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OZET

EPILOBIUM PARVIFLORUM SCHREB. EKSTRAKTININ FARKLI KANSER
HUCRE HATLARI UZERINDEKI TERAPOTIK ETKILERI

Tevhide SUT
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal
Damgsman: Dr. Ogr. Uyesi M. Aydin AKBUDAK
Haziran 2019; 69 sayfa

Amag: Literatiirdeki ¢alismalar gézden gecirildiginde; Epilobium parviflorum’un kolon
kanser hiicre hattina (HT29) ve fibrobast hiicre hattina (BJ) uygulanip apoptotik
genlerin ekspresyonunun incelendigi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu ¢alismanin
amaci Epilobium parviflorum’un HT29 ve BJ hiicreleri tizerindeki apoptotik
Ozelliklerini arastirmaktir.

Yontem: HT29 ve BJ hiicreleri 37°C’de 48 ve 72 saat Epilobium parviflorum etanol, su
ve hekzan ekstraktlar ile inkiibe edilmistir. ICso degerleri belirlendikten sonra gRT-
PCR yontemi ile Caspase-3, Bax, Caspase-8 ve P53 genlerinin ekspresyonu
incelenmistir. Ekstrakt muamelesinden sonra hiicrelerde, ge¢ apoptoz evresinde olusan
DNA fragmentasyonu, TUNEL testi ile belirlenmistir.

Bulgular: Epilobium parviflorum’un etanol, su ve hekzan ekstraktlarinin uygulandiktan
sonra yapilan MTT testi ile belirlenen ICso degerleri BJ hiicrelerinin canliligin
etkilemedigi belirlenmistir. Uygulanan ekstraktlar HT29 hiicrelerinde Caspase-8 ve Bax
genlerinin mRNA’larinda 6nemli bir artis gézlenmistir. TUNEL testi sonuglarina gore
etanol ve su ekstraktlari uygulanan HT29 hiicrelerinde DNA fragmentasyonunun daha
fazla oldugu belirlenmistir.

Sonug: Epilobium parviflorum’un etanol, su ve hekzan ekstraktinin HT29 hiicreleri ile
48 saat inkiilbasyonu sonrasinda belirlenen ICso konsantrasyonu BJ hiicrelerinin
cogalmasini etkilememistir. Bu ekstraktlar ayn1 zamanda HT29 hiicrelerinde apoptozda
rol oynayan Caspase-8 ve Caspase-3 genlerinin ekspresyonunu arttirarak bu hiicrelerde
apoptoza neden olmustur. FACS cihazi ile yapilan flow sitometri yontemi incelemeleri
sonucunda Epilobium parviflorum’un etanol ve su ekstraktlar1 uygulanan HT29
hiicrelerinde yiiksek oranda DNA fragmentasyonu gozlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: apoptoz, Epilobium parviflorum, kolon kanseri, gPCR

JURI: Dr. Ogr. Uyesi M. Aydin AKBUDAK
Dr. Ogr. Uyesi Ersin AKINCI
Dr. Ogr. Uyesi Ali Tevfik UNCU



ABSTRACT

THERAPEUTIC EFFECTS OF EPILOBIUM PARVIFLORUM SCHREB.
EXTRACT ON DIFFERENT CANCER CELL LINES

Tevhide SUT
MSc Thesis in The Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. M. Aydin AKBUDAK
June 2019; 69 pages

Objective: While reviewing the literature; we did not encounter any studies that
practised the expression of apoptotic genes which is applied to the colon cancer cell line
(HT29) and fibroblast cell line (BJ) of Epilobium parviflorum. The aim of this study is
to determine the changes in the expression of apoptotic genes when administered to
HT29 and BJ cells of Epilobium parviflorum.

Method: HT29 and BJ cells were incubated with ethanol, water and hexane extracts of
Epilobium parvilorum for 48 and 72 hours at 37°C. After determination of ICsp values,
expression of Caspase-3, Bax, Caspase-8 and P53 genes were measured by qRT-PCR
method. DNA fragments formed in the late apoptosis phase in cells after extract
treatment were determined by TUNEL assay.

Results: It was determined from the ICso values calculated by MTT test, which was
performed after application of ethanol, water and hexane extracts of Epilobium
parviflorum to cells, that it does not affect the viability of BJ cells. A significant
increase was observed in mMRNAs levels of Caspase-8 and Bax genes in HT29 cells
when ethanol, water and hexane extracts of Epilobium parviflorum were applied.
According to the TUNEL test, it was observed that DNA fragmentation was higher in
HT29 cells treated with ethanol and water extracts.

Conclusion: The ICso concentration determined after 48 hours incubation of ethanol,
water and hexane extracts of Epilobium parviflorum with HT29 cells did not affect the
cell viability of BJ cells. These extracts also induced apoptosis in these cells by
increasing the expression of Caspase-8 and Caspase-3 genes involved in apoptosis in
HT29 cells. As a result of the examination of the flow cytometry method using FACS, a
high rate of DNA fragmentation was observed in HT29 cells of ethanol and water
extracts of Epilobium parviflorum.

KEYWORDS: apoptosis, colon cancer, Epilobium parviflorum, g°PCR
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ONSOZ

Beni egitim hayatim boyunca destekleyen babam Abdulkadir SUT’e ve annem
Arife SUT’e cok tesekkiir ederim. Ayn1 laboratuvarda calistigim arkadaslarrm Adem
KABA ve Pelin UNAL’a deneylerde yardimlarindan ve yol gdstermelerinden dolay:
minnettarim.

Yakin arkadagim Kiibra AKSU’ya dertlerimi dinleyip beni hep destekledigi i¢in
minnettarim. Doktora 6grencisi Gokge ERDOGAN’a tecriibelerini bana aktararak beni
aydinlattig1 i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Flow sitometri deneyinde Tip Fakiiltesindeki FACS cihazini1 kullanmama izin
veren ve yardime1 olan Prof. Dr. Sadi KOKSOY hocama tesekkiir ederim.

Dr. Ogr. Uyesi Ersin AKINCI’ya laboratuvarinda c¢alismama izin verdigi ve
tecriibeleri ile beni aydmlattig1 i¢in tesekkiir ederim. Danismanim Dr. Ogr. Uyesi Aydin
AKBUDAK’a bu projeyi bana vermesi ve sagladigr maddi kaynak nedeniyle tesekkiir
ederim.

Tezin hazirlama siirecinde her daim yanimda, bana destek olan ve yardimlarini
benden esirgemeyen Mehmet Can KARAKURTa can1 goniilden tesekkiir ederim.
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Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Epilobium parviflorum Schreb.
Ekstraktinin Farkli Kanser Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Terapotik Etkileri” adli bu
calismanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, bu tez
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Bid : BH3 etkilesimli bolge 6liim agonisti

Bik : Bcl-2 etkilesimli 6ldiiriicti

Bim : Bcl-2 etkilesimli protein

Ca*? : Kalsiyum

CAD : Kaspazlarla aktiflesen DNaz

CARD : Kaspazlarin kiimelenme bolgeleri
cDNA : Komplementer DNA

Dd : Oliim domaini

dH20 : Distile su

DISC : Oliimii baslatan sinyalleme yapis1
DMEM : Dulbecco’s modified eagle medium
DMSO : Dimetil siilfoksit

DNA : Deoksiribo niikleik asit

DNaz : Deoksiriboniikleaz

dNTP : Deoksiribontikleotid trifosfat

DR : Oliim reseptorii

FADD : Fas’a bagli 6liim bolgesi

FasL : Fas ligand

FBS : Fetal s1g1r serumu

ICs0 : Hiicrelerin %50’sini 6ldiiren konsantrasyon
Kaspaz . Sistein aspartat spesifik proteaz
MRNA : Mesajc1 RNA

MTT : 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide
MOMP : Mitokondrial dis membran gecirgenligi



PARP : Poli ADP riboz polimeraz

PBS : Fosfat tampon tuzu

Pl : Propidium iyodiir

gRT-PCR - Kantitatif reverse transkriptaz PCR

Sit C/cyt-c ~ : Sitokrom C

TGF-B : Transforme edici biiyliime faktori 8

TNF : Timor nekroz faktor

TNFR . Ttimor nekroz faktor reseptorii

TNFR1 : Timor nekroz faktor reseptorii 1

TRADD : TNFR’e bagl1 6liim bolgesi

TRAIL : TNF’yle iligkili apoptozisi uyaran ligand

TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end
labeling

uv : MorGtesi



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1. Epilobium parviflorum’a ait gOrintliler............cccoveriiiniiniinieiecse e 3
Sekil 2.2. Epilobium parviflorum'un Tiirkiye'deki dagilimi........cocovoviiieiiiiiiiciiiie 5
Sekil 2.3. Igsel ve dissal apoptoz YOIaKIari..........ccveeeveiecveiieereiiereeieieeee e 8
Sekil 2.4. TRAIL apoptozis Sinyal YOlagl........cccuuurieiieiiieiiiinesesieiee s 9
Sekil 2.5. Apoptoz ve nekroz arasindaki baglanti...........coceevviiiiiiiiiici 11
SeKil 4.1. MTT testi GOTTUNTUST ....vvevvereiiiieiiieii e 28

Sekil 4.2. HT29 hiicrelerinin 24 saat Epilobium ekstrakt ile inkiibasyonu sonrasi
AINAN GOTUNTL ....eeiei et n e e e e b e e s be e e reennne e 29

Sekil 4.3. HT29 ve BJ hiicrelerinin Epilobium etanol ekstrakti ile 48 saat
inkiibasyonu sonrasinda MTT testi SONUGIATT .......ccuvvieiiiiiiiiiiiic e 30

Sekil 4.4. HT29 ve BJ hiicrelerinin Epilobium etanol ekstrakti ile 72 saat
inkiibasyonu sonrasinda MTT testi SONUGIATT .......cceeiviiiiiiiiiiiic e 30

Sekil 4.5. HT29 ve BJ hiicrelerinin Epilobium su ekstrakti ile 48 saat inkiibasyonu
sonrasinda MTT testi SONUGIATIT..........cuviiiiiiiiiie i 31

Sekil 4.6. HT29 ve BJ hiicrelerinin Epilobium su ekstrakti ile 72 saat inkiibasyonu
sonrasinda MTT teSti SONUGLATT.......ccuuviiiiiiiiiie i 32

Sekil 4.7. HT29 ve BJ hiicrelerinin Epilobium hekzan ekstrakti ile 48 saat
inkiibasyonu sonrasinda MTT testi SONUGIATT ........ccovvviiiiiiiiiici e 33

Sekil 4.8. HT29 ve BJ hiicrelerinin Epilobium hekzan ekstrakti ile 72 saat
inkiibasyonu sonrasinda MTT testi SONUGIATT ........cevvviiiiiiiiiici 33

Sekil 4.9. Epilobium etanol ekstrakti uygulamasi sonrasi hiicrelerin ¢ogalmasini
%350 oraninda inhibe oldugu konsantrasyonu gosteren grafik.............cccoccovevevcviinnieennne 34

Sekil 4.10. Epilobium su ekstrakt1 uygulamasi sonrasi hiicrelerin ¢ogalmasini %50
oraninda inhibe oldugu konsantrasyonu gosteren grafik ...........c.ccoovviiiiinnininininnns 35

Sekil 4.11. Epilobium hekzan ekstrakti uygulamasi sonrasi hiicrelerin gogalmasini
%350 oraninda inhibe oldugu konsantrasyonu gosteren grafik.............cccooceveveviviiniiinnnns 35

Sekil 4.12. HT29 ve BJ hiicrelerinin Epilobium etanol ekstrakti ile 24 saat
muamelesi sonrasi relatif gen ekspresyon degisim grafigi ........ccooeevvviviiiiiiiiiiiiiiiennns 36

Xi


file:///C:/Users/Tevhide/Desktop/TEZ%20TASLAK-4.docx%23_Toc12644777
file:///C:/Users/Tevhide/Desktop/TEZ%20TASLAK-4.docx%23_Toc12644782

Sekil 4.13. HT29 ve BJ hiicrelerinin Epilobium su ekstrakti ile 24 saat muamelesi
sonrasi relatif gen ekspresyon degisim grafifi........cccccvoirieiiiiiiiiieiiniesecs e 37

Sekil 4.14. HT29 ve BJ hiicrelerinin Epilobium hekzan ekstrakti ile 24 saat
muamelesi sonrasi relatif gen ekspresyon degisim grafigi ........ccoceevieiiiniiiniiesiienienne 38

Sekil 4.15. HT29 hiicrelerinin Epilobium parviflorum ekstraktlari ile 48 saat
inkiibasyon sonrasinda alinan gOrlintlisll ...........ceerveriiriinieiiiie e 39

Sekil 4.16. Flow sitometri yontemi ile degerlendirilen apoptotik hiicreleri gosteren

xii


file:///C:/Users/Tevhide/Desktop/TEZ%20TASLAK-4.docx%23_Toc12644796
file:///C:/Users/Tevhide/Desktop/TEZ%20TASLAK-4.docx%23_Toc12644796

Cizelge 2.1.
Cizelge 2.2.
Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.
Cizelge 3.3.
Cizelge 3.4.

Cizelge 3.5.

