.13’de

gosterildi.

Cizelge 4.13. Protein 6rneklerinin konsantrasyonlari

Test Bilesikleri Konsantrasyon (ng/ml)
DU 145 Hiicre Hatt1

Negatif Kontrol 7,86
Ekstre (E) 8,14
Paklitaksel 7,66
Kombinasyon (Ekstre+Paklitaksel) 8,47
Fraksiyon (E2) 6,14
Unotein B 6,60
PC-3 Hiicre Hatti

Negatif Kontrol 7,05
Ekstre (E) 5,56
Paklitaksel 6,69
Kombinasyon (Ekstre+Paklitaksel) 6,72
Fraksiyon (E2) 5,75
Unotein B 6,05

Test bilesiklerinin, DU 145 hiicrelerinde apoptoz ve otofaji ile ilgili proteinlerin
ekspresyonlar1 iizerine etkisi Sekil 4.41°de gosterildi. Ekstre ile tedaviyi takiben;
CASP3, CASP9 ve ATGS protein ekspresyonlarinda, kontrole kiyasla, anlamli artiglar
tespit edildi. Bu bulgular; ekstrenin, DU 145 hiicrelerinde hem apoptozun intrinsik
yolagint hem de otofajiyi aktive ettigini gostermektedir. Paklitakselin ATG5 protein
diizeyinde artisa yol acgtig1 gozlenirken, CASP10 ve CYCS protein ekspresyonlarinda
kismi azaliglara neden oldugu saptandi. Bu verilere dayanarak; paklitakselin, DU 145

hiicrelerinde etkinlestirdigi 6liim modunun otofaji oldugu sdylenebilmektedir. Ekstre ile
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paklitakselin kombine edildigi hiicre grubunda ise; CASP8, CASP3, CASP9 ve CYCS
ifade seviyelerinde, ekstreye kiyasla, azaliglar gdzlemlendi. Bunun yan sira, ekstrenin
ve paklitakselin ayri1 olarak uygulanmasi sonucu ATG5 ekspresyonunda incelenen
artisin, kombinasyon durumunda azaldigi gorildii. Elde edilen bu sonuglar,
kombinasyon durumunda sitotoksik etkinin kayboldugunu ortaya koyan SRB ve XTT
testi bulgularin1 destekler niteliktedir. Kantitatif ger¢ek zamanli PZR analizi
sonuglarindan farkli olarak, fraksiyonun yalnizca CASP3 protein ifadesinde artisa neden
oldugu belirlendi. Bununla birlikte, unotein B ile tedavi sonucu CASP3, CASP9 ve
ATGS5 proteinlerine ait ekspresyon diizeylerinde, kontrole oranla, anlamli artislar
incelendi. Unotein B i¢in western blotlama ile tespit edilen bu bulgularin, gen

ekspresyon sonugclari ile kismen benzerlik tasidig goriilmektedir.

cAsprs  #R TR R e e e

CASPI) w0 s w— —
CASP3 s R S S S
CAsP9. v D W === S Sy

CYCS M S . W s
ATGS v WD e s

B Acin | g D D D D

Sekil 4.41. DU 145 hiicrelerinde; ekstre (E), paklitaksel, kombinasyon (E+paklitaksel),
fraksiyon (E2) ve unotein B ile tedavi sonrasi hiicre o6liim yolaklart ile iliskili
proteinlerin ekspresyon profilleri. Yiikleme kontrolii olarak B-Actin kullanildi.
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PC-3 hiicrelerinde, apoptoz ve otofaji ile iliskili proteinlerin ekspresyon profillerindeki
degisiklikler Sekil 4.42°de gosterildi. Ekstre ile tedavi edilen PC-3 hiicrelerinde,
apoptozun intrinsik yolaginda gorevli CASP9 proteini i¢in sinyal gozlenmezken, ATG5
protein ifadesinde kontrole kiyasla onemli artis tespit edildi. Bu bulgu, hiicrelerde
otofajik Olimiin gerceklestigini gdstermektedir ve gen ekspresyon analizi sonuglarini
desteklemektedir. Paklitaksel tedavisi sonrasi, ekspresyon profilinde gozlenen dikkate
deger tek degisimin, ATGS5 protein ekspresyonundaki artis oldugu incelendi.
Kombinasyon grubu i¢in elde edilen protein bantlar1 incelendiginde, ekstre ve
paklitakselin tek baglarina uygulanmasinda artan ATG5 protein ifadesinin 6nemli 6l¢iide
azaldig1 belirlendi. Bu veri, SRB ve XTT testlerinin sonuglarini dogrulamaktayken;
mRNA (gen) ekspresyon analizi sonuglar ile tutarsiz bir egilim gostermektedir. Buna
karsilik; kombinasyon grubu i¢in CASP8 proteininde, ekstreye veya paklitaksele oranla,
ekspresyon artis1 oldugu saptandi. Bu veri, floresan boyama calismasiyla yiiksek oranda
tespit edilen erken apoptotik hiicreleri isaret etmektedir. Fraksiyon tedavisine maruz
birakilan hiicrelerin ATGS protein ifadesinde artis gozlenmesi, otofajik hiicre 6liim
seklinin varligima dayandirilabilmektedir. Unotein B ile muamelenin, protein
ekspresyon seviyeleri iizerine anlamli bir etkisinin bulunmadigi, gen ekspresyon

sonuglarinda oldugu gibi western blot bulgularinda da incelendi.
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Sekil 4.42. PC-3 hiicrelerinde; ekstre (E), paklitaksel, kombinasyon (E+paklitaksel),
fraksiyon (E2) ve unotein B ile tedavi sonrasi hiicre oliim yolaklar1 ile iliskili
proteinlerin ekspresyon profilleri. Yiikleme kontrolii olarak B-Actin kullanildi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Kanser cagimizin en 6nemli saglik sorunudur. Her yil milyonlarca insan kanser
hastaligina yakalanmakta ve kanser nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir (Anonim 2019a,
Anonim 2020a). Giiniimiizde, kanser insidanst ve mortalite oranlarinda goriilen artisa
paralel olarak kanser alanindaki arastirmalar da giderek hiz kazanmaktadir. Bu
arastirmalarin odaklandigi temel noktalar, tedavi esnasinda karsilasilan problemleri
¢oziime ulastiracak ve tedavide tam basar1 saglayacak etkili tedavi secenekleri

gelistirmektir.

Prostat kanseri, iilkemizde ve diinyada en sik goriilen ikinci kanser tiirtidiir (Anonim
2019a, Anonim 2020a). Multifaktoriyel bir hastalik olan prostat kanserinde, yas almanin
ve aile Oykiisiiniin en 6nemli risk faktorleri olduklar: bildirilmistir (Schulz ve ark. 2003,
Kral ve ark. 2011, Anonim 2013). Prostat kanserinde, hastaligin evresine ve yayilimina
ek olarak hastanin durumu da degerlendirilerek uygun bir tedavi yontemi
planlanmaktadir. Metastaz olgusu bulunmayan ve lokalize haldeki prostat kanserlerinde
radikal prostatektomi olarak da adlandirilan cerrahi miidahale veya radyoterapi
yontemleri kullanilirken, ileri evredeki ve metastaz saptanmis prostat kanserlerinde,
kemoterapi ve hormon tedavisi tek baslarina ya da kombine halde uygulanabilmektedir
(Gilligan ve Kantoff 2002, Schulz ve ark. 2003, Anonim 2019c). Bu tedavi secenekleri
sayesinde, prostat kanserinde sag kalim siireleri uzatilabilmekte ve uygulanan
tedavilerden basar1 elde edilebilmektedir. Buna karsilik; tedaviye cevap vermeme,
diren¢ kazanma gibi etkinligi sinirlandiran durumlar ile karsilagmak, prostat kanseri
tedavisinin basar1 oranini ciddi 6l¢iide diisiirmektedir. Bundan dolayi, giiniimiizde
uygulanan tedavi protokollerinde, tam etkinlik gdsterebilecek ve prostat kanserine 6zgii

aktif kemoterapotik ajanlara gereksinim vardir.

Bitkiler alemi, kanser alanindaki ¢alismalar i¢in her zaman miikemmel bir kaynak
olmustur. Giinlimiizde, klinikte kullanilan bitkisel kokenli ilaglarin yaklasik dortte
ticliniin geleneksel bitki ilaglarindan tiirev almasi, ilag gelistirme siirecinde bitkilerin ne
kadar degerli oldugunun altin1 ¢izmektedir (Eid ve ark. 2015). Bu baglamda, belirli
hastaliklara iyi geldigi diisiiniilerek, tecriibeye dayali olarak yillar boyunca kullanilan

tibbi bitkilerin, etnobotanik veriler dogrultusunda bilimsel olarak degerlendirilmesi
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biiylik onem tagimaktadir. Boylelikle, etnobotanik bilgi birikimleri yeni antikanser
ilaclarin ve etken bilesiklerin kesfedilme siirecine katkida bulunmaktadir. Ayrica,
geleneksel tipta kullanilagelen bitkiler hakkinda elde edilen verilerin bilimsel olarak

ispatlanmasina da olanak tanimaktadir (Baser 1995, Sadikoglu 1998).

Etnobotanik veriler 1s1ginda, hiicre 6liim yolaklarinin (apoptoz, nekroz ve otofaji)
aktivasyonunda etkili olabilecek ve prostat kanserinin tedavisine yeni ilaglar saglama
potansiyeli gdosterebilecek tibbi bitkiler tarafimizca arastirilmistir ve Onagraceae
familyasina ait Epilobium hirsutum L. (tiylii yaki otu) bitkisinin, tez kapsaminda
incelemeye deger bir bitki oldugu kanaatine varilmistir. E. hirsutum bitkisinin, halk
tibbinda basta prostat kanseri olmak iizere bir¢cok hastaligin tedavisinde kullanimina
iliskin bilgiler mevcuttur (Hiermann 1983, Hiermann ve ark. 1986, Pogrel ve ark. 1993,
Hostettmann 1995, Gruenwald 1998, Gruenwald ve ark. 2000, Tita ve ark. 2001,
Everest ve Oztiirk 2005). Bununla birlikte; yapilan literatiir taramasinda, sozii edilen
bitkinin prostat kanseri ve diger kanser tiirlerindeki biyolojik aktivitelerini arastiran ¢ok
az sayida c¢alisma oldugu goriilmistiir. Ayrica, Epilobium cinsine ait diger tiirler ile
ilgili yapilan arastirmalarin da kisith oldugu goézlenmistir. Literatiirde, E. hirsutum
bitkisinin DU 145 ve PC-3 hiicreleri tUzerindeki etkilerini arastiran bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Ustelik s6z konusu bitkiden ‘biyolojik aktivite rehberli
fraksiyonlama yaklasimi’na goére hazirlanan ekstrelerin ve fraksiyonlarin in vitro
sitotoksik etkisini molekiiler kapsamda analiz eden herhangi bir calismaya da
rastlanilmamistir. Bu agidan ele alindiginda; mevcut tez calismasi, bu bitkinin DU 145
ve PC-3 hiicrelerindeki sitotoksik etkilerini molekiiler seviyede ortaya koyan ilk
caligmadir. Bu baglamda, tez calismasinin yeni bilgiler ile literatiire katki saglayacagi

Oongoriilmektedir.

E. hirsutum bitkisinin DU 145 ve PC-3 prostat kanseri hiicre hatlar1 tizerindeki
sitotoksik etkisini belirleyebilmek, bitkideki etken maddeleri izole edebilmek ve
tanimlayabilmek i¢in ‘biyolojik aktivite rehberli fraksiyonlama yaklasimi® temel
alimmistir. Biyolojik aktivite rehberli fraksiyonlama yontemi, bitkisel materyallerde
karisim halinde bulunan fitokimyasallar arasindaki aktif bilesiklerin konsantre olarak

elde edilmesine ve tanimlanmasina fayda saglayan modern bir yontemdir (Hook ve ark.
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1997). Tez kapsaminda ¢aligma materyalini olusturan E. hirsutum bitkisinin
etnobotanik/etnofarmakolojik 6éneme sahip olmasi nedeniyle, biyolojik aktivite rehberli
fraksiyonlama yaklagimina gore kapsamli bir 6n ekstraksiyon calismasi
gerceklestirilmesi planlanmistir. Bu amagla, bitkinin toprak iistii kisimlarindan degisen
polaritelerde ¢oziiciiler ve farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak ham ekstreler
hazirlanmustir. Ekstrelerin ve fraksiyonlarin DU 145 ve PC-3 hiicre hatlari iizerindeki in

vitro aktiviteleri sitotoksik olarak taranmustir.

E. hirsutum bitkisinden elde edilen 9 farkli ham ekstrenin etkileri, ilk olarak SRB hiicre
canlilik testiyle degerlendirilmistir. SRB testi, Ulusal Kanser Enstitiistiniin 1985 yilinda
baslattig1 biiyiik Olcekli antikanser ila¢ kesfi programinda kullanilan bir test olmasi
sebebiyle secilmistir (Aslantiirk 2018). Ham ekstreler (3,13-200 pg/ml) ile 24, 48 ve 72
saatlik tedavi sonunda SRB testiyle elde edilen sonuclara gore; E (su ile maserasyona
tabi tutulan) ve H (%80 metanol ekstresi ile geri c¢eviren sogutucuda ekstre edilen)
kodlu ekstreler, analiz edilen tiim ham ekstreler arasinda iki hiicre hattina kars1 da en

giiclii sitotoksik aktiviteleri sergileyen ekstrelerdir.