CIZELGELER DiZiNi

Epilobium parviflorum’un TUBIVES'e gére sistematik siniflandirmast .....4
Apoptozis ile nekrozis arasindaki farklar...........ccccooeiiiiinii, 12
cDNA sentezinde gereken sollisyonlar..........cccocvvviiiiiiie e, 22
cDNA sentezinde kullanilan sicaklik ve inkiibasyon siireleri .................... 23
Primerlerin 6zelliklerini gosteren ¢izelge.........ooevviiiiiniiiiiiciicceee 24
gRT-PCR'da kullanilan malzemeleri gosteren ¢izelge ..........cocevvrivrnvennns 24
gRT-PCR inkiibasyon siirelerini gosteren ¢izelge ..........covvvvrveriniiiinnnns 25

xiii



GIRIS T.SUT

1. GIRIS

Kolorektal kanser diinyada oldugu gibi Tiirkiyede’de en ¢ok teshis konulan
kanserler arasindadir. Goriilme siklig1 ve hastaliktan 6liim oranlari; tedavilerin giinden
giine gelismesi ve tarama testlerinin yayginlasmasindan dolay1 giderek diismektedir.
Ucgiincii evre kolon kanserinin tedavisinde adjuvant terapi ve bdlgesel olarak ilerlermis
kolon kanserinde kemoradrasyon ve cerrahi miidahaleler uygulanmaktadir (Siegel vd.
2017). Bitkisel besinlerde, kanseri onleyici 6zelliklere sahip fitokimyasallar, bilesenler
bulunmaktadir (Surh 2003). Epilobium tiirleri ¢ay olarak tiiketildiginde prostat ve idrar
yollart hastaliklari {izerinde iyilestirici etkileri oldugu bilinmektedir (Vogl vd. 2013).

Epilobium, Onagraceae familyasina ait ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Birgok toprak
cesidini ve farkli iklim kosullarini tolere edebilen ve biiyiikk 6l¢iide tiim diinyaya
yayllmis 200'den fazla, yakin iligkili tiirden olusur. Epilobium tiirlerinde bulunan
biyolojik olarak aktif bilesikler flavonoidler, fenolik asitler, ellagitanninler, sitosterol
tiirevleri, vitaminler ve yag asitleri olarak siralanabilir. (Vitalone ve Allkanjari 2018).
1980'li yillara kadar farmakolojik literatiirde Epilobium ile ilgili neredeyse hicbir
calismanin yapilmamis oldugu dikkat g¢ekicidir. Epilobium’un prostat ile iliskisini
gosteren literatiirdeki ilk kayit Avusturya'dan bir bitki bilimci olan Maria Treben’e
aittir. Treben yazisinda Epilobium’un bobrek, mesane ve prostat kanseri igin bir ¢are
olabilecegini de belirtmistir (Treben 1984). Sonrasinda yapilan ¢alismalarda
Epilobium’un ¢esitli gastrointestinal hastaliklara, iyi huylu prostat hiperplazisine,
yaniga, enfeksiyona ve tiriner problemlere karsi etkili oldugu bildirilmistir (Vitalone vd.
2003a; Vogl vd. 2013).

Prostat hiicreleri iizerinde yapilan bir¢ok deney bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan
birinde, Epilobium’un etanolik ekstratlarinin insan epitelyal prostat kanseri hiicrelerine
uygulandiginda hiicre proliferasyonun ve DNA sentezinin inhibe oldugu gézlenmistir
(Vitalone vd. 2001). Bu etkiler ayn1 zamanda LNCaP (androjen bagimli prostat kanseri
hiicre hatt1), HMEC (insan meme epiteli hiicreleri) ve 1321N1 (insan astrositoma
hiicreleri) gibi cesitli hiicre hatlar1 iizerinde de go6zlendiginden dolayr inhibisyon
mekanizmasinin androjen bagimsiz oldugu anlasilmaktadir. Epilobium’un biyolojik
aktivitesinde onemli olan oenothein B bilesigi sulu ekstraktlarda yliksek miktarda
bulunmaktadir (Granica vd. 2014). Epilobium ekstrakti uygulanmig LNCaP
hiicrelerinde mitokondrial potansiyelde O6nemli bir azalis ve kaspaz-3 proteini
aktivesinde bir artis gozlenmistir. Epilobium ekstraktinin LNCaP prostat kanser
hiicrelerinde mitokondrial yolak araciligi ile apoptozu indiikledigi bilinmektedir
(Stolarczyk vd. 2013).

Apoptozis, hiicre popiilasyonunun homeostatik mekanizmanin siirdiiriilmesinde,
yaslanma ve gelisimde normal olarak gergeklesmektedir. Digsal (6lim reseptorleri) ve
icsel (mitokondrial) yolak olmak iizere iki farkli apoptotik yolak vardir (Pereira ve
Amarante-Mendes 2011). Dissal sinyal yolagi, hiicre disindaki sinyali 6liim reseptorii



GIRIS T.SUT

(DR) aracilig1 ile hiicre i¢i apoptotik mekanizmaya ileten bir yolaktir. Sonug olarak
prokaspaz-8 hidroliz olur ve aktif kaspaz-8 olusur (Wilson vd. 2009). Kaspaz-8
dogrudan kaspaz-3’e baglanarak apoptozu baslatir. Yolaklar kaspaz-3’iin boliinmesiyle
baslar ve DNA fragmentasyonu, hiicre iskeletinin degrede olmasi, apoptotik graniillerin
olusmasi, fagositik hiicrelerin baglanmasi igin ligandlarin ifade edilmesi ve fagositik
hiicre tarafindan alinmasi ile sonlanir. Kanser ilaglar1 ve radyasyon, hiicrede DNA
hasar1 olusturarak p53 yolagi aracilig1 ile apoptoza neden olabilmektedir (EImore 2007).
Apoptozun mitokondriyal (i¢sel) yolagindaki Bcl-2 ailesinin iiyeleri mitokondrinin dis
membranmin gegirgenligini (MOMP) diizenlemektedir. Pro-apoptotik iiyeler bax ve
bak, anti-apoptotik iiyeleri engelleyerek mitokondri porlarinin gecirgenligini arttirir ve
sitokrom c’nin sitoplazmaya salinmasina sebep olurlar. MOMP ¢ogunlukla proteolipit
porlarin olusmasina neden olur. Bu porlardan salinan sitokrom c, apaf-1’e baglanir
(Green 2006).

Bu ¢alismada, kolon kanseri (HT29) ve fibroblast (BJ) hiicre hatlar ile galisildi.
In vitro ortamda bu hiicrelere etanol, su ve hekzan ile elde edilen Epilobium parviflorum
bitki ekstrakti uygulanmistir. Uygulamadan sonra apoptotik genler olan Bax, Caspase-3,
Caspase-8 ve P53 genlerinin ekspresyonundaki degisimler incelenmistir. TUNEL testi
ile uygulamadan sonra olusan DNA fragmentasyonlart gozlenmistir. Bu ¢alismanin
amaci, Epilobium parviflorum bitki ekstraktinin HT29 ve BJ hiicrelerinin iizerindeki
apoptotik etkilerini aragtirmaktir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Epilobium

Epilobium tiirleri ¢ok yillik otsu bitkilerdir. Ismi yunanca “epi-lobus”
kelimesinden gelmektedir. Dort petale sahip olup tiirleri pembe, kirmizi, sari, mor
seklinde giizelce ayrilmistir. Eger yiiksek polifenolik igerik elde edilmek isteniyorsa bu
bitkinin ¢igeklenme doneminde toplanmasi tavsiye edilmektedir. Epilobium’da baslica
sekonderler olan flavonoid, glikosit, tannin, fenolikler, B-sitosterol tiirevleri, triterpen,
vitamin ve yag asitlerinden bulunmaktadir (Lesuisse vd. 1996).

Sekil 2.1. Epilobium parviflorum’a ait goriintiiler; A: Epilobium parviflorum genel
goriintiisii; B: Epilobium parviflorum yaprak goriintiisii; C: Epilobium parviflorum
cicek goriintiisi; D: Epilobium parviflorum govde goriintiisii
(https://gobotany.newenglandwild.org/species/epilobium/parviflorum/, Erisim tarihi:
17.03.2019)
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Epilobium parviflorum Avrupa’da dogal olarak yetisen ¢ok yillik otsu bir
bitkidir. Epilobium tiirleri, Avrupa’da hem geg¢miste hem de giiniimiizde bazi
hastaliklarin geleneksel tedavisinde kullanilmaktadir. Halk arasinda kiigiik ¢igekli sogiit
otu ve yaki otu gibi gesitli adlandirmalara sahiptir. Epilobium iriinleri terapotik gaylar
ve diyet takviyeleri gibi ¢esitli sekillerde Amerika, Avrupa ve Avustralya’da ticari
olarak satilmaktadir. 12’si Macaristan’da 27’si Avrupa’da olmak tiizere 200 tiiriin
iistlinde Epilobium tiiri mevcuttur. Epilobium tiirleri arasinda iizerine en ¢ok bilimsel
arastirma yapilanlar Epilobium angustifolium ve Epilobium parviflorum’dur. Epilobium
ekstraktinin biyolojik olarak aktif bilesenleri (polifenol ve fitosterol) glinlimiizde halen
daha tanmimlanmaya devam etmektedir. Fenolik bilesikler arttikca antioksidan
kapasiteside artis gostermektedir. Ayrica fitosteroller, prostatik membranlarin Na*/K™-
ATPaz aktivitesini inhibe eder ve patolojik vakalarda prostat metabolizmasini baskilar.
Ayrica Oenothein B, prostatik 5a-rediiktaz enziminide inhibe eder. Boylece iyi huylu
prostat hiperplazisini tetikleyen hormonu ayarlar (Ducrey vd. 1997).

Epilobium parviflorum’'un TUBIVES’e (Tiirkiye Bitkileri Veri Servisi) gore sistematik
olarak siniflandirilmasi:

Cizelge 2.1. Epilobium parviflorum’un TUBIVES'e gore sistematik siniflandirmasi

Aile . Onagraceae
Cins . Epilobium
Takson :  Epilobium parviflorum

Taksonun yerel isimleri
Yaki Otu

Taksonomik Hiyerarsi

Alem Plantae
Alt Alem Tracheobionta
Sube Magnoliophyta
Simif Magnoliopsida
Alt Siif Rosidae
Takim Myrtales
Aile Onagraceae
Cins Epilobium
Tiir Epilobium parviflorum
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Sekil 2.2. Epilobium parviflorum'un Tiirkiye'deki dagilimi; Isaretler Osmaniye, Bolu,
[stanbul, Karabiik, Bitlis, Amasya, Antalya, Artvin, Aydin,
Canakkale, Diyarbakir, Erzincan, Erzurum, Giresun, Hatay, Igel, izmir, Kocaeli,
Konya, Mugla, Tokat ve Van illerini temsil etmektedir.
(http://194.27.225.161/yasin/tubives/index.php?sayfa=1&tax_id=3878, Erisim Tarihi:
10.04.2019)

Toth ve arkadaslar1 Macaristandan topladiklar1 ¢esitli Epilobium tiirlerinin (E.
parviflorum, E. hirsutum, E. roseum, E. montanum, E. tetragonum) flavonoid
kompozisyonlarin1 incelemislerdir. Bu bitkilerin tiirlerine ve yetistikleri cevre
kosullarina gore igerdigi bilesikler degismektedir. Flavonoidler Epilobium igin kimyasal
markir olarak da kullanilabilir. Hepsinde ortak olarak myricetin, quercetin, kaempferol
bulunmaktadir. Ozellikle ticari olarak satin almmis E. parviflorum’da myricetin-
glicoside, quercetin-glycoside, myricitrin, ellagic acid, myricetin, quercetin bilesikleri
bulunmustur (T6th vd. 2006).

2.1.1. Epilobium ve prostat iliskisi

Prostat kanseri, erkek hastalarda en sik goriilen kanserdir ayn1 zamanda Avrupa
ve Amerika Birlesik Devletleri'nde kansere bagli oliimlerin ikinci oOnde gelen
malignitesi olmaya devam etmektedir. Hastaligin ilerlemis evrelerine sahip olan
hastalarin ¢ogu, baslangigta mevcut tedaviye (hormonal tedavi, radyoterapi veya
kemoterapi) yanit verir. Ancak prostat kanseri tedavi yontemlerine direngli olan bir grup
hastada daha ¢ok ilerleme ve daha sonra yaygin metastaz gelisir (Jaworska vd. 2015).

Epilobium tiirleri {izerinde yapilan deneylerde, prostat kanser hiicreleri
tizerindeki apoptatik etkisinin mitokondriyal yolak ve kaspaz-3 ile iliskili oldugunu
gostermislerdir (Stolarczyk vd. 2013). Etanol iginde ¢ozeltisi yapilan Epilobium
tirlerinin  prostat kanser hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi bulunmustur
(Vitalone vd. 2001). Epilobium igeriginde bulunan polifenollerin insan prostat
tiimoriinde apoptozu tetikledigi kanitlanmastir.
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Antibakteriyel ve serbest radikalleri yakalama 6zelligi oldugu bilinen Epilobium,
Iyi huylu prostat hiperplazisine uygulanmis ve Epilobium parviflorum ekstrati sahip
oldugu anti-inflamatuar ve antioksidan o6zellikleri sayesinde prostat hiperplazisinde
iyilesme gozlenmistir (Hevesi vd. 2009). Iyi huylu prostat hiperplazisi, icerisindeki
bezlerin biiylimesi nedeniyle prostatin genislemesidir. Akut bakteriyel, kronik
bakteriyel, kronik bakteriyel olmayan olmak iizere goriinlirde ii¢ c¢esit prostat
hiperplazisi vardir. Fungi, mikoplazma ya da virlis gibi ajanlarin neden oldugu
bakteriyel olmayan kronik prostatitis en sik goriilenidir (Tanner vd. 1999). Akut
bakteriyal prostatitis idrar yolu enfeksiyonunda genellikle E. coli nedeniyle meydana
gelir. Hidroksil radikalleri toplayicilart siklooksijenazi baskilar ve sonucunda
inflamasyon azalir. Prostat hastalarinda prostaglandin sentezinde COX-2’nin asir1
ekspresyonu ve prostaglandinde azalma meydana gelmistir. Caligmalar hem alkolde
hem de suda ¢oziinmiis Epilobium parviflorum ekstraktinin COX-1 ve COX-2
tarafindan katalize edilen prostaglandin biyosentezinin inhibisyonu araciliiyla anti-
inflamatuar etkisi oldugunu gostermistir. Her ikisi de siklooksijenazin baskilanmasina
yol agar ve sonucunda inflamasyon azalir (Steenkamp vd. 2006).