Bitkisel kokenli materyallerin sitotoksisitesi ¢alisilirken, farkli bir parametreye bagh
olarak hiicresel canliligi Olgen bir test ile sonuclarin dogrulanmasi gerekmektedir
(Keepers ve ark. 1991, Patel ve ark. 2009, Patel ve Patel 2011, Vajrabhaya ve
Korsuwannawong 2018). Bu sebeple; tez ¢alismasinda SRB testine ilave olarak, XTT

testi ile de sitotoksisite arastirilmistir.

XTT hiicre canlilik testi, SRB testinde oldugu gibi ayni deneysel sartlar altinda
gerceklestirilmistir. 24, 48 ve 72 saat boyunca ham ekstreler (3,13-200 pg/ml) ile tedavi
sonrasi, XTT testiyle elde edilen sonuglara gore; E kodlu ekstrenin, tiim ekstreler
arasinda iki hiicre hattina kars1 da en gii¢lii sitotoksik aktiviteyi gdsteren ekstre oldugu
tespit edilmistir. SRB ve XTT hiicre canlilik testleriyle en giiclii sitotoksik etkiler, en
diisiik ICsp degerlerinin hesaplandig1 72 saatlik tedavi siiresi sonunda elde edilmistir.
SRB ve XTT testi sonuglarina hesaplanan ICsy degerleri kiyaslanarak en giiclii
sitotoksisiteye (= en diisiik ICso degerlerine yol agarak) neden olan ekstre ve/veya

ekstreler belirlenmeye calisilmistir. SRB testi sonuglarina gore; iki hiicre hattina karsi
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en iyi sitotoksik etkiyi sergileyen E ve H kodlu ekstrelerin, 72 saat sonunda hesaplanan
ICs0 degerleri sirastyla; DU 145 hiicreleri i¢in 67,14 pg/ml ve 55,96 pg/ml iken, PC-3
hiicreleri i¢in 94,50 ug/ml ve 87,17 pg/ml’dir. XTT testi bulgular incelendiginde; her
iki hiicre hatt1 lizerinde, en giiclii sitotoksik aktivitenin tespit edildigi E kodlu ekstrenin,
DU 145 ve PC-3 hiicrelerindeki ICsg degerleri ise, sirasiyla 64,58 pg/ml ve 53,23
pg/ml’dir. H kodlu ekstre icin XTT testiyle hesaplanan ICso dozlari; DU 145
hiicrelerinde 99,02 pg/ml, PC-3 hiicrelerinde 100,46 pg/ml olup SRB testiyle elde
edilen degerlerden nispeten daha yiiksek olarak bulunmustur. Stolarczyk ve ark. (2013a,
2013b), E. hirsutum bitkisinin toprak istii kisimlarindan hazirlanan su ekstresinin farkli
dozlarmin (20, 50 ve 70 pg/ml) LNCaP androjen bagimli prostat kanseri hiicre hatti
tizerindeki antiproliferatif etkisini degerlendirmis olup 72 saatlik tedavi sonrasinda su
ekstresinin  1Cso degerini 37,3 pg/ml olarak belirlemistir. Bu sonuglar dikkate
alindiginda, E kodlu ekstre i¢cin mevcut tez caligmasinda elde edilen ICsy degerleri
nispeten daha yiliksek olsa da, sonuglarin birbirine yakin ve bizim calismamizi
destekleyici ozellikte oldugu goriilmektedir. Stolarczyk ve ark. (2013a, 2013b); E.
hirsutum su ekstresinin sitotoksik etkisini, bizim ¢alismamizdan farkli olarak, androjen
bagimli bir prostat kanseri hiicre hatt1 olan LNCaP’de analiz etmistir. Ayrica, uygulanan
ekstraksiyon yontemi de bizim ¢alismamizdan farklilik gostermektedir. Bununla
birlikte, bitkilerin yetistikleri lokasyonlar farklidir ve buna bagl olarak, sahip olduklari
fitokimyasal kompozisyonlar da farklilik gdstermis olabilir Tiim bunlar g6z Oniine

alindiginda, ICsg degerlerindeki kismi farkliliklar beklenen bir durumdur.

Epilobium cinsine ait diger tiirler olan E. angustifolium ve E. parviflorum bitkilerinden
hazirlanan su ekstrelerinin LNCaP hiicrelerinde sitotoksik etkilere neden oldugu
goOsteren In vivo ve in vitro ¢alismalar mevcuttur (Stolarczyk ve ark. 2013a, 2013b,
Piwowarski ve ark. 2017). Kiss ve ark. (2006a, 2006b) tarafindan yiiriitiilen
calismalarda, E. angustifolium su ekstresinin SK-N-SK néroblastoma hiicreleri ve PC-3
androjen bagimsiz prostat kanseri hiicreleri karsisinda, sirastyla 50 pg/ml ve 100 pg/ml
ICso dozlar ile yiiksek sitotoksik aktivite sergiledigi belirlenmigtir. Daha erken tarihli
bir arastirma, farkli E. parviflorum ekstreleri arasindan, sadece su ekstresinin antiBPH
etki sergiledigini gostermistir (Lesuisse ve ark. 1996, Ducrey ve ark. 1997). Bagska bir

calismada ise, E. rosmarinifolium, E. angustifolium, E. tetragonum, E. palustre ve E.
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hirsutum bitkilerinin farkli ekstrelerinin; PZ-HPV-7 (transforme epitelyal prostat
hiicreleri), HMEC (primer mem epitel hiicreleri), 1321N1 (beyin hiicreleri) ve LNCaP
hiicreleri gibi farkli bir¢ok insan hiicre hatti karsisinda antiproliferatif aktiviteler
gosterdigi bildirilmistir. Ancak bu g¢alismada, ilgili bitki tiirleri i¢in 100-780 pg/ml
arasinda degisen ICsy degerleri elde edilmistir. Calismada etanol ekstrelerinin
kullanilmasi, yiiksek ICsp degerlerinin elde edilmesinin sebebi olarak agiklanmistir
(Vitalone ve ark. 2003a, Vitalone ve ark. 2003b). Tez ¢alismasinda elde edilen bulgular,
literatiir bilgileriyle karsilastirildiginda; E. hirsutum ve diger Epilobium tiirlerinden
hazirlanan su ekstrelerinin, prostat kanseri hiicre hatlar1 karsisinda daha giiclii
sitotoksisiteye yol actigi goriilmektedir. Bizim ¢alismamizda da en iyi sitotoksik etkiyi
gosteren ekstrenin su ekstresi oldugu bulunmustur. Yapilan morfolojik analiz ile elde
edilen mikroskop goriintiileri de bu bulgular1 desteklemektedir. Bu baglamda; ulasilan

sonuglar, literatiirdeki diger ¢alisma sonuclartyla uyum gostermektedir.