Vitalone ve arkadaslar1 gesitli Epilobium tiirlerinin apoptotik etkilerini insan
astrositoma hiicreleri (1321N1), insan memeli epitel hiicresi (HMEC), androjen bagimli
prostat kanseri hiicre hatti (LNCaP) ve prostat hiicresi (PZ-HPZ-7) iizerinde
incelemislerdir. Yaptiklari ¢alismada ayni zamanda memeli epitelyal hiicrelerinin
Epilobium’a kars1 prostatik hiicrelerden daha duyarli oldugunu gostermislerdir.
Epilobium rosmarinifolium’un su ekstrakti ile yaptiklar1 baska bir deneyde de, DNA
sentezinin sitotoksik etki gostermeksizin inhibe edildigini gozlemlemislerdir (Vitalone
vd. 2003b). Epilobium otunun apolar ¢oziiciiler ile elde edilmis ekstraktlarinin biyolojik
aktivitesi daha yiiksektir. Bununla birlikte en etkili olan Epilobium rosmarinifolium en
yiiksek oenothein B kapasitesine sahiptir. Oenothein B suda ¢oziinebilen ellagitannin
tiirevi bir birlesiktir. Epilobium angustifolium’a gore prostat hiicreleri tizerinde DNA
sentezini 10 kat daha fazla inhibe etme potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir.
Epilobium ekstraktinin antiproliferatif etkisi sadece prostat hiicrelerine 6zgii olmadigi
kanitlanmistir (Vitalone vd. 2003b).

Vitalone ve arkadaglari So-rediiktaz inhibitorii olarak geleneksel olarak
kullanilan etanolik Epilobium angustifolium ekstrakti ile c¢alismiglardir. Bu savi
degerlendirmek i¢in insan epitelyal prostat hiicreleri lizerinde (PZ-HPV-7) bitki
ekstraktini uygulamislardir. 24 ve 48 saat muameleden sonra MTT ve LDH testleri
yapilmistir (Vitalone vd. 2001). Suda ¢oziilmiis Epilobium ekstrakti %56 oraninda 5-a-
rediiktaz enzimini inhibe etmistir. Oenothein B suda ¢oziinen ilk tannin olarak literatiire
kaydedilmistir. Bunun prostatik adenoma tedavisinde etkili oldugu diisliniilmektedir
(Lesuisse vd. 1996). Epilobium spicatum, Epilobium rosmarinifolium ve Epilobium
tetragonum’un DNA sentezini PZ-HPV-7 hiicrelerinde durdurdugu goriilmiistiir. Bu
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sirada DNA fragmentasyonu ve yogunlagsmasi gézlenmemistir. Flow sitometri ile hiicre
dongiisiinii Go/G1 fazinda durdurdugu gosterilmistir (Vitalone vd. 2003a).

Epilobium angustifolium’un prostat biiylimesine neden olan prostaglandin
biyosentezini azalttigi bilinmektedir. Metanolik ekstraktt ¢esitli  flavonoidler
icerdiginden birinin bundan sorumlu olmasi kuvvetle ihtimaldir. Siganlar iizerinde
yapilan deneylerde prostat biiyiimesinde gerileme gozlenmistir (Juan vd. 1988).
Epilobium etanolik ekstrakti bakteri, mantar ve mayaya karsi antibakteriyel aktivite
gostermistir. En genis spektrumlu Epilobium tiirleri Epilobium angustifolium ve
Epilobium rosmarinifolium olarak bulunmustur (Battinelli vd. 2001).

2.2. Apoptozis

Apoptozis programli hiicre 6liimii olup enerji gerektiren bir eylemdir. Apoptozis
normal hiicre dongiisiinde, immiin sistemin gelisiminde, embriyonik gelisimde ve
kimyasallar ile indiiklenen hiicre 6liimiiniin de dahil oldugu gesitli siire¢lerde 6nemli rol
oynar. Pek ¢ok kanser tiiriinde, otoimmiin bozukluk ve norodejeneratif hastaliklarda
diizgiin olmayan apoptozis s6z konusudur (EImore 2007). Apoptozis kelime olarak ilk
defa Kerr tarafindan 1972’de kullamilmistir (Kerr vd. 1972). Apoptozis, hiicre
popiilasyonunun homeostatik mekanizmanin siirdiiriilmesinde, yaslanma ve gelisimde
normalde gerceklesmektedir.

Dissal (6liim reseptorleri) ve i¢sel (mitokondrial) yolak olmak iizere iki farkli
apoptotik yolak vardir. Bu yolaklar birbirini etkilemektedir. Bunlara ek olarak T hiicre
aracili sitotoksite ve perforin-granzim bagimli hiicre 6limii adinda bir yolak daha
tanimlanmistir. Bu {i¢ yolak biiyiik oranda benzer sekilde baslar ve sonlanir. Yolaklar
kaspaz-3’iin bolinmesiyle baglar ve DNA fragmentasyonu, hiicre iskeletinin degrede
olmasi, apoptotik graniillerin olugmasi, fagositik hiicrelerin baglanmasi i¢in ligandlarin
ifade edilmesi ve fagositik hiicre tarafindan alinmasi ile sonlanir (ElImore 2007).
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Sekil 2.3. i¢sel ve dissal apoptoz yolaklari (Zeiss C. J., 2003)

Istk  mikroskobunda apoptozis sirasinda birgok morfolojik degisiklik
gozlenebilmektedir. Apoptozisin erken evrelerinde hiicre biiziilmesi ve piknozis
(¢ekirdek biiziismesi) meydana gelir (Kerr vd. 1972). Piknozis apoptozisin karakteristik
bir 6zelligi olup kromatin yogunlagmasiyla olusur.

Diger taraftan hiicreler toksik maddelere maruz kaldiginda ya da hasara
ugradiginda da apoptoza girer. Kanser ilaglar1 ve radyasyon hiicrede DNA hasari
olusturarak p53 yolag: aracilifi ile apoptoza neden olabilmektedir (Elmore 2007). iki
farkl ana hiicre 6liim sekli vardir: apoptozis ve nekrozis. Nekrozisde kaza ve siddetli
yaralanmalarda hiicreler genisleyerek Oliirken, apoptoziste ise hiicrenin Sliim sinyal
yolaklar1 aktiflesmektedir. Nekroz ile iligkili olan hastaliklar ndrodejeneretif, otoimmiin
hastaliklar ve baz1 kanser ¢esitleridir (Formigli vd. 2000). Apoptozis enerji bagimli bir
olaydir ve bir sistein proteazi olan kaspaz enzimleri rol oynar.

Kromatinin  fragmantasyonunu plazma membraninin  genislemesi ve
tomurcuklanmas1 takip eder. Normalde sitoplazma iginde sikica paketlenmis halde
bulunan organeller de birbirine yapismaya baslarlar. Apoptozun son asamasinda bu
hiicreler makrofajlar tarafindan fagositoze edilirler (Kerr vd. 1972).
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2.2.1. i¢sel (mitokondriyal) sinyal yolag

Apoptozun  mitokondriyal (igsel) yolagindaki Bcl-2 ailesinin {iyeleri
mitokondrinin dis membraninin gegirgenligini (MOMP) diizenlemektedir. Bu ailenin
tiyeleri Bcl-2 ile birden fazla homolojik domain paylagmaktadir. Bcl-2’nin anti-
apoptotik tiyeleri olan A1, Bcl-2, Bel-X., Mcl-1 ve Bcl-W; BH1, BH2, BH3 ve BH4
domainlerinin hepsini icermektedir. Pro-apoptotik iiyeler olan Bax, Bak ve Bok; BH4
domainini igermezken, diger proteinlerle reaksiyona girebilen BH3 domainini
icermektedir. Bu bdlgeyi iceren proteinler; Bid, Bim, Bad, Bik, Bmf, Noxa ve Puma
olarak siralanabilir Bim, Bid ve Puma biitiin anti-apoptotik iiyelere baglanabilirken;
Bad, 6zellikle Bel-2, Bel-W ve Bcel-X( ile etkilesimdedir. Noxa ise daha spesifik olarak
Mcl-1 ile reaksiyona girer (Pereira ve Amarante-Mendes 2011).

TRAIL

5 —

Grbenid

Sekil 2.4. TRAIL apoptozis sinyal yolag: (Sayers TJ, 2011)

Pro-apoptotik iliyeler Bax ve Bak, anti-apoptotik iiyeleri engelleyerek mitokondri
porlarmin gecirgenligini arttirir ve sitokrom c’nin sitoplazmaya salinmasina sebep
olurlar. MOMP c¢ogunlukla proteolipit porlarin olugsmasina neden olur. Bu porlardan
salinan sitokrom c, apaf-1’e baglanir. Ikisi birlikte kaspaz-9’a baglanarak aktiflesmesine
sebep olurlar. Kaspazlar aktiflesmese bile MOMP’un olusumu hiicrenin apoptozise
gitmesi i¢in yeterlidir. Bcl-2 tiyeleri ile MOMP’un diizenlenmesini agiklayan iki farkli
model &nerilmistir. Onerilen ilk modelde anti-apoptotik Bcl-2 proteinleri, siirekli aktif
olan Bax/Bak kanallarini inhibe eder. BH3 ile homolojik pro-apoptoik proteinler anti-
apoptiklerden fazla oldugu zaman apoptozis devam eder. ikinci modelde ise BH3
proteinleri aktivator ve katalizleyici olmak iizere ikiye ayrilir. Katalizleyiciler anti-
apoptotikleri nétralize ederken, aktivatorler Bax ve Bak proteinlerini aktiflestirir (Green
2006).
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2.2.2. Digsal (6liim reseptorleri) sinyal yolag:

Disgsal sinyal yolagi, hiicre disindaki sinyali 6liim reseptorii (DR) araciligr ile
hiicre i¢i apoptotik mekanizmaya ileten bir yolaktir. Bu yolakta en iyi tanimlanmis 6lim
ligand1 TNF ailesine ait proteinlerdir. Bu aileye ait olan proteinler TNF, FasL ve TRAIL
olup T, NK, NKT, makrofaj ve dentritik immiin sistem hiicreleri tarafindan tretilirler
(Sayers 2011). DR membranlar arasi bir proteindir ve hiicre i¢inde 80 amino asitlik
6lim domainine (DD) sahiptir. DD sinyali iletmek icin uygun Fas iligkili 6liim
domainine (FADD) baglanir. FADD prokaspaz-8, prokaspaz-10, prokaspaz-2 ya da flice
inhibitér proteinini ¢agirir. Bu birlesme sonucu 6liim indiikleyen sinyal kompleksi
(DISC) meydana gelir. Sonug olarak prokaspaz-8 hidroliz olur ve aktif kaspaz-8 olusur
(Wilson vd. 2009). Kaspaz-8 dogrudan kaspaz-3’e baglanarak apoptozu baslatir.

2.2.3. Nekrozis

Nekroz, yunancada ceset; onkos ise sismek anlamina gelmektedir ve nekrozis
hiicre sismesi ve pargalanmasi ile karakterizedir. Bazi arastirmacilar nekrozis yerine
‘onkotik nekrozis’ kelimesini kullanmaktadirlar. Nekrozis dis etkenlerin uyarist sonucu
gerceklesebilmektedir. Bu dis etkenler; enerjide ani azalma, dokularda iskemi olmasi,
hiicre zar1 gecirgenligi bozulmasi gibi siralanabilir. Apoptozisin tersine, nekroziste
hiicreler, glisin anyon kanallarinin agilmasi sonucu osmotik basing ile organel ve hiicre
membranlarini kaybederler. Boylece lizozomdan aciga ¢ikan enzimler sitozole girerek
hiicre yikimina neden olur (Hotchkiss vd. 2009).

Onceleri nekrozisin rasgele gerceklesen bir hiicre 6lim sekli oldugu
diistiniilmesine karsin son zamanlarda yapilan ¢alismalarda nekrozisin iskemi,
norodejeneratif, patojen enfeksiyonlar: ile iligkili oldugu gozlenmistir. Serin/treonin
kinaz reseptor-iliskili protein-1 (RIP1), reseptdor ligand etkilesimli indiikleme ile
nekrozisin baslatilmasinda énemli bir rol oynamaktadir. RIP1 kinaz’in 6lim domaini;
TNFR1, TRAILR1 ve TRAILR2 gibi 6lim reseptorlerine baglanir. RIP1 ayrica
kaspaz-8 aktivasyonu i¢in gerekli olan FADD ve TRADD o6liim domanleri ile de
iliskilidir (Declercq vd. 2009).

10
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Sekil 2.5. Apoptoz ve nekroz arasindaki baglant1 (Guido Kroemer, 2008)

PARP, hiicre hasar1 sonucu olusan DNA kiriklarin1 tamir eden bir enzimdir.
PARP enerji deposunu korumak igin hizlica pargalanir. Proinflamatuar genlerin
transkripsiyonunu  baglatabilir. PARP, homodimerler olusturur ve NAD’nin
nikotinamite parcalanmasini katalizler. Boylece enerji azalmasina neden olur. ATP’nin
azalmasi hiicrenin apoptoza gitmesini engeller. PARP aracili ekprese olan genler
fizyolojik inflamatuar yanit olusturabilirler (Jagtap ve Szabo 2005).