Bu veriler 1s18inda; biyoaktivite rehberli fraksiyonlama yaklagimina gore, farkh
polaritedeki ¢oziiciiler ve sivi-sivi ekstraksiyon yontemi kullanilarak E kodlu su
ekstresinden kaba fraksiyonlama yapilmistir. Kaba fraksiyonlarin DU 145 ve PC-3
hiicreleri tizerindeki etkileri, 1,56-100 pg/ml doz araligindaki 24, 48 ve 72 saatlik
tedavilerden sonra SRB ve XTT testleriyle incelenmistir. Iki testin analiziyle ulasilan
sonuglar; DU 145 ve PC-3 hiicrelerinde en aktif fraksiyonun E2 kodlu etil asetat
fraksiyonunun oldugunu gostermistir. Bu fraksiyon i¢in en giiclii sitotoksik etkiler, 72
saatlik tedavi sonunda saptanmis olup DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin ICsy degerleri; SRB
testi i¢in 67,80 pg/ml ve 52,24 pg/ml iken XTT testi igin >100 ug/ml ve 73,22
pg/ml’dir. Literatiirde, E. angustifolium etil asetat ve n-butanol ekstrelerinin, benign
prostat hiperplazisi epitel-1 (BPH-1) hiicrelerinde in vitro antiBPH etkiler gosterdigi
bildirilmesine (Deng ve ark. 2019) karsilik, etil asetat ve n-butanol ekstrelerinin prostat
kanseri hiicrelerindeki sitotoksik aktivitelerine dair herhangi bir arastirma yoktur. Bu tez
calismasinda; fraksiyonlar i¢in elde edilen ICs sonuglari, E kodlu ekstre i¢in hesaplanan
ICso degerleri ile karsilastirildiginda, E2 kodlu fraksiyonunun ve diger fraksiyonlarin
DU 145 ve PC-3 hiicrelerinde E kodlu ekstre kadar etkili olmadig1 goriilmiistiir. Ayrica,
mikroskop goriintiileri de, ulasilan sonuclar1 destekleyici niteliktedir. Bu bulgular, E

kodlu ham ekstrede bulunan etken maddelerin veya bilesiklerin birlikte bulunmalari
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durumunda sinerjik etki gosterdiklerini agiklamaktadir. Stolarczyk ve ark. (2013b), E.
hirsutum su ekstresinde tiim bilesiklerin bir arada bulunmasinin ve bu bilesiklerin aditif
ve/veya sinerjik etkilerinin bir sonucu olarak, E. hirsutum bitkisinin LNCaP

hiicrelerinde 6nemli biyolojik aktiviteler gosterdigini ifade etmistir.

Birgok calismada, Epilobium tiirlerinden hazirlanan polar ekstrelerde dominant olarak
bulunan dimerik makrosiklik ellajitanen bilesigi olan unotein B’nin ekstrelerin biyolojik
aktivitesinden sorumlu oldugu ve o6zellikle antikanser etki gosterdigi ifade edilmistir
(Ducrey ve ark. 1997, Kiss ve ark. 2006b, Kiss ve ark. 2011, Stolarczyk ve ark. 2013a,
2013b, Granica ve ark. 2014). Mevcut tez ¢aligmasinda, farkli polaritedeki ekstrelerin
sitotoksik aktivitelerinin taranmasi sonucu, polar Ozellikteki su ekstresinde en giiclii
etkiler gozlenmistir. Bu sonugtan hareketle, su ekstresinin biyolojik aktivitesinde
unotein B bilesiginin de onemli bir katkisi olabilecegi diistiniilmiistiir. Bu amagla,
unotein B’nin (2,5-160 pg/ml) DU 145 ve PC-3 hiicrelerindeki sitotoksik etkileri 24, 48
ve 72 saat boyunca SRB ve XTT testleriyle analiz edilmistir. Unotein B’nin en giiglii
etkisi, her iki hiicre hattinda da 72 saatlik tedaviyi takiben belirlenmistir ve mikroskop
goriintlileri elde edilen sonuglari kanitlamaktadir. Bu maddenin, DU 145 ve PC-3
hiicrelerindeki ICsp dozlari, SRB testiyle 61,74 pg/ml ve 51,43 pg/ml olarak, XTT
testiyle 117,26 ug/ml ve 72,06 pg/ml olarak tespit edilmistir. E. hirsutum bitkisinden
izole edilen unotein B’nin LNCaP hiicrelerindeki etkisinin arastirildigi bir ¢alismada,
unotein B’nin ICsp degeri 7,8 pg/ml olarak bulunmustur (Stolarczyk ve ark. 2013b). Tez
caligmasinda, belirlenen ICsg degerlerinin yiiksek olmasi, ticari olarak firmadan temin
edilen hazir unotein B maddesinin kullanilmasindan kaynaklanabilir. Bizim
calismamiza benzer olarak, ticari unotein B bilesiginin A549 insan kiigiik hiicreli dis1
akciger kanserindeki antiproliferatif etkisinin arastirildigi ¢alismada ICso degeri 25,49
uM (= 40 pg/ml) olarak bulunmustur (Pei ve ark. 2019). Lythraceae familyasina ait
Cuphea hyssopifolia bitkisinden izole edilen unotein B bilesiginin 36 saat boyunca; KB
(epidermoid karsinoma), HeLa (servikal karsinoma), DU 145 (androjen bagimsiz
prostat karsinoma) ve Hep 3B (hepatoseliiller karsinoma) insan karsinoma hiicre
hatlarindaki biiylime baskilayici etkileri analiz edilmistir ve 11,4-54,5 pg/ml araliginda
degisiklik gosteren ICsg dozlart hesaplanmistir (Wang ve ark. 1999). Bu calismalarin

sonuglari, bizim g¢alisma sonuglarimizla benzerlik gostermekte olup, unotein B’nin
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onemli bir antikanser bilesik oldugunu gozler Oniine sererek bulgularimizi

desteklemektedir.