Nekroziste hiicre i¢i Ca*? artis1 gozlenmektedir ve bu durum proteazlarin
aktivasyonuna neden olmaktadir. Hiicre dist Ca*? miktarma bagh olarak ligand bagiml
nekrozis baslayabilir. Endoplazmik retikulum’da Ca*? depolayabilmektedir ve farkli
kosullarda depoladigi Ca*? sitozola salimr. Sitozoldeki Ca*™? mitokondri porlarinin
gecirgenligini bozar ve nekroza neden olur. Kalpainler Ca™ bagiml sistein
proteazlaridir ve inaktif olarak sitozolde bulunmaktadirlar. Kalpain, kathepsinini aktive
edip lizozomal membranin gegirgenliginde bozulmaya yol agar (Zong ve Thompson
2006).

11
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2.2.4. Apoptozis ile nekrozis arasindaki farkhhklar

Cizelge 2.2. Apoptozis ile nekrozis arasindaki farklar (Coskun ve Ozgiir 2011)

OZELLIK APOPTOZIS NEKROZIS
Yol acan nedenler Biiyiime faktorii eksikligi, Iskemi,
Hiicre yaglanmasi, Hipertermi,
HIV, Hipoksi,
Kanser ilaglari, Litik viral enfeksiyon,
Radyasyon, Toksik maddeler,

Oliim reseptérlerinin
aktivasyonu,
Sitotoksik T lenfositleri

Agir metaller,
Siddetli oksidatif stres

Morfolojik 6zellikleri

Hiicre membrani saglamdir.
Hiicre kiigiiliir.

Blebler olusur.

Kromatin kondensasyonu
gergeklesir.

Organeller saglamdir.
Apoptotik cisimcikler olugur.
Erken evrede fosfatidil serin
translokasyonu gozlenir.

Hiicre membrani biitiinliigii
kaybolur.

Hiicre siser.

Biiyiik vakuoller olusur.
Organeller parcalanir.

Hiicre lizisi gergeklesir.
Fosfatidilserin translokasyonu
yoktur

Biyokimyasal 6zellikleri

Programlidir.

ATP gerektirir.

DNA kiriklart merdiven seklini
alir (jel elektrofezinde merdiven)

Iyon dengesi bozulur.

ATP gerektirmez.

DNA rastgele parcalanir (jel
elektroforezinde smear)

Diger 6zellikleri

Hicreler tek tek veya birkagi
birarada oliir.

Fizyolojik sartlarda da
gerceklesebilir.

Makrofajlar tarafindan fagosite
edilirler.

Enflamasyon goriilmez.

Hiicreler gruplar halinde oliir.
Patolojik etkiler sonucu
gergeklesir.

Lizozomal enzimler salinir.
Enflamasyona neden olur.

Konvansiyonel histolojiyi kullanarak apoptozu nekrozdan ayirt etmek her zaman
kolay degildir ve uyaranin yogunlugu ve siiresi, ATP tiikenmesinin derecesi ve
kaspazlarin mevcudiyeti gibi faktorlere bagli olarak eszamanli ortaya cikabilir (Zeiss,
2003). Nekrozis, genellikle genis hiicre alanlarini etkileyen kontrolsiiz ve pasif bir
islemdir, oysa apoptozis kontrol edilir ve enerjiye baghdir ve bireysel veya hiicre
kiimelerini etkileyebilir. Nekrotik hiicre hasarina iki ana mekanizma aracilik eder;
hiicrenin enerji kaynagina miidahale ve hiicre zarlarina dogrudan hasar (EImore 2007).

Nekrozis ile birlikte meydana gelen baslica morfolojik degisikliklerin bazilari
hiicre sismesini, sitoplazmik vakuollerin olusumu, sismis endoplazmik retikulum,
sitoplazmik kabarciklarin olusumu, yogunlasmis, sismis veya yirtilmis mitokondri,
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ribozomlarin ayristirilmast ve ayrilmasi, pargalanmig organel membranlari, sigsmis ve
yirtilmig  lizozomlar, ve sonunda hiicre zarinin bozulmasidir. Bu hiicre zar
biitiinliglinliin kaybi, sitoplazmik igerigin ¢evre dokuya salinmasi ile sonuglanir ve
nihayetinde enflamatuar hiicrelerin alinmasiyla kemotaktik sinyaller gonderir.
Apoptotik hiicreler hiicresel bilesenlerini ¢evresindeki interstisyel dokuya salmadiklari
ve makrofajlar veya bitisik normal hiicreler tarafindan hizli bir sekilde fagositoz
olduklar1 i¢in, esasen iltihaplanma reaksiyonu yoktur (Kerr vd. 1972; Savill ve Fadok
2000).

2.2.5. Apoptoz belirlemede kullamilan yontemler
Sitomorfolojik degisim:

Apoptotik hiicreler, eosin ve hematoksilin boyayarak 151tk mikroskobunda
incelenebilmektedir. Transmisyon elektron mikroskobunun (TEM) apoptozisi
dogrulamak i¢in altin standart oldugu diisiinilmektedir. Eger hiicre apoptozun
karakteristik 6zelliklerini igeriyorsa TEM ile kategorize edilebilmektedir. Bu dzellikler;
cekirdegin yogunlasmasi, niikleer fragmentasyon (parcalanma), bozulmamis hiicre
membrani, organize olmayan sitoplazmik organel, biiyiikk ve goriinen vakuol, hiicre
yiizeyinde tomurcuk olarak siralanabilir. Dezavantajlart ise maliyetli, uzun siiren ve
kii¢iik bir alanin gozlenebilir olmasidir (Elmore 2007).

DNA fragmentasyonu:

Geg apoptozda olusan, DNA’nin endoniikleaz enzimlerince pargalanmasi agaroz
jel elektroforezi ile goriintiilenebilmektedir. DNA 180 bg’den olusan merdiven seklini
olusturur. Ancak agaroz jel elektroforezinde ¢ok sayida hiicreye ihtiya¢ vardir ve nekroz
ile apoptoz arasinda ayrim yapmak olduk¢a zordur (Wyllie 1980). Diger bir yontem
olan  TUNEL (TdT-dUTP nick-end-labelling) metodu DNA kiriklarinin tespit
edilmesinde kullanilabilmektedir. Bu metotta DNA kiriklarinin sonuna TdT enzimi ile
isaretli UTP eklenir ve sonrasinda 1sik, floresan mikroskobu veya flow sitometri ile
goriintiilenir. Cok az sayida hiicre ile ¢alisilabilir. Diger yandan nekrotik hiicreleri ve
DNA tamirindeki hiicreleri de isaretleyebilmektedir (Archana vd. 2013).

Inhibitor, regiilator ve kaspazlarin tespiti:

Apoptozda rol oynayan kaspazlar western blot, immiinopresipitasyon,
immiinokimyasal testlerle tespit edilebilmektedir. Hem prokaspazlar hem de aktif
kaspazlar icin antikorlar bulunmaktadir. Diger bir yOntemde hiicreler pargalanip
antikaspazlar bulunan mikro kuyucuklara konur. Sonrasinda floresanla isaretlenip
goriintiilenir. Apoptozis PCR mikroarray yontemi ile 112 gen ekpresyon profili
incelenebilmektedir. Az miktarda mRNA yeterli olabilmektedir.
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Membran degisimi:

Apoptozis sirasinda hiicrelerde fosfotidilserin dis plazma membranina
yerlesmektedir. Fosfotidilserine annexin V baglanarak apoptotik hiicreler tespit
edilebilmektedir. Annexin V’ye FITC gibi bir boya bagli olup floresan mikroskobu ile
gorlntiilenir. Nekrotik hiicreleri de boyamaktadir. Hiicreler PI ya da DAPI gibi niikleus
boyalar1 ile muamele edilir. Boylece membrani1 bozulan nekrotik hiicre bu boyalarla
boyandigindan ayrim kolaylasir (Martinez vd. 2010).

Mitokondrial deney:

Sitokrom ¢ i¢ ve dis mitokondri membraninin arasinda bulunmaktadir. Apoptotik
uyaranlar sitokrom c‘nin sitozola salinimin indiiklemektedir. Sitokrom c, western blot
ve elisa testi ile belirlenebilmektedir. Western ile ayrica kaspazlar, bid, FADD, bcl-2,
bax gibi apoptotik proteinlerde tespit edilebilmektir. Elisa testi apoptoza gore daha
hassas olup birka¢ saatte gerceklesmektedir. Mitokondri membran potansiyelinin
bozulmasi sitokrom c’nin salinima neden olur. Mitokodri membran potansiyeli florasan
bazli metod ile degerlendirilmektedir (Banfalvi 2017).

2.3. Hiicre Hatlar

2.3.1. Kolon kanser hiicre hatti (HT29)

Insan kolon adenokarsinom hiicre ¢izgisi HT29, 1964'te 44 yasindaki Kafkas
kadininin primer timdriinden Fogh ve Trempe tarafindan izole edildi. O zamandan beri,
birgok hiicre hatlar1 insan kolon kanserlerinden elde edilmistir. Baslangigta, bu hiicre
hatt1 insan kanserinin biyolojisinin farkli yonlerini incelemek i¢in kullanilmistir.
Bununla birlikte, bu hiicreler, enterositler veya mukus iireten hiicreler gibi olgun
bagirsak hiicrelerinin Ozelliklerini ifade edebilmeleri nedeniyle dikkat c¢ekmistir
(Martinez-Maqueda vd. 2015).

Kolon ve rektum kanserleri i¢in adjuvan fluoropirimidin ile tedavi, evre Ill'te
evre II hastaligindan daha fazla sagkalimi arttirir ve oksaliplatin bazli kombinasyon
kemoterapi, rutin olarak evre III hastalik i¢in kullanilir, ancak etkinlik toksisiteye karsi
dikkatlice dengelenmek zorundadir. II. Asama hastalikta, mikro uydu kararsizligi gibi
molekiiler markerler, tedavi i¢in hastalarin se¢ilmesine yardimci olabilir. Hedeflenen
tedavilerin konvansiyonel sitotoksik ilaglarla entegrasyonu, artimli sagkalim
kazanimlarina yol acan metastatik hastaligin tedavisini genisletti (Cunningham vd.
2010).

Yasam boyu kolorektal kanser riski, sahsi Oykiisii veya ailesinde kolorektal
kanser Oykiisli olmayan ve 50 yas iistii olarak tanimlanan; ortalama riskli bir kiside %5-
6'dir. Kolorektal kanserli birinci derece ve/veya ikinci derece akrabalarin katilimi s6z
konusu oldugunda bu oran %20'ye kadar artar ve kalitsal polipozal olmayan kolorektal
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kanser gibi kalitsal kolorektal kanser sendromlarinda yasam boyu % 80-100 riskine
ulagir (Rustgi 2007).

Kolorektal kansere yatkinligin bazi ailelerde kromozom 2 iizerindeki markirlara
bagl oldugu gosterilmistir. Ailevi kanserlerin molekiiler 6zellikleri sporadik kolon
kanserlerininkilerle karsilastirildi. Ne ailesel ne de sporadik kanserler, kromozom 2
markirlar1 i¢in heterozigotluk kaybi gostermedi ve KRAS, P53 ve APC'de mutasyon
insidansi, iki tiimor grubunda benzerdi. Ancak ailesel kanserlerin ¢ogunda
kisa siireli tekrarlanan DNA dizilerinde yaygin degisiklikler, tiimor gelisimi sirasinda
¢ok sayida ¢ogaltma hatasinin meydana geldigini diisiindiirmektedir (Aaltonen vd.
1993).

Kolon kanseri (kolorektal adenokarsinoma), sindirim sisteminden gelen epitelyal
hiicrelerin, belirli kanser yapicilar ve/veya tiimor baskilayict genlerdeki ardisik genetik
ve epigenetik mutasyonlar1 sonucunda ¢ogalma ve kendini yenileme iizerinde avantaj
sagladigi durumda ortaya ¢ikar (Pancione vd. 2012; Ewing vd. 2014). Tiim kolon
kanseri tiirlerinin yaklagik %70’ini somatik mutasyonlara bagli sporadik kolon
kanserleri (CRC) olusturur. Ailesel CRC, Mendelian kalitim gdstermez ancak kanser
olusumu i¢in ailesel bir yatkinligin %10-30, kalitsal hastaliklarin ise %5-7 oraninda
etkili oldugu gosterilmistir (Burt 2000).

Hastaligin ailesel tipinden, onkogen ya da tiimor baskilayici genlerdeki tek
niikleotid polimorfizmleri ve/veya germline mindr varyantlar sorumluyken ayni
genlerdeki inaktive edici mutasyonlar kalitsal CRC’den sorumludur (Jasperson vd.
2010; Duraturo vd. 2011). Normal sindirim sistemi epitel hiicreleri kript-vilus hatti
boyunca organize olurlar. Kendini yenileme ve farklilasma ozelliklerine sahip, en az
farklilagsmis hiicre tipleri olan kolon kdk ve progenitdr hiicrelerinden olusan bir bolim
kriptin en dibinde bulunur. Bu hiicreler kript-villus diizlemi boyunca go¢ ederken ayni
zamanda paneth, goblet, enterositler gibi epitel kolon hiicresi soylarina farklilagirlar.
Yaklasik olarak 14 giin siiren yolculuklart sonucunda villusun en iist kismina gelirler ve
apoptoza ugrarlar (Kosinski vd. 2007). Bu siireg, hiicre nisini olusturan hiicredist
matriks ve stromal hiicreler ile birlikte Wnt, BMP ve TGF-B gibi bir grup protein
tarafindan organize edilir (Medema ve Vermeulen 2011).