S6z konusu tez ¢alismasmin her deneysel asamasinda, pozitif kontrol olarak paklitaksel
kullanilmistir. Paklitakselin prostat kanseri hiicre hatlarindaki ICsg dozlari, ¢alismalarda
genis bir aralikta degiskenlik gostermektedir. Bu ¢alismalarda, ICsy dozlart nM, uM
veya pg/ml olarak ifade edilmektedir. Tez ¢alismasinda, paklitakselin ICsy dozlari,
kiyaslamada kolaylik saglamasi adina test edilen diger bilesiklerin ICsg dozlar ile
birlikte pg/ml biriminde verilmistir. SRB ve XTT testleriyle, paklitaksel i¢in DU 145 ve
PC-3 hiicrelerindeki en diisiik ICsp degerleri, 72 saatlik inkiibasyon sonunda
hesaplanmistir. DU 145 ve PC-3 hiicre hatlarinda, SRB testiyle elde edilen ICs
degerleri sirasiyla, 0,0029 pg/ml (= 3,08 nM) ve 0,0045 pg/ml (= 5,44 nM) iken, XTT
testiyle elde edilen ICsp degerleri ise sirasiyla, 0,0041 pg/ml (= 4,86 nM) ve 0,0048
pug/ml (= 5,94 nM)’dir. Bizim ¢alismamizda oldugu gibi, firmadan ticari olarak hazir
temin edilen paklitaksel ile yapilan g¢aligmalarda paklitakselin sitotoksik etkinlikleri
arastirilmistir. Kreis ve ark. (2001), paklitakselin 72. saatteki 1Csyo dozlarin1t DU 145
hiicrelerinde 15,73 uM, PC-3 hiicrelerinde ise 12,35 uM olarak bulmustur. Dogan Sigva
ve ark. (2019) ise, DU 145 ve PC-3 hiicrelerindeki paklitaksel ICsy dozlarini sirasiyla,
8,85 uM ve 3,08 uM olarak hesaplamistir. Bu verilerden hareketle, tez ¢alismasinda
analiz edilen paklitakselin, DU 145 ve PC-3 hiicreleri karsisinda daha iyi sitotoksik etki

gosterdigi sdylenebilmektedir.

Ham ekstreler, kaba fraksiyonlar ve unotein B ile tedavi sonrasi, en diisiik ICsp
degerleri, baska bir ifadeyle; en giiclii sitotoksik etkiler 72 saatlik tedavide sonunda
gbzlenmistir. 72 saatin uzun bir tedavi siiresi oldugu diisiiniilse de, farkli dozlar
kullanilarak bir¢ok ekstrenin sitotoksik aktivitelerinin tarandigi calismalar i¢in bu tedavi
aralig1 yararli olmaktadir (Ulukaya ve ark. 2008). Ayrica, bu ¢alismada kullanilan DU
145 ve PC-3 hiicrelerinin en az 96 saate kadar canliliklarini korudugu goézlenmistir.
Ham ekstreler, kaba fraksiyonlar, unotein B ve paklitaksel ile 72 saatlik tedavi siiresi
sonunda bile az sayida hiicrenin canlhiliklarim1i  korudugu c¢ekilen mikroskop

fotograflarinda da goriilmiistiir.
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Calisma kapsaminda, E kodlu ekstrenin DU 145 ve PC-3 hiicrelerindeki dikkate deger
sitotoksik etkileri goz Oniine alindiginda, soézii edilen ekstrenin, prostat kanseri
tedavisinde kullanilan bir ilag olan paklitaksel ile kombine etkilerinin degerlendirilmesi
planlanmistir. SRB ve XTT testleri ile yapilan analiz sonuglarinda, tiim kombinasyon
gruplarinda 24, 48 ve 72 saatlik tedavi siiresi boyunca sinerjik etkiye iliskin bir belirtiye
rastlanilmamistir. Sitotoksik olmayan (<ICsg) bitki ekstresi ile paklitakselin kombine
edildigi hiicre gruplarinin yani sira, sitotoksik (>ICsp) ekstre ve paklitaksel ile kombine
edilen hiicre gruplarinda dahi canlilik oranlarinin oldukca yiiksek oldugu belirlenmistir.
Mikroskopta yapilan morfolojik gozlemler de bu sonuglar1 desteklemektedir. Bu veriler
1s181inda, ekstre ile paklitakselin ayni hiicre kiiltiiriinde bulunduklarinda, etkilesime
girerek antagonistik bir etki yarattiklar1 ve sitotoksik aktivitelerin inhibe oldugu
sOylenebilir. Ulastigimiz bu bulgulart kiyaslayabilecegimiz, E. hirsutum bitkisi veya
yakin akraba tiirler ile paklitaksel kombinasyonunun antagonistik etkilerini gosteren
benzer bir ¢alisma literatirde bulunmamaktadir. Ancak, farkli zamanlarda
gerceklestirilen iki benzer ¢alisma, bizim c¢alismamizda oldugu gibi E. hirsutum
bitkisinin ilag¢ mekanizmast {izerine etkileri ile ilgili bilgiler sunmaktadir. Bu
calismalarda, E. hirsutum su ekstresinin, ila¢ metabolizmasinda goérevli enzimlerin
ekspresyon seviyeleri iizerindeki olasi etkileri in vivo olarak arastirilmistir. Elde edilen
sonuglarda, enzimlerin ekspresyon seviyelerindeki azalmanin sonucu olarak, ilag
metabolizmasinin baskilandig1 ve ilag toksisitesinin gergeklestigi gézlemlenmistir. Her
iki calismada da arastirmacilar, geleneksel ve tamamlayicit tedavi rutinlerinde E.
hirsutum bitkisini kullanan kisileri, bu sonuglar ile karsilagsma ihtimalleri konusunda
uyarmistir (Karakurt ve ark. 2013, Celik ve ark. 2016). Bizim calismamizda, E.
hirsutum bitkisi, paklitaksel ile farkli bir mekanizma araciligiyla sitotoksik aktivitelerin
baskilanmasiyla sonuglanan etkilesim gostermis olabilir. Literatlirde, prostat kanseri
dahil olmak tizere birgok kanser tiirlinde, bitki ekstrelerinin paklitakselin etkinligini
sinerjik olarak arttirdigina iliskin ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (Lee ve ark. 2013,
Zhou ve ark. 2015, Dogan Sigva ve ark. 2019, Xie ve ark. 2019). Bunun aksine, bitki ve
paklitaksel kombinasyonlarinin antagonistik aktivite gosterdigine dair calisma sayisi
¢ok nadirdir. Tai ve ark. (2006), Oplopanax horridus bitkisinden hazirlanan %70 etanol
ekstresi ile paklitaksel veya kamptotesin ilaglarinin kombine etkilerini kanser hiicre
hatlarinda (K562, HL60, MCF7 ve MDA-MB-468) arastirmistir ve test edilen 19
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kombinasyon grubundan 10 tanesinde antagonistik etki saptamistir. Baska bir
calismada, Saposhnikovia divaricata bitkisinin koklerinden hazirlanan %70 etanol
ekstresinin paklitaksel veya kamptotesin ilaglartyla kombinasyonunun MDA-MB-468
hiicrelerinde antagonistik etkiye yol agtigr gosterilmistir (Tai ve Cheung 2007). Bu
calismalardan elde edilen sonuglarin, bizim bulgularimizla ortiistiigli goriillmektedir. Bu
bilgiler 1s18inda, E. hirsutum su ekstrelerinin giivenilirligini ispatlamak ve etki
mekanizmasini aydinlatabilmek i¢in daha fazla ilag-etkilesim deneylerinin yapilmasi