Molekiiler seviyede, CRC’lerin genomik biitiinliiglindeki kayip sonucu c¢oklu
mutasyonlarin birikimine olan yatkinlik, CRC’lerin ¢ok heterojenik bir hastalik tiirii
olmasma yol agar. Ornek olarak kromozomlarda ve mikrosatellitlerde olusan
kararsizliklar, anormal DNA metilasyonu ve tamir kusurlari, kolorektal epitel hiicre
dontisiimiine miidahil olan mekanizmalardir ve CRC’lerin olusumunda ¢ok 6nemli bir
rol oynarlar (Goel vd. 2007; Pino ve Chung 2010). Wnt/APC/B-katenin, fosfoinositid 3
kinaz (PI3K)/AKT/glikojen sentaz kinaz-3p (GSK-3B), transforming growth faktor-
B(TGF)-B/Smad, NF-kB ya da onarim genlerindeki yanlhs eslesmeler gibi cesitli
degismis sinyal yolaklart CRC olusumuna miidahil olurlar. Bu degisiklikler hiicrelerin
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kansere karst duyarlilik kazanmasindan ve anti tlimor ajanlarina karsi yanitsizlik veya
direng gostermesinden sorumludur (Markowitz ve Bertagnolli 2009).

2.3.2.Fibroblast (BJ)

Fibroblast hiicreleri hayvan dokularinda hiicre dis1 matriks ve kollajen meydana
getirerek yapisal iskeleti olusturmaktadir. Fibroblastlar genis, diiz ve uzun bir hiicre
sekline sahiptirler. Bu tiir hiicreler bag dokuda en ¢ok bulunan hiicreler olup yara
iyilesmesinde rol almaktadir. Biitiin bag doku hiicrelerinin de oldugu gibi biitiin
fibroblastlar primitif mezensimden tiiremistir (Gregoire ve Lieubeau 1995).

Fibroblastlar yara dokusunda I6kositleri ¢agirmada ve inflamayonu baglatmada
onemli roller oynamaktadir. Fibroblastlar viicut i¢erisinde neredeyse her yerde bulunan
hiicreler olup diger hiicrelerin islev ve gdgiine yardimci olurlar. Ornegin; infeksiydz
mikroorganizmalar, doku yaralanmalarinda aktive olduklarinda, kemik iliginden olusan
hiicreleri kemokinler ile ¢agirirlar (Smith vd. 1997). Fibroblastlar, ¢esitli parakrin
immiin modiilatorler olan peptit biliylime faktorleri, kemokinler ve diisik molekiil
agirliklt inflamatuar mediyatorleri tiretebilirler. Bu hiicrelerin, doku yaralanmalarinda
ve kronik inflamatuarda goézcii hiicre oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, mikrogevre
efektorleri olarak tiimor gelisimi ve ilerlemesinde fibroblastlarin da dahil olduguna dair
kanitlar vardir. Tiimor iligkili fibroblastlar timér doku aracili bagisikligin baskilamasina
katki saglayabilir (Silzle vd. 2004).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Hiicre Kiltiirii

Kullanilan soliisyonlar;

v Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)(BI, #01-055-1A)

Fetal Sigir Serum (FBS)(BI, #04-007-1A)

Antibiyotik (100X)( Biowest, # L0010-020)

L-glutamin: GlutaMAX™-| (Gibco, # A1286001)

Temel olmayan amino-asit (100X)(BI, #01-340-1B)

Tripsin enzimi: TrypLE™ Select Enzyme (1X)(Gibco, #12563029)
Dimetil Siilfoksit (DMSO)( Santa Cruz, # sc-202581)

Fosfat Tamponu: Phosphate Buffered Saline (PBS)( Biowest, # PO750-N1L)

SRR NN NN

<\

Kullanilan Cihazlar;

v' Steril Kabin: Class Il Safety Cabinet

Inkiibator: Thermo Scientific, 3141 (Karbondioksit, 37 °C)
Sicak Su Banyosu (Isolab, 5-99 °C)

Mikroskop: Zeiss Primovert

Sogutmali Santrifiij: SIGMA 2-16P Centrifuge 2-16kl|
Buzdolabi: Vestel

Dondurucu: Thermo Fisher Scientific (88-400V)

S1v1 Azot Tanki: Thermo Fisher Scientific (# CY509106)

N N N NN

Karisimlarin Hazirlanist:

Hiicre kiiltiir ortami: 435 ml DMEM besiyerinin igerisine %10 FBS, %1
Antibiyotik, %1 Temel olmayan aminoasit, %1 L-glutamin konularak hazirlandi.

Dondurma kiiltiir ortami: 8 ml hiicre kiiltiir ortaminin igerisine 2 ml (%2) DMSO
konularak hazirlandi.

Bu tezde kullanilan BJ (fibroblast) ve HT29 (kolorektal adenokarsinoma) hiicre
hatlar1 ATCC’den satin alindi. Hiicre kiltliriiniin islemleri ve hiicre kiiltiir ortami
hazirlama UV lambali steril Class II biyogiivenlik kabin i¢inde gerceklestirildi. Steril
kabinde calismadan 6nce 30 dk UV lambasi a¢ik birakildi.

Hiicre kiiltiir ortam1 hazirlamada DMEM (+4 °C), FBS (-20 °C), antibiyotik (-20
°C), L-glutamin (+4 °C) ve temel olmayan aminoasit (+4 °C) kullanildi. Buzdolabin da -
20 °C’de saklanan malzemeler oda sicakliginda eritildi. UV kapatildiktan sonra %70’lik
alkol ile steril kabin igerisi silindi. Sonrasinda igeriye alinan her malzeme alkollenip
peceteyle silinerek steril kabine alindi. Hiicre kiiltiir ortami hazirlamak igin 435 ml
DMEM besiyerinin i¢ine 50 ml FBS, 5 ml antibiyotik, 5 ml L-glutamin, 5 ml temel
olmayan aminoasit eklendi. Buzdolabinda +4 °C’de kullanilmak {izere muhafaza edildi.
Hiicre kiiltiir ortam1 hazirlandiktan sonra 1 ay igerisinde kullanilmalidir. Her kullanimda

17



MATERYAL VE METOD T.SUT

steril kabinde 50 ml falkonlara boliinerek 37 °C inkiibatorde 1sitilarak kullanildi. Su
banyosu 37 °C’ye ayarlandi. Sivi azottan (-196 °C) hiicrelerin bulundugu dondurma
tipl ¢ikarildi. 37 °C’lik su banyosunda eritildi. Pipet ile 15 ml’lik falkona alinan
hiicrelerin iizerine 1sitilmis hiicre kiiltiir ortam1 damla damla konuldu. Sonrasinda 12
ml’ye tamamlanarak 400 g’de 5 dk. santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirilarak pelet 1
ml hiicre kiiltiir ortamu ile pipetaj yapildi. Uzerine 11 ml hiicre kiiltiir ortam1 eklenerek
75 cm?*lik hiicre kiiltiirii flaskina ekimi yapildi. Bir giin sonra hiicreler tamamen yapist1.
Ug giinde bir hiicre kiiltiir ortami1 degisimi yapildi. Hiicre kiiltiir ortami1 ¢ekilip 10 ml
PBS ile hiicreler yikanir. Tekrar inkiibatorde 1sitilmis 12 ml hiicre kiiltlir ortam1 75
cm?’lik flaska konuldu. 37 °C’lik %5°lik CO; igeren inkiibatore yerlestirildi.

3.1.1. Hiicre sayim

Hiicre peleti 1 ml hiicre kiiltiir ortamu iginde siispanse edildikten sonra 3 ml
hiicre kiiltiir ortami1 daha eklendi. Hiicrelerin homojen dagilmasi saglandiktan sonra 90
ul hiicre kiiltiir ortaminin igine 10 pl hiicre kiltiir ortam1 konularak 1/10 oraninda
seyreltildi. Bu hiicre siispansiyonundan 11 pl alinip {izerine lamel yerlestirilmis thoma
lamina yavasca kenarindan konur. Bu islemden sonra mikroskop altinda 20X
biiyiitmede hiicre sayimi yapilir. Thoma lami iki kareden olusur ve bu kareler de dokuz
kiiciik kareden olugmaktadir. Sayim yaparken dokuz karede sayildi. Sonrasinda iki
biiyiik karenin ortalamasi alindi. Asagidaki formiil kullanilarak hiicre sayis1 hesaplandi;

A
1 ml'deki hiicre sayist: 3" 10,000 = diltisyon faktori (3.1.)

A: Iki biiyiik karedeki hiicrelerin toplanip ortalamalarinin alinmasini ifade etmektedir.

3.1.2. Hiicre pasajlanmasi ve dondurulmasi

Hiicreler %90 oraninda flaskin yiizeyini kaplandiginda pasajlandi. Oncelikle
hiicre kiiltiir ortami uzaklastirilarak 10 ml PBS ile hiicreler yikandi. Hiicrelerin lizerine
3 ml tripsin konuldu. Enzimi aktif ¢calismasi i¢in 37 °C’deki inkiibatdrde 3 dk bekletildi.
Sonrasinda bir zemine vurularak hiicrelerin flasktan ayrilmasi saglandi. Mikroskop ile
kontrol edildi. Tripsini inhibe etmek i¢in 9 ml hiicre kiiltiir ortam1 konularak hepsi 15
ml’lik falkona alindi. 400 g’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirilarak pelet 1
ml hiicre kiiltiir ortami ile pipetaj yapildi. Hiicrelerin {izerine 11 ml hiicre kiiltiir ortam1
eklenerek flaska konuldu. Inkiibatdre yerlestirilerek ii¢ giinde bir hiicre kiiltiir ortami
degisimi yapildi.

Hiicreler 1 ml kiiltiir ortam1 i¢inde siispanse edildikten sonra 1.5 ml daha kiiltiir
ortami eklendi. Her bir dondurma tiipiine (1 ml) 500 pl hiicre siispansiyonu konuldu. -
20 °C’de saklanan ve Oonceden hazirlanmis dondurma kiiltiir ortami eritildi. Hiicrelerin
tizerine 500 pl dondurma kiiltiir ortam1 eklendi. Dondurma tiipleri dondurma kabina
konulup bir gece -80 °C saklandi. Daha sonrasinda -196 °C’lik s1vi azota yerlestirildi.
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3.2. Bitki Ekstraktinin Hazirlanisi

Epilobium parviflorum tohumlari The Strictly Medicinal Seeds Company, OR,
ABD'den satin alinmistir. Tohumlar ayr1 ayri torf iceren 20 cm karelik saksilara ekildi.
Bitkiler, bir bitki biiyiime odasinda 24 °C'de ve %60 bagil nemde 16 saat aydinlik/8 saat
karanlik dongiisii altinda biiyiitiildii. Her giin yar1 giicte Hoagland’in sivi ortamiyla
sulandilar. Olgunluga ulastiktan sonra (2 aylik), bitkilerin hava kisimlari toplandi ve oda
sicakliginda golge kurutuldu.

Bitki ekstraktlar1 Cumhuriyet Universitesi Eczacilik Fakiiltesi 6gretim iiyesi Dr.
Ogr. Uyesi Nuraniye ERUYGUR tarafindan hazirlandi. Bitki ekstraktlar1 kullanilana
kadar +4 °C’de dolapta saklandi.

Etanol ekstraktinin hazirlanmasi:

Toz hale getirilmis bitki materyalinden 35 g tartilarak 50 ml etanol ile
karistirilip, karistiricida 24 saat maserasyona birakildi. Siiziildiikten sonra bitki kiispesi
tizerine tekrar esit hacimde 50 ml etanol eklenerek ekstraksiyon islemi en az 2 kez

tekrarlandi. Sivi kisimlar birlestirildikten sonra, rotavaporda yogunlastirilarak verimleri
hesaplandi (13.61 g, verim: %38.89).

Etanol ekstraktlarindan alt ekstraktlarin hazirlanmasi:

Elde edilen etanollii ekstraktlardan ¢oziicii-¢oziicti ekstraksiyon islemiyle alt
ekstraktlarina ayrildi. Etanollii ekstrakt, distile suda siispanse edilerek, hekzan ile
calkalandi. Sivi-siv1 ekstraksiyonu sonrast hekzanli kisim ayirilarak sulu kisim tekrar
hekzan ile ¢alkalanir (10 defa). Ayirilan hekzanli kisimlar birlestirilerek yogunlastirilir
(0.23 g, verim: %2.21). Kalan kisim ise kalan su alt ekstrakti olarak yogunlastirilir
(5.095 g, verim: %48.99). Gelen ekstraktlarin iizerine 10 ml PBS konuldu ve vorteks
yapilarak homojenize edildi. Dillisyonlar hiicre kiiltiir ortamu igerisinde her deney i¢in
ayr1 hazirlandu.

3.3. MTT Proliferasyon Testi ile Hiicre Dozlariin Belirlenmesi

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

MTT (Merk, #475989-1GM)
Thoma Lami (Sigma-Aldrich, #2359629-1EA)
Dimetil Siilfoksit (DMSO)( Santa Cruz, # sc-202581)
Spektrofotometre: Microplate Spectrophotometer (Thermo fisher scientific)
Inkiibator: CO; inkubators (Thermo Scientific)
Hiicre kiiltiir ortami
e DMEM Besiyeri (BI, #01-055-1A)
e %10 FBS (BI, #04-007-1A)
e %1 Antibiyotik (100X)( Biowest, # L0010-020)

ANENE NN
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e L-glutamin: GlutaMAX™-| (Gibco, # A1286001)
e Temel olmayan amino-asit (100X)(BI, #01-340-1B)

MTT hiicrelerin canliliginin belirlendigi bir yontemdir. MTT bir tetralium tuzu
olup canli hiicrelerin mitokontrilerinde indirgenme reaksiyonu ile mor formazan
kristallerine doniisttriliir (Berridge vd. 2005). Formazan DMSO gibi bir ¢oziiciide
homojen hale getirilir. Bu renk spektrofotometrede okutularak absorbans degerleri elde
edilir. Bu degerden canli hiicre oran1 hesaplanir.

HT29, BJ ve hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara 100 pl hiicre kiiltiir ortam1 iginde
1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi. MTT soliisyonu PBS’in iginde 5 mg/ml
konsantrasyonunda hazirlandi. Toz halindeki bitki ekstraktlart 10 ml PBS iginde
¢ozdirildi. Epilobium parviflorum’dan etanol ile elde edilen ekstrakti 5000, 2000,
1000, 100 pg/ml konsantrasyonlar1 100 ul hiicre kiiltiir ortami i¢inde hazirlandi. Hekzan
ve su ile elde edilen ekstraktlar 1000, 500, 300, 100 pg/ml konsantrasyonlari 100 ul
hiicre kiiltiir ortam1 ig¢inde hazirlandi. 100 pl ekstreler hiicreler ile 48 ve 72 saat
muamele edildi. Uygulamadan 48 ve 72 saat sonra 30 pul MTT soliisyonundan her
kuyucuga eklendi. Plakalar 37 °C’de 4 saat inkiibatdrde inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra hiicre kiiltiir ortam1 uzaklastirilip, 100 ul DMSO formazani ¢ézmek icin her
kuyucuga eklendi. Spektrofotometrede mor formazan 570 nm okutuldu ve arkaplan 690
nm’de Olgiilip bu degerler birbirinden ¢ikartildi. ICso degeri GraphPad Prism 7
programi ile hesaplandi. Hiicre canlilig1 3.2 numarali formiil ile hesaplandi;

Ornek Absorbansi(s7o-690 nm)

% Hiicre Canlihig1 = * 100 (3.1)

Kontrol Absorbansi(s79-690 nm)

3.4. qRT-PCR Analizi

gRT-PCR gen ekspresyonundaki degisimi goreceli olarak hesaplamamizi
saglayan bir yontemdir. Bu deneyde BJ ve HT29 hiicre hatlarina Epilobium parviflorum
’dan hekzan, etanol ve su ile ekstrakte edilmis ekstraktlarin ICsp dozlar1 uygulandi. Bir
giin inkiibe edildikten sonra asagida siralanan total RNA izolasyonu, izole edilen
RNA’lara DNaz Uygulamasi, cDNA eldesi, gRT-PCR deneyleri gergeklestirildi.

3.4.1. Total RNA izolasyonu
Kullanilan cihaz, soliisyon ve malzemeler;

Dondurucu (Thermo Fisher Scientific,88-400V)(-80 °C)

Mikrosantrifiij (Thermo Scientific, MicroCL 17)

Vorteks (Isolab)

Etanol (Merck, #100983)

-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, #60-24-2)

RNA Izolasyon kiti: GeneJET RNA izolasyon Kiti (Thermo Scientific,#K0731)

LA ARS
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e Proteinaz K

e Liziz Buffer

¢ Yikama Buffer 1

¢ Yikama Buffer 2

e Niikleaz igermeyen su

e GeneET RNA Izolasyon Kolonu (Toplama Tiipii ile birlestirilmis)
e Toplama Tiipii (3 ml)

e RNA bulunmayan ependorf (1.5 ml)

Kimyasallarin hazirlanisi:

Yikama tamponu 1’in hazirlanisi: 40 ml yikama tamponu 1’in iizerine 10 ml
etanol (%99) eklendi.

Yikama tamponu 2’nin hazirlanisti: 23 ml yikama tamponu 2’nin iizerine 39 ml
etanol eklendi.

Lizis tamponunun hazirlanisi: 2.5 ml Lizis tamponu iizerine 50 pl pB-
merkaptoetanol eklenerek hazirlandi.

Hiicrelerin 75 cm?lik hiicre kiiltiirii flaskina ekimi yapildi. iki giinde bir hiicre
kiiltir ortamlar1 degistirilerek ¢ogalmalar1 saglandi. Etanol, hekzan ve sulu bitki
ekstraktinin ICsp konsantrasyonlar1 2 ml iginde hazirlandi. Hiicrelerin {izerinden hiicre
kiiltiir ortam1 ¢ekilip hazirlanan konsantrasyonlar uygulandi. 24 saat uygulamadan sonra
asagidaki islemler gergeklestirildi.

Once Lysis Buffer karisimi hazirlandi. HT29 hiicrelerinin {izerinde hiicre kiiltiir
ortamlari cekilerek iki kez 2 ml PBS ile yikandi. 6 kuyucuklu plakalarin her birine 300
ul Lysis Buffer eklendi. Pipet ucuyla kaziyarak hiicrelerin parcalanmasi saglandi. 300
ul daha eklenip geri kalan hiicreler ayn1 sekilde toplandi. 4 tane 6rnek ependorflara
toplanip, lizerlerine 360 pl etanol eklendi. Sonrasinda pipetaj yapildi. GeneJET RNA
izolasyon kolonuna 700 ul koyularak 1 dk 12000 g’de santrifiij edildi. Toplama
tiiptindeki (3ml) siv1 uzaklastirilarak bu islem tekrarlandi. Sonrasinda GeneJET RNA
izolasyon kolonu yeni bir toplama tiipiine alindi. GeneJET RNA izolasyon kolonu
tizerine 700 pl yikama tamponu 1 eklenerek 1 dk 12000 g’de santrifiij edildi. Toplama
tiptindeki sivi uzaklastirildi. 600 pl yikama tamponu 2, GeneJET RNA izolasyon
kolonun {iizerine konularak 1 dk 12000 g’de santrifiij edildi. Toplama tiiplin *deki siv1
uzaklastirildi. Tekrar 250 pl yikama tamponu 2, kolonun iizerine eklendi. 2 dk 12000
g’de santrifiij edildi. GeneJET RNA izolasyon kolonu RNaz bulunmayan ependorfa
transfer edildi. Kolon membranin tam iizerine 50 pl niikleaz bulunmayan su konularak 3
dk bekletildi. 1 dk 12000 g’de santrifiij edildi. Bu islem tekrarlandi. 100 ul total RNA
elde edildi. Ornekler diger deneylerde kullanilana kadar -80 °C’de muhafaza edildi.
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3.4.2.1zole edilen RNA’lara DNaz uygulamasi

Kullanilan cihaz ve malzemeler;

v Spektrofotometre: BioDrop-uLITE (Isogen, 80-3006-51)
v' Santrifiij Mini (Isolab)
v" PCR cihazi: T100 Thermal Cycler (Biorad, #1861096)
v" RQ1 RNaz igermeyen DNaz (Promega, #M6101)

o RQ1 RNaz bulunmayan DNaz

e Durdurma soliisyonu

e RQ1 DNaz 10X Reaksiyon Tamponu

Total RNA’den cDNA sentezi RQ1 RNaz igermeyen DNase Kiti ile
gerceklestirildi. Her bir 6rnekten 8 ul RNA alinarak 0.2 pl’lik ependorflara konuldu.
Uzerlerine 1 pl RQ1 DNaz 10X Reaksiyon tamponu ve 1 ul RQ1 RNaz bulunmayan
DNaz konuldu. DNaz enziminin g¢alismasi i¢in PCR cihazinda 37 °C’de 30 dk inkiibe
edildi. Reaksiyonu sonlandirmak i¢in 1 pl durdurma solution konuldu. PCR cihazinda
65 °C’de 10 dk inkiibe edilerek DNaz tamamen inaktive edildi. BioDrop cihazinda
miktar ve safligi kontrol edildi. Gapdh primer (Tablo 3.3) ile PCR yapilarak genomik
DNA ’nin pargalandig1 dogrulandi. Ornekler -80 °C’de muhafaza edildi.

3.4.3. cDNA eldesi
Kullanilan cihaz ve malzemeler;

v PCR cihazi: T100 Thermal Cycler (Biorad, #1861096)
v' Santrifiij Mini (Isolab)
v"iScript™ cDNA Sentez Kiti, Biorad, #1708890

e 5x iScript reaksiyon karigimi

e Niikleaz icermeyen su

 iScript geri transkriptaz

Cizelge 3.1. cDNA sentezinde gereken soliisyonlar

Icerik Hacim (ul)
5X iScript reaksiyon karigimi 4
iScript geri transkriptaz 1
Niikleaz igcermeyen su X
RNA kalibi (100 fg-1 pg) X

Toplam 20
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Nanodrop ile RNA orneklerini miktar1 ve safligi belirlendi. Her bir 6rnekten 500
ng’a karsilik gelen hacimde RNA alinarak 0.2 ul’lik ependorflara konuldu. Sonrasinda
niikleaz igermeyen su ile 15 pl’ye tamamlandi. 4 pl 5X iScript reaksiyon karigimi ve 1
ul iScript geri transkriptaz eklenerek pipetaj yapildi. PCR cihazinda Cizelge 3.2°de
belirtilen siirede ve sicaklikta inkiibe edildi. cDNA sentezinden sonra Ornekler -20
°C’de muhafaza edildi.

Cizelge 3.2. cDNA sentezinde kullanilan sicaklik ve inkiibasyon siireleri

Siire (dk) Sicaklik (°C)
5 25
30 42
5 85
0 4

3.4.4. qRT-PCR uygulama basamaklari

Kullanilan cihaz ve malzemeler;

v' LightCycler® 96 Instrument gRT-PCR cihazi1 (Roche)

Santrifiij ROTINA 420 R (Hettich)

Primerler (Cizelge 3.3)(Sentegen)

Niikleaz icermeyen su (Thermo Scientific™,#R0582)

Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Scientific™. #
K0251)

ANER NI NERN
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Cizelge 3.3. Primerlerin 6zelliklerini gosteren ¢izelge; F:1leri Primer, R: Geri Primer

NCBI

Numarasi Gen Primer (5'—3") Tm(°C) Uzunluk (bg)
F:GCACTGGAATGACATCTCGGTC

NM_004346.3 Caspase 3 61 191
R:ATGGCTCAGAAGCACACAAACA

NM_001228.4 Caspase 8 F:ATGAAAAGCAAACCTCGGGGATAC 61 296
R:GTGCCATAGATGATGCCCTTGTC

NM_000546.5 P53 F:CTGCTCAGATAGCGATGGTCTGG 62 133
R:AACCTCAGGCGGCTCATAGG

NM_002046.6 Gapdh F:GGGCTCTCCAGAACATCATCCC 61 132
R:GGTCCACCACTGACACGTTG

NM_001291428.1 Bax F:AGTGTCTCAAGCGCATCGGG 62 72

R:TGTCCACGGCGGCAATCA

Primerler NCBI programi ile dizayn edildi (Cizelge 3.3). Primerin dimer
olusturma &zellikleri kontrol edildi. Oncelikle firmadan gelen primerler 100 pM olacak
sekilde sulandirildi. Sonrasinda bu primerler 1/10 oraninda qRT-PCR’de kullanilmak
tizere tekrar sulandirildi. cDNA sentezinde elde edilen iiriinler 1/20 oraninda diliie
edildi. Cizelge 3.4’te belirtilen miktarlarda malzemelerden konuldu.

Cizelge 3.4. qRT-PCR'da kullanilan malzemeleri gdsteren ¢izelge

Icerik Miktar (ul)
SYBR gPCR karigimi 6.25
Ileri primer 0.3
Geri primer 0.3
Niikleaz igcermeyen su 4.15
cDNA 2
Toplam 12.5

Olusturulan karisim pipetaj yapilarak 96 kuyucuklu qPCR plakalarina konuldu.
Daha sonrasinda 2 pl cDNA’lar dagitildi. Plakalar bir dakika santrifiij edilerek dipe
¢Okmesi saglandi. qPCR cihazinda program ayarlandi ve 40 dongli gerceklestirildi.
Erime egrisi analizi ile qPCR irilinlerin spesifikligi ve primerlerin dimer yapip
yapmadigl degerlendirildi. Dongii ve erime egrisi Cizelge 3.5’te belirtilen sekilde
gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.5. qRT-PCR inkiibasyon siirelerini gosteren ¢izelge

Sicaklik(°C) Zaman(sn)  Dongii

Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 600 1
Denatilirasyon 95 15 40
Yapigma ve uzama 60 60
95 10 1
Erime Egrisi 65 60 1
97 1 1

Genlerin relatif ekpresyon degisimleri AACt metodu ile hesaplandi. Sonuglar

Gapdh’e gore normalize edildi. Hesaplamalar i¢in asagida verilen 3.3 numarali formiil
kullanildi.