gerektigi kanaatine varilmistir (Vitalone ve Allkanjari 2018).

Sitotoksik aktiviteler degerlendirildikten sonra; ¢alismanin bir sonraki kisminda, 24, 48
ve 72 saat boyunca E kodlu ekstre, E2 kodlu fraksiyon, unotein B, paklitaksel ve
kombinasyon tedavisine maruz birakilan DU 145 ve PC-3 hiicrelerindeki apoptoz
miktarlar, kaspazla kirilmis CK 18 fragmentlerinin (M30) seviyelerine gore
belirlenmistir. 24 saatlik tedavi sonrasi, higbir test bilesiginin DU 145 ve PC-3
hiicrelerinin M30 antijen diizeylerinde herhangi bir artisa neden olmadig1 goériilmiistiir.
Test bilesikleriyle 48 saatlik tedavi sonrast, iki hiicre hattinin M30 antijen seviyelerinde
kismi artiglar goriilse de bu degisimlerin 6nemli kabul edilebilecek bir seviyede
olmadig1r gozlenmistir. 24 ve 48 saatlik tedavilerde, M30 antijen seviyelerinde gozle
gortliir farkliliklar gézlenmemesinin sebebi, test bilesiklerinin bu siire boyunca DU 145
ve PC-3 hiicreleri karsisinda, 72. saate nazaran daha zay1f sitotoksik aktivite gdstermesi
olarak aciklanabilir. Hiicre canlilik testleri ile en giiglii sitotoksik aktivitelerin 72. saatte
tespit edilmesi, bu bulgular1 dogrulamakta olup 72 saatlik tedavi sonuglarinin daha
degerli bilgiler verece8i diisliniilmiistiir. 72 saatlik sonuglar incelendiginde; E kodlu
ekstrenin, hem DU 145 hem de PC-3 hiicrelerinin M30 antijen seviyelerinde dikkate
deger artiglara yol actig1 goriilmiistiir. M30 ELISA testi, erken donemdeki apoptotik
etkinliklerin tespitine olanak saglayan giivenilir bir testtir (McPartland ve ark. 2005). Bu
sonug, E kodlu ekstrenin DU 145 ve PC-3 hiicrelerinde o6lim sekli olarak erken
apoptozu indiikledigini gostermektedir. Bu sonuclart karsilastirabilmek adma yapilan
literatlir taramasinda, E. hirsutum bitkisinin veya yakin tiirlerin, kanser hiicrelerinin
M30 antijen seviyelerindeki etkisini arastiran herhangi bir kaynaga ulagilamamistir. E.
hirsutum su ekstresi (20, 50 ve 70 pg/ml) ile 72 saat boyunca tedaviye birakilan LNCaP

hiicrelerinin kaspaz-3 aktivitesinin ELISA Kiti kullanilarak 6lgiildiigii bir arastirmada,
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kaspaz-3 aktivitesinde doza bagli olarak 6nemli artiglar tespit edilmistir (Stolarczyk ve
ark. 2013a). Erken apoptotik hiicrelerde; CK18, kaspaz-9 tarafindan kirilarak kaspazla
kirilmis sitokeratin 18 olarak adlandirilan M30 antijeni olusmaktadir ve bu apoptoz
stireci kaspaz-3 ve kaspaz-7 aktivitesi ile stirdiiriilmektedir (Schutte ve ark. 2004). Bu
bilgi gbz Ontline alindiginda, Stolarczyk ve ark. (2013a)’nin calismasi, bizim g¢alisma
sonuclarimizi biiyiik 6lgiide desteklemektedir. Kombinasyon grubu i¢in elde edilen
sonuglar incelendiginde; M30 antijen seviyelerinde negatif kontrole kiyasla kismi artig
belirlenmesine karsin, ekstre ve/veya paklitaksele gore M30 antijen seviyelerinin daha
diisik oldugu goriilmiistir. Bu sonug, sitotoksisite c¢aligmalarinda ve morfolojik
analizde ulasilan bulgular ile uyum gostermektedir. 72 saatlik tedavi periyodunda; E2
kodlu fraksiyonun ve paklitakselin DU 145 ve PC-3 hiicrelerinde M30 antijen
seviyelerini az da olsa arttirdigi gozlenirken, unotein B’nin iki hiicre hattinin M30
antijen seviyeleirnde degisiklige yol agmadig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar; sozii edilen
test bilesikleri ile tedavi sonrasi, kiiltiirde erken apoptotik hiicrelerin bulunmadigini
veya az miktarda bulundugunu ya da bu bilesiklerin sergiledikleri sitotoksik etkilerin,
farkli bir 6liim seklinden kaynaklandigini diisiindiirmiistiir. Bu bulgudan hareketle; test
bilesiklerine maruz kalmis DU 145 ve PC-3 hiicrelerindeki 6lim modlari, ikili floresan
boyama (Hoechst 33342 ve propidyum iyodiir) yontemiyle niikleus morfolojileri de

dikkate alinarak daha detayl olarak incelenmistir.

DU 145 ve PC-3 hiicrelerinin test bilesikleri ile 48 saatlik tedavisi sonrasi elde edilen
floresan mikroskop goriintiileri incelendiginde; E kodlu ekstre, E2 kodlu fraksiyon,
unotein B, paklitaksel ve kombinasyon tedavisinin propidyum iyodiir boyasi igin pozitif
sonu¢ verdigi gozlenmistir. Bu sonug; tiim test bilesiklerinin, hiicrelerin membran
biitiinligiinli bozarak primer nekroza (nekroz) veya geg¢ apoptoza (sekonder nekroz) yol
actigin1 gostermektedir. Bu ayrimi yapabilmek i¢in DU 145 ve PC-3 hiicreleri, es
zamanlt olarak propidyum iyodiir ve Hoechst 33342 ile boyanmistir. Sonuclar
incelendiginde; test bilesiklerinin uygulandigr her iki hiicre hattinda da, piknotik
niikleus ve/veya niikleer kondenzasyon-fragmentasyon ile karakterize olan apoptoza
0zgli morfoloji saptanmistir. E kodlu ekstrenin, hiicrelerde neden oldugu sitotoksik
etkinin gec apoptoz/sekonder nekroz oldugu gozlenmekle birlikte ¢ok sayida erken

apoptotik hiicrelerin varligi da s6z konusudur. Ekstrenin erken apoptoza neden oldugu,
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daha onceden M30 antijen seviyelerindeki artislardan tespit edilmistir. Kombinasyon
grubunda, propidyum iyodiir ile boyanan hiicre sayisinin ekstreye ve/veya paklitaksele
gore daha az oldugu, hatta propidyum iyodiir i¢in PC-3 hiicrelerinden zayif sinyal
alindig1 goriilmiistiir. Ayrica her iki hiicre hattinda da erken apoptotik hiicrelerin varligi
tespit edilmistir. Bu sonug; kombinasyon uygulamasinin, hiicrelerin apoptoza veya
nekroza gitmesini tamamen baskilamadigi ancak bu siireci ciddi Olglide yavaslattigi
seklinde yorumlanmistir. Bu veriler, hiicre canlilik testi sonug¢larinin ve mikroskop
gorlntiilerinin dogruluklarin1 gostermektedir. Ayrica, kombinasyon grubunda M30
antijen seviyelerinde gdzlenen kismi artigin da erken apoptotik hiicrelerin varligindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Elde edilen mikroskop goriintiilerine gore; unotein B
ile tedavi, ¢ogu hiicrenin propidyum iyodiir ile boyanmasina neden olmustur ve erken
dénem apoptotik hiicre sayist azdir. Bu veri, unotein B’nin DU 145 ve PC-3
hiicrelerinde ge¢ apoptoz/sekonder nekroze indiikledigini gostermektedir. Hiicrelerin
M30 antijen seviyelerinde bu bilesik i¢in kayda deger bir degisim saptanmamasi bu

bulguyu kanitlar niteliktedir.

Bu bulgular dogrultusunda, ¢alismanin bir sonraki kisminda, test bilesikleri ile tedaviyi
takiben DU 145 ve PC-3 hiicrelerinde aktive olan hiicre 6lim modunu (apoptoz, nekroz
ve otofaji) belirleyebilmek amaciyla, hem kantitatif gercek zamanli PZR analizi hem de
western blot analizi gergeklestirilmistir. Ik olarak, 3 temel hiicre &liim yolaginda kilit
rol iistlenen genlerin (CASP8, CASP10, FADD, CASP3, CASP9, CYCS, PARP1, RIPK1,
ATG5, BECN1) ekspresyon profilleri mRNA diizeyinde analiz edilmistir. Elde edilen
gen ekspresyon sonucglarina gore anlamli degisim gosteren genlerin ekspresyon
diizeylerinin western blot analiziyle protein seviyesinde belirlenmesi hedeflenmistir.
Western blot analizi sonuglari, DU 145 ve PC-3 hiicrelerinde hiicre dliimi ile iliskili
genlerin protein ifadelerindeki degisimler hakkinda daha detayli bilgiler sunmustur.
Ulasilan sonuglar incelendiginde; DU 145 hiicrelerinde ekstre, paklitaksel ve
kombinasyon uygulamalar1 sonucu, kantitatif gergek zamanli PZR analizi ile mRNA
diizeylerinde anlamli bir degisiklik gézlenmemistir. Buna karsilik; Western blot analizi
araciligiyla, E kodlu ekstrenin, DU 145 hiicrelerinde CASP3, CASP9 ve ATG5 protein
seviyelerinde artiglara yol actigr ve hem apoptozun intrinsik yolagin1 hem de otofajiyi

aktive ettigi gosterilmistir. Stolarczyk ve ark. (2013a), bizim verilerimizle uyumlu
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olarak, E. hirsutum su ekstresinin, LNCaP hiicrelerinde mitokondriyal membran
potansiyelinin bozulmasiyla iliskili olarak apoptozun mitokondriyal (intrinsik) yolagini
indiikledigini gostermistir. Tez c¢alismasi kapsaminda; ekstrenin, intrinsik apoptoz
yolagina ilave olarak otofajiyi de tetikledigi gozlenmistir. Apoptoz ve otofaji farkh
isleyis mekanizmalarina sahip olmakla birlikte, bu iki 6liim sekli arasinda karmasik ve
ilging iliskilerin bulundugu ifade edilmistir. Dahasi, otofaji ve apoptozun birlikte aktive
olarak hiicresel oOliime neden olduklari bildirilmistir (Gozuacik ve Kimchi 2004,
Gozuacik ve ark. 2008). Calismamizda, DU 145 hiicre hattinda, paklitakselin ATG5
protein diizeyinde artisa yol agmast sasirtict bir sonugtur. Birka¢ caligmada,
paklitakselin DU 145 ve PC-3 hiicrelerinde apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Kreis
ve ark. 2001, Jiang ve ark. 2008). Bununla birlikte; yeni yapilan bir ¢caligmada, ATG5
ekspresyonunun susturuldugu Ras-NIH 3T3 hiicrelerinin ATG5 eksprese edememesi
sebebiyle paklitaksele diren¢ kazandigi bildirilmistir (Eom ve ark. 2019). Bu ¢alisma,
bulgularimiz1 destekleyerek paklitaksel tedavisinin ATG5 gen ifadesindeki etkisini
ortaya koymaktadir. Kombinasyon tedavisine birakilan DU 145 hiicrelerinde, CASPS,
CASP3, CASP9, CYCS ve ATGS protein seviyelerinin azaldig: tespit edilmistir. Bu
veriler, kombinasyon tedavisi ic¢in elde edilen Onceki c¢alisma sonuglarimizi
kanitlamaktadir. E2 kodlu fraksiyonun, CASP3 ifadesini protein diizeyinde, CYCS
ifadesini ise mRNA seviyesinde arttirarak DU 145 hiicrelerinde intrinsik apoptoz
yolagini aktivite ettigi goriilmiistiir. Unotein B’nin ise, hem ekstrinsik apoptoz yolagiyla
iligkili CASP8 ve CASP10 genlerinin hem de intrinsik apoptoz yolagiyla iligkili CASP9
ve CYCS genlerinin ekspresyonlarinda anlamli artiglara neden oldugu kantitatif gergek
zamanli PZR analizi ile gézlenmistir. Western Blot analizi ise, CASP3 ve CASP9’a ek
olarak ATG5 protein seviyelerinde de anlamli artislart ortaya ¢ikarmistir. Unotein B
tedavisi, E kodlu ekstrede oldugu gibi hem apotozis hem de otofaji yolaklarim
tetiklemis olabilir. Ayrica, unotein B’nin A549 hiicrelerinde apoptoza neden oldugunu
gosteren calisma sonuglart bizim sonuglarimizla biiylik 6l¢iide ortiismektedir (Pei ve