Ekspresyon Degisimi = 27(44¢t)

AACt = ACt(Omek) - ACt(Kontrol) ( 33)

ACt = Ct(HedefGen) - Ct(Housekeeping Gen)

3.5. TUNEL Testi

Kullanilan cihaz ve malzemeler;

Paraformaldehit (Merck, #104005)

Etanol (Merck, #100983)

Fosfat Tamponu: Phosphate Buffered Saline (PBS)( Biowest, # PO750-N1L)

Flow Sitometri cihazi: BD FACSCanto 11

Flow tiipt (Fisher Scientific, #352054)

Sogutmali Santrifiij (SIGMA 2-16P)

APO-BrdU™ TUNEL Assay Kit, with Alexa Fluor™ 488 Anti-BrdU (Invitrogen,
#A23210)

e Pozitif kontrol hiicreleri

ASRNANENENE NN

e Negatif kontrol hiicreleri

e Terminal deoksintikletidil transferaz

e 5-Bromo-2’-deoksiiiridin 5’-trifosfat (BrdUTP)

e Anti-BrdU fare monoklonal antikor PRB-1, Alexa Fluor 488 konjugat
e Propidium iyodiir /RNaz A boyama tamponu

e Reaksiyon tamponu

e Yikama tamponu

e Durulama tamponu
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Apoptozisin neden oldugu hiicre yikimi niikleazlar1 aktive ederek DNA

kiriklarina neden olur. Bu DNA pargalar1 200 b¢ uzunlukta olmaktadir. Bu pargalarin
sonunda 3’-OH bulunmaktadir. TUNEL testinde bulunan terminal deoksiniikleotidil
transferaz enzimi 3’-OH bolimine BrdUTP (5-bromo-2’-deoksiiiridin  5°-trifosfat)
eklemektedir (Graslkraupp vd. 1995). Sonrasinda Alexa Fluor boyali anti-BrdU antikor
ile uygulanarak belirlenebilir hale getirilir.

© N o O

Hiicrelerin 6 kuyucuklu plakalara 7x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim
yapildi. Ekimden 24 saat bitki ekstraktlar1 ile muamele edildi. 2 ml hiicre kiiltiir
ortami i¢inde konsanstrasyonlar olusturulup 2 giin hiicrelerle inkiibe edildi.

Sonrasinda hiicreler PBS ile yikandiktan sonra tripsinize edildi. Hiicre kdltiir
ortamu ile tripsin etkisizlestirilip 400 g’de 5 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriildii.

Stipernatant uzaklastirilarak hiicrelerin tizerine 500 pl PBS eklenip, pipetaj
yapildi.

Bu siispasiyonun tiizerine 5 ml %]1’lik paraformaldehit konup 15 dk buz i¢inde

bekletildi.

5 dk 300 g’de santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi.

Pelet halindeki hiicreler 5 ml PBS ile yikandi. Bu islem tekrarlandi.
Hiicreler 500 pl PBS ile siispanse edildi.

Uzerine 5 ml %70’lik soguk etanol eklendi ve bir gece -20 °C’e konuldu.

Bu asamadan sonra kitin pozitif ve negatif kontrolii ve kendi 6rneklerimiz igin

ayni basamaklar uygulandi.

9.

10.

11.

12.
13.

14.

Kitin pozitif ve negatif kontrolii alt {ist edildi. Her birinden 1 ml (yaklasik 1x10°
hiicre/ml) alinarak flow santrifiij tiiptine konuldu. Bir gece -20 °C bekletilen
orneklerle birlikte 300 g’de 5 dk santrifiij edildi. %70’lik etanol hiicre peletine
dikkat edilerek uzaklastirildi.

Her bir tiipe 1ml yikama tamponu eklendi. 400 g’de 5 dk santrifiij edilerek
siipernatant uzaklastirildi. Bu islem tekrarlandi.

DNA isaretleme hazirlamasi; 10 pl reaksiyon buffer, 0.75 pl TdT enzimi, 8 ul
BrdUTP ve 31.25 pl dH20 eklenerek hazirlandi. Bu sayilar bir 6rnek i¢indir ve
sonrasinda Ornek sayist ile carpildi. Bu soliisyon aktifligini sadece 24 saat
boyunca korumaktadir.

Hiicreler DNA isaretleme soliisyonu ile bir gece inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda 1 ml durulama tamponu her bir tiipe eklendi. 400 g’de 5
dk santrifiij edilerek stipernatant uzaklastirildi. Bu islem tekrarlandi.

Antikor igaretleme soliisyonu 5 pl Alexa Fluor 488 boyasi ile isaretlenmis anti-
BrdU antikoru 95 ul rinse bufferin i¢ine konularak hazirlandi.
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15. Hiicreler 100 pl antikor soliisyonu ile siispanse edildi. Sonrasinda 30 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi. Ornekler inkiibasyon sirasinda 1siktan korundu.

16. 500 pl propidyum iyodiir her 6rnege eklendi. 30 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi.

17. Ornekler flow sitometri ile analiz edildi.

TUNEL testinin sonucu BD FACS Canto cihazi ile analiz edildi. DNA kiriklar
Alexa Fluor boyali anti-BrdU antikor ile isaretlendi. PI biitiin kromozoma baglanarak
hiicre dongiileri olan Gy, S, Gz evrelerini analiz etmemizi saglamistir. Flow sitometri
sonuglart Flow Jo programu ile analiz edildi.

3.6. istatistiksel Analiz

MTT denemelerinde bitki ekstraktinin konsantrasyonlari arasindaki farkin
analizinde her bir degisken i¢in ayr1 ayr1 Tek Yonli Varyans Analizi (ANOVA)
yaptlmistir. Anlamli ¢ikan durumlarda ikili karsilastirmalar bonferroni ile elde
edilmistir. Analizler i¢in SAS 9.4 programi kullanilmistir. P<0.05 degeri istatistiksel
olarak anlaml1 kabul edilmistir.

gRT-PCR denemelerinde gen ekpresyon degisimlerinin analizinde her bir
degisken icin ayr1 ayr1 Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) yapilmistir. Anlamli
¢ikan durumlarda ikili karsilastirmalar bonferroni ile elde edilmistir. Analizler igin
Sigma Stat32 programi kullanilmistir. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Hiicre Proliferasyon Testi (MTT) Sonuclar:

Canli hiicreler tetrazolium tuzu olan MTT’yi indirgenme reaksiyonu ile
mitokondrilerinde mor formazan doniistiiriirler. Bu formazan suda c¢oOziinmez ve
hiicrelerin i¢inde birikir. DMSO ve HCI gibi ¢oziiciilerle hiicre disina ¢ikartilarak
absorbansi Ol¢iiliir. Bir kuyucuktaki hiicre sayisina goére mor renk yogunlugu
artmaktadir. Pembeye yakin renk olanlarda daha az hiicre bulunmaktadir (Sekil 4.1).

- N

S B\ i, N

Sekil 4.1. MTT testi goriintiisii; 96 kuyucuklu plakalarda 10,000 HT29 hiicresi ekildi;
MTT testi sonunucu olusan formazan DMSO ile ¢6ziildli; Pembeden mora gittikge
hiicre sayis1 artmaktadir
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0 pm 100

0 Jmy 100

Sekil 4.2. HT29 hiicrelerinin 24 saat Epilobium ekstrakti ile inkiibasyonu sonrasi
alinmig gorintiiler; A: Epilobium ekstrakti igermeyen ortamda 24 saat inkiibisyon
sonras1 goriintli; B: Su ile hazirlanmis Epilobium ekstrakti ile 24 saat inkiibasyon
sonrast alinmig goriintli; C: Etanol ile hazirlanmis Epilobium ekstrakti ile 24 saat
inkiibasyon sonrasi alinmisg goriintii; D: Hekzan ile hazirlanmig Epilobium ekstrakti ile
24 saat inkiibasyon sonras1 alinmis goriintii
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4.1.1. Epilobium etanol ekstraktinin HT29 ve BJ hiicreleri ile 48 ve 72 saat
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Sekil 4.3. HT29 ve BJ hiicrelerinin Epilobium etanol ekstrakti ile 48 saat inkiibasyonu
sonrasinda MTT testi sonuglari; A: HT29 kanser hiicrelerine ait hiicre canliligi grafigi;
B: BJ hiicrelerine ait hiicre canlilig1 grafigi; * : kontrole gore istatistiksel anlamliligi
gostermektedir (p<0.05)

HT29 hiicrelerinin Epilobium parviflorum etanol ekstrakt: ile 48 saat muamelesi
sonucu 2000 pg/ml ve 5000 pg/ml konsantrasyonlarinda hiicrelerin canliliginda
istatistiksel olarak anlamli bir azalis gozlenmistir. BJ hiicrelerine Epilobium parviflorum
etanol ekstraktinin g¢esitli konsantrasyonlari ile 48 saat muamelesi sonucu hiicrelerin
canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir degisim gézlenmemistir (p<0.05) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.4. HT29 ve BJ hiicrelerinin Epilobium etanol ekstrakti ile 72 saat inkiibasyonu
sonrasinda MTT testi sonuglari; A: HT29 kanser hiicrelerine ait hiicre canlilig1 grafigi;
B: BJ hiicrelerine ait hiicre canlilig1 grafigi; * : kontrole gore istatistiksel anlamliligi
gostermektedir (p<0.05)
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HT29 hiicrelerinin Epilobium parviflorum etanol ekstrakti ile 72 saat muamelesi
sonucu 2000 pg/ml ve 5000 pg/ml konsantrasyonlarinda hiicrelerin canlilifinda
istatistiksel olarak anlamli bir azalis gbzlenmistir. BJ hiicrelerine Epilobium parviflorum
etanol ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlari ile 72 saat muamelesi sonucu 5000
ug/ml’de hiicrelerin canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalis gozlenmistir
(p<0.05) (Sekil 4.4).

4.1.2. Epilobium su ekstraktinin HT29 ve BJ hiicreleri ile 48 ve 72 saat

inkiibasyonu
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Sekil 4.5. HT29 ve BJ hiicrelerinin Epilobium su ekstrakti ile 48 saat inkiibasyonu
sonrasinda MTT testi sonuclari; A: HT29 kanser hiicrelerine ait hiicre canlilig1 grafigi;
B: BJ hiicrelerine ait hiicre canliligi grafigi; * : kontrole gore istatistiksel anlamlilig
gostermektedir (p<0.05)

HT29 hiicrelerinin Epilobium parviflorum su ekstrakti ile 48 saat muamelesi
sonucu 300 pg/ml, 500 pg/ml ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarinda hiicrelerin
canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalis gozlenmistir. BJ hiicrelerinin
Epilobium parviflorum su ekstraktinin gesitli konsantrasyonlar1 ile 48 saat muamelesi
sonucu 1000 pg/ml’deki hiicrelerin canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalis
gozlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.6. HT29 ve BJ hiicrelerinin Epilobium su ekstrakti ile 72 saat inkiibasyonu
sonrasinda MTT testi sonuglari; A: HT29 kanser hiicrelerine ait hiicre canlilig1 grafigi;
B: BJ hiicrelerine ait hiicre canliligi grafigi; * : kontrole gore istatistiksel anlamlilig
gostermektedir (p<0.05)

HT29 hiicrelerine Epilobium parviflorum su ekstrakti ile 72 saat muamelesi
sonucu 500 pg/ml ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarinda hiicrelerin canliliginda
istatistiksel olarak anlamli bir azalis gézlenmistir. BJ hiicrelerine Epilobium parviflorum
su ekstraktinin cesitli konsantrasyonlari ile 72 saat muamelesi sonucu 1000 pg/ml’deki
hiicrelerin canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalis gozlenmistir (p<0.05) (Sekil
4.6).
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4.1.3. Epilobium hekzan ekstaktinin HT29 ve BJ hiicreleri ile 48 ve 72 saat
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Sekil 4.7. HT29 ve BJ hiicrelerinin Epilobium hekzan ekstrakti ile 48 saat inkiibasyonu
sonrasinda MTT testi sonuglari; A: HT29 kanser hiicrelerine ait hiicre canliligi grafigi;
B: BJ hiicrelerine ait hiicre canliligr grafigi. * : kontrole gore istatistiksel anlamlilig1
gostermektedir (p< 0.05)

HT29 hiicrelerine Epilobium parviflorum hekzan ekstrakti ile 48 saat muamelesi
sonucu 300 pg/ml, 500 pg/ml ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarinda hiicrelerin
canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalis gozlenmistir. BJ hiicrelerinin
Epilobium parviflorum hekzan ekstraktinin cesitli konsantrasyonlari ile 48 saat
muamelesi sonucu hiicrelerin canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir degisim
gozlenmemistir (p<0.05)(Sekil 4.7).
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Sekil 4.8. HT29 ve BJ hiicrelerinin Epilobium hekzan ekstrakti ile 72 saat inkiibasyonu
sonrasinda MTT testi sonuglari; A: HT29 kanser hiicrelerine ait hiicre canlilig1 grafigi;
B: BJ hiicrelerine ait hiicre canlilig1 grafigi. * : kontrole gore istatistiksel anlamlilig1
gostermektedir (p<0.05)
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HT29 hiicrelerinin Epilobium parviflorum hekzan ekstrakti ile 72 saat
muamelesi sonucu 500 pg/ml ve 1000 upg/ml konsantrasyonlarinda hiicrelerin
canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalis gozlenmistir. BJ hiicrelerinin
Epilobium parviflorum hekzan ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlart ile 72 saat
muamelesi sonucu hiicrelerin canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir degisim
gbzlenmemistir (p<0,05) (Sekil 4.8).