ark. 2019).
PC-3 hiicrelerinde, ekstre ile tedavi sonrasi otofaji ile iliskili ATG5 gen ve protein

ekspresyon seviyelerinde anlamli artis gézlenmistir. Apoptozun engellendigi kosullarda,

otofajinin programli bir hiicre 6liim mekanizmasi olarak gorev yapabildigi ifade
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edilmistir ve bu durum, otofaji ile apoptoz arasindaki iletisimin bir gostergesi oldugu
bildirilmistir (Gozuacik 2008). Caligmamizda, ekstrenin apoptozu indiikledigi farkl
yontemler araciligiyla gosterilmistir ve bu sonuglar, ekspresyon sonuglari ile bir biitiin
olarak ele alindiginda, boyle bir mekanizmanin s6z konusu olabilecegini belirtmektedir.
Paklitaksel tedavi sonrast DU 145 hiicrelerinde gbzlendigi gibi, PC-3 hiicrelerinde de
ATGS5 protein ifadesinin arttigi tespit edilmistir. Bu sonug, calismada beklenilenin
disinda bir sonug olmakla birlikte, yeni yayinlanmis bir makalede ATG5 ile paklitaksel
arasinda incelenen iliski, bizim g¢alismamiz ile uyum gostermektedir (Eom ve ark.
2019). Kombinasyon tedavisine maruz birakilan hiicrelerde, ATG5 protein ifadesi azalis
gosterirken, CASP8 proteininde artisi oldugu saptanmistir. CASP8 protein ifadesindeki
artis, M30 antijen testi ve floresan boyama calismasinda incelendigi iizere erken
apoptotik hiicrelerin varligindan kaynaklaniyor olabilir. E2 kodlu fraksiyonun, ATG5
protein ifadesini arttirdigt ve DU 145 hiicrelerinden farkli olarak PC-3 hiicrelerinde
otofaji indiikledigi gézlemlenmistir. PC-3 hiicrelerinde, unotein B’nin hiicre 6lim
yolaklari ile ilgili genlerin ekspresyonlarinda mRNA veya protein seviyesinde herhangi

bir degisiklige neden olmadig1 belirlenmistir.

Kantitatif ger¢ek zamanli PZR analizi ile western blot analizi sonuglart ve daha 6nceki
caligmalardan elde edilen bulgular bir biitiin olarak degerlendirilecek olursa; calisma
kapsaminda arastirilan ekstrenin, fraksiyonun, paklitakselin, unotein B’nin ve
kombinasyon uygulamasinin, farkli genlerin aktivasyon gosterdigi mekanizmalar
sayesinde DU 145 ve PC-3 hiicrelerinde sitotoksik/apoptotik etkilere neden oldugu
belirlenmistir. Kombinasyon grubu disindaki test bilesiklerinin, bu hiicrelerde,
otofajinin  katki sagladigit bir program aracilifiyla apoptoza yol agtif
sOylenebilmektedir. Kombinasyon tedavisinin ise daha onceki bulgularla uyumlu
olarak, iki hiicre hattinda erken apoptozu aktive ettigi, ancak bu donemde apoptotik
etkiyt durdurdugu veya apoptoz siirecini yavaslattigi tahmin edilmektedir. Bu
mekanizmanin daha kapsamli bir sekilde aydinlatilmasina ve E. hirsutum bitkisi ile
paklitaksel ilaci arasindaki etkilesimin toksisite agisindan ortaya konulmasina ihtiyag

duyulmaktadir.
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Sonug olarak; tez kapsaminda arastirilan ve ililkemizde dogal olarak yayilis gdsteren
Epilobium hirsutum L. (tiyli yaki otu) bitkisinin ve bitkinin dominant ellajitanen
bilesigi olan unotein B’nin, androjen bagimsiz insan prostat kanseri hiicreleri (DU 145
ve PC-3) iizerindeki sitotoksik etkileri molekiiler diizeyde ortaya konmustur. Sitotoksik
aktivitenin, otofajinin katki sagladig1 apoptoz siireciyle gerceklestigi diistiniilmektedir.
Bu dogrultuda, ulastigimiz sonuglar otofaji ile apoptoz arasindaki etkilesimin varligini
desteklemektedir. Invaziv karakterli DU 145 ve PC-3 hiicreleri dikkate alindiginda, tez
caligmasinin literatiire degerli bilgiler sunacagi diisiiniilmektedir. Mevcut tez ¢alismasi,
halk tibbinda uzun siiredir kullanilagelen etnobotanik 6neme sahip tibbi bitkinin tedavi
edici etkilerinin bilimsel olarak kanitlanmasina olanak saglamistir. Bununla birlikte; E.
hirsutum ekstresi ve paklitaksel ile olusturulan kombinasyon tedavisi, ongoriilenin
aksine, sitotoksik etkilerin baskilandigi antagonistik bir etkiyle sonuglanmistir. S6z
konusu tez calismasi, E. hirsutum bitkisinin paklitaksel ile birlikte gosterdigi
antagonistik etkiyi ortaya koyan ilk ¢alisma olmasi nedeniyle biiyilk 6nem tagimaktadir.
Bu nedenle; E. hirsutum bitkisinin, paklitaksel ve benzeri diger kemoterapdétik ilaglar ile
etkilesim mekanizmasi aydinlatilana dek bitkinin geleneksel ve tamamlayict tipta
kullanim1 konusunda tibbi tavsiyelere uyulmasi gerektigi sonucuna ulasilmistir. S6z
konusu bitkinin sitotoksik/apoptotik etkilerinin, ilk kez DU 145 ve PC-3 androjen
bagimsiz prostat kanseri hiicreleri lizerinde calisilmasiyla literatiir bilgisine katkida
bulunuldugu diisliniilmektedir. Bu veriler 1s1ginda; giiglii aktivite sergileyen test
bilesiklerinin  fitokimyasal bilesimlerinin aydinlatilmasi ve in vivo etkilerin
degerlendirilmesi adma ileri analizlerin gerceklestirilmesi gerektigi sonucuna

varilmistir.
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