4.1.4. 1Cso degerinin belirlenmesi
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Sekil 4.9. Epilobium etanol ekstrakti uygulamasi sonrasi hiicrelerin ¢ogalmasini %50
oraninda inhibe oldugu konsantrasyonu gosteren grafik; A: HT29 ve BJ hiicrelerine 48
saat inkiibasyonu sonrast kontroliin absorbanst 100 kabul edilerek hesaplandi; B:
GraphPad Prism 7 programi ile hesaplanan Epilobium etanol ekstraktinin ICsg
konsantrasyonunu gostermektedir

Epilobium’un etanol ekstraktinin HT29 hiicrelerinin %50 oraninda hiicre
cogalmasimi inhibe eden konsantrasyonu 1910 pg/ml olarak GraphPad programi ile
belirlenmemistir. Bu ICso konsantrasyonunda BJ hiicrelerinin g¢ogalmasinda kontrole
gore bir degisim gozlenmemistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.10. Epilobium su ekstrakti uygulamasi sonrast hiicrelerin ¢ogalmasimni %50
oraninda inhibe oldugu konsantrasyonu gosteren grafik; A: HT29 ve BJ hiicrelerine 48
saat inkiibasyonu sonrasit kontroliin absorbanst 100 kabul edilerek hesaplandi; B:
GraphPad Prism 7 programi ile hesaplanan Epilobium su ekstraktinin ICso
konsantrasyonunu gostermektedir

Epilobium’un su ekstraktinin  HT29 hiicrelerinin - %50 oraninda hiicre
cogalmasini inhibe eden konsantrasyonu 425.9 pg/ml olarak GraphPad programi ile
belirlendi. Bu ICso konsantrasyonunda BJ hiicrelerinin ¢ogalmasinda kontrole goére
anlamli bir degisim gozlenmemistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.11. Epilobium hekzan ekstrakti uygulamasi sonrasi hiicrelerin ¢ogalmasini %50
oraninda inhibe oldugu konsantrasyonu gosteren grafik; A: HT29 ve BJ hiicrelerine 48
saat inkiibasyonu sonrast kontroliin absorbanst 100 kabul edilerek hesaplandi; B:
GraphPad Prism 7 programi ile hesaplanan Epilobium hekzan ekstraktinin ICso
konsantrasyonunu gostermektedir
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Epilobium’un hekzan ekstraktinin HT29 hiicrelerinin %50 oraninda hiicre
cogalmasini inhibe eden konsantrasyonu 415.7 pg/ml olarak GraphPad programi ile
belirlenmistir. Bu 1Csp konsantrasyonunda BJ hiicrelerinin ¢ogalmasinda kontrole gore
anlamli bir degisim gozlenmemistir (Sekil 4.11).

4.2. qRT-PCR Bulgulari

HT29 ve BJ hiicrelerini Epilobium ekstraktilarinin 1Csg konsantrasyonlari ile 24
saat inkiibasyonu edildi. Sonrasinda Caspase-8, Bax, Caspase-3 ve P53 genlerinin
ekspresyonu gRT-PCR yo6ntemi ile analiz edildi.
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Sekil 4.12. HT29 ve BJ hiicrelerinin Epilobium etanol ekstrakti ile 24 saat muamelesi
sonrast relatif gen ekspresyon degisim grafigi; A: HT29 hiicrelerinin gen ekspresyon
degisimini  gostermektedir; B: BJ  hiicrelerinin gen ekspresyon degisimini
gostermektedir

HT29 hiicrelerinin Epilobium etanol ekstrakti ile 24 saat muamelesi sonucu
Caspase-8 ve Bax genlerinin ekspresyonu kontrole gore artis gézlenmistir (p<0.05).
Caspase-8 geninin ekspresyonunda kontrole gore 1.72+0.16 kat artis gozlenmistir
(p<0.05). Bax geninin ekspresyonu kontrole gore 1.744+0.04 kat artis gozlenmistir
(p<0.05). Ayn1 zamanda HT29 hiicrelerinin P53 geninde azalis gézlenmistir (p>0.05)
(Sekil 4.12.A).

BJ hiicrelerinin Epilobium etanol ekstrakti ile 24 saat muamelesi sonucu
Caspase-8 ve Caspase-3 genlerinin ekspresyonunda kontrole gore anlamli bir sekilde
azalmistir (p<0.05). Caspase-8 geninin ekspresyonu kontrole gore 0.34+0.03 kat azalma
gerceklesmistir (p<0.05). Caspase-3 geninin ekspresyonu kontrole gore 0.37+0.21 kat
azalma gerceklesmistir (p<0.05). Bax geninin ekspresyonu kontrole gore azalma
gozlenmistir (p>0.05) (Sekil 4.12.B).

36



BULGULAR T.SUT

>
us]

HT29 BJ

3 5
3 3
c c
o o 41
> >
521 R
— - 3-
o o
2] (9]
X X
(0] (] 24
< 11 <
z z
o x4
1S €

0 0

S S 1 o o N °) + ) )
> o < > )
R 9 {bee’ Q ,er’ N OQ\ rbrf' Q ,oeq’ N
+ R A + @%Q ?;QQ
(i o° o o

Sekil 4.13. HT29 ve BJ hiicrelerinin Epilobium su ekstrakti ile 24 saat muamelesi
sonrast relatif gen ekspresyon degisim grafigi; A: HT29 hiicrelerinin gen ekspresyon
degisimini  gostermektedir; B: BJ hiicrelerinin gen ekspresyon degisimini
gostermektedir

HT29 hiicrelerinin Epilobium su ekstrakti ile 24 saat muamelesi sonucu
Caspase-8 ve Bax genlerinin ekspresyonunda kontrole gore anlamli bir sekilde arits
gerceklesmistir. Caspase-8 geninin ekspresyonu kontrole gore 1.82+0.2 kat artis
gerceklesmistir (p<0.05). Bax geninin ekspresyonunda kontrole gore 2.45+0.24 kat artis
gerceklesmistir (p<0.05). P53 geninin ekspresyonu kontrole gore azaldigr gézlenmistir
(p>0.05). Caspase-3 geninde anlamli bir degisim gozlenmemistir (Sekil 4.13.A).

BJ hiicrelerinin Epilobium su ekstrakti ile 24 saat muamelesi sonucu Caspase-8,
Bax ve Caspase-3 genlerinin ekspresyonu kontrole gore anlamli bir artis
gerceklesmistir. (p<0.05). Caspase-8 geninin ekspresyonunda kontrole gore 2.69+0.34
kat artig gergeklesmistir (p<0.05). Bax geninin ekspresyonunda kontrole gore 3.93+0.17
kat artis gerceklesmistir (p<0.05). Caspase-3 geninin ekspresyonu kontrole gore
2.104+0.14 kat artis gerceklesmistir (p<0.05). P53 geninin ekspresyonunda kontrole
gore anlamli bir degisim gozlenmemistir (Sekil 4.13.B).
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Sekil 4.14. HT29 ve BJ hiicrelerinin Epilobium hekzan ekstrakti ile 24 saat muamelesi
sonrasi relatif gen ekspresyon degisim grafigi; A: HT29 hiicrelerinin gen ekspresyon
degisimini  gostermektedir; B: BJ hiicrelerinin gen ekspresyon degisimini
gostermektedir

HT29 hiicrelerinin Epilobium hekzan ekstrakti ile 24 saat muamelesi sonucu
Caspase-8, Bax ve Caspase-3 genlerinin ekspresyonunda kontrole gére anlaml sekilde
artts gerceklesmistir (p<0.05). Caspase-8 geninin ekspresyonunda kontrole gore
5.63+0.74 kat artis gergeklesmistir (p<0.05). Bax geninin ekspresyonunda kontrole gore
6.14+£0.46 kat artis gerceklesmistir (p<0.05). Caspase-3 geninin ekspresyonunda
kontrole gore 3.81+0.63 Kat artis gergeklesmistir (p<0.05)(Sekil 4.14.A).

BJ hiicrelerinin Epilobium hekzan ekstrakti ile 24 saat muamelesi sonucu
Caspase-8, Bax, Caspase-3, P53 genlerinin ekspresyonunda anlamli bir degisim
gozlenmemistir (Sekil 4.14.B).
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4.3. TUNEL Testi Bulgular
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Sekil 4.15. HT29 hiicrelerinin Epilobium parviflorum ekstraktlari ile 48 saat inkiibasyon
sonrasinda alinan goriintiisii; Goriintli invert mikroskop ile 20X objektif ile ¢ekilmistir
(75 pm); Pl hiicre cekirdegini boyayan kirmizi boyadir; Alexa fluor yesil olup
kromozom parcalarini boyar
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Sekil 4.16. Flow sitometri yontemi ile degerlendirilen apoptotik hiicreleri gdsteren
grafik; Kirmizi florasan boya olan PI biitiin DNA’y1 boyamaktadir; Yesil olan Alexa
fluor ise DNA kiriklarini boyar; Flow Jo programi ile analiz edildi; Ap: Apoptotik
hiicreler

Epilobium parviflorum etanol, hekzan, su ekstraktt HT29 hiicreleri ile 48 saat
inkiibe edilmistir. TUNEL testinin sonucu BD FACS Canto cihaz ile analiz edilmistir.
Flow sitometri sonuglar1 Sekil 4.16’de gosterilmektedir. DNA kiriklar1 Alexa Fluor
boyali anti-BrdU antikor ile isaretlenmistir. PI biitin kromozoma baglanarak hiicre
dongiileri olan Gy, S, Gz evrelerini analiz etmemizi saglamistir. Flow sitometri sonuglari
Flow Jo programu ile analiz edilmistir.

Flow sitometri sonuglarina gore, su ekstrakti ile muamele edilen HT29
hiicrelerinin %6.9’u apoptoza ugramistir. Ayni sekilde, etanol ekstrakti uygulanan
HT29 hiicrelerinin %13.3’lii apoptoza ugramistir. Sekilde goriildiigii gibi hekzan
ekstrakti uygulanan HT29 hiicrelerinde higbir degisim gozlenmemistir (Sekil 4.16).
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5. TARTISMA

Kanser, gelismis veya gelismekte olan biitlin {ilkelerde 6nemli bir halk sagligi
sorunudur. Su anda, ABD'de her dort 6liimden biri kanserden kaynaklanmaktadir. Diger
bir yandan son yillarda gelistirilen yeni uygulamalar ve tedaviler sonucunda, kanserin
oldirticiiligiinde bir diisiis olmustur. Bu disiis erkeklerde en sik goriilen {i¢ kanser
tiiriinden (akciger ve brons, kolon ve rektum ve prostat) ve kadinlarda en sik goriilen
meme ve Kolorektal kanserden kaynakli oliimlerde de goriilmektedir. Kadinlarda
goriilen akciger kanseri mortalitesi lizerinde yapilan bir ¢alismada, dliimlerin yillarca
arttigi, sonrasinda ise giiniimiize gelirken azalma egiliminde oldugu gosterilmistir
(Jemal vd. 2005).

Hastalarda erken polip tespiti siklikla etkili bir tedavi ile sonu¢lanmakla birlikte,
¢ogu durumda polipler erken donemlerde saptanamaz halde bulunurlar ve erken teshisin
yapilamamasi1 Oliim riskinin artmasina neden olur. Bu gibi durumlarda, ileri evre
kolorektal kanserine sahip hastalar tizerinde hemoterapétik ilaclar, 5-florourasil ile tek
baslarina ya da oksaliplatin ve avastin gibi adjuvan kombinasyonlari1 uygulanarak tedavi
denenir. Her ne kadar bu tedavi yontemleri hastaligi ve genel sag kalimi iyilestirse de
kemoterapoétik ilaglarin kullaniminda, siddetli mide bulantisi, kusma, kilo kayb1 gibi yan
etkiler goriilmektedir (Edwards vd. 2012; Van Cutsem vd. 2015). Bunun yaninda
immiin sistemin baskilanmasi sonucunda enfeksiyoz komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasi
gibi riskler vardir ve bu normal hiicrelerin 6liimiine neden olabilmektedir (Tsuda vd.
2016). Bizim g¢alismamizda, Epilobium parviflorum bitkisi HT29 ve BJ hiicrelerine
uygulanip, MTT yontemi kullanilarak hiicrelerin canliligi, qRT-PCR yontemi ile
apoptotik gen ekspresyonlarindaki degisimler ve TUNEL testi ile DNA fragmentasyonu
incelenmistir.

Stolarczyk ve arkadaslart yaptiklart bir ¢alismada Epilobium tiirlerinin
bilesenlerinin, hormon bagimli prostat kanser hiicreleri (LNCaP) iizerindeki etkilerini
incelemislerdir ve 38 adet bileseni Kkarakterize etmislerdir. Bulgularina gore
Epilobium’da en ¢ok bulunan bilesenler oenothein B, flavonoidler ve fenolik asitlerdir.
Uygulanan tiim ekstraktlar, hiicrelerdeki mitokondrial potansiyelde 6nemli bir azalig ve
kaspaz-3 proteini aktivesinde bir artis olusmasina sebep olmustur. Epilobium ekstrakti
LNCaP prostat kanser hiicrelerinin mitokondrial yolak araciligi ile apoptozunu
indiiklemistir. Bu sonuca yiiksek oenothein B miktarinin neden oldugu diisiiniilmektedir
(Stolarczyk vd. 2013).

Calismamizda Epilobium’un polar ¢oziiciiler olan etanol ve su ile elde edilmis
ekstraktlarinin kolon kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ettigi gorilmistiir. HT29
hiicreleri igin hesaplanan 1Cso konsantrasyonu BJ hiicrelerinin  ¢ogalmasini
etkilememistir. Bu da kanserin ¢gogalmasini durduran konsantrasyonun viicut hiicrelerini
etkilemedigini gostermektedir. Epilobium sulu ekstraktinda yiliksek miktarda oenothein
B, askorbik, gallik, ellagic asitler ve kaempferol-3-O-glukozit bulunmaktadir (Shikov
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vd. 2006; Bazylko vd. 2007). Oenothein B’nin DNA sentezini inhibe ederek hiicrenin
proliferasyonu engelledigi bilinmektedir (Vitalone vd. 2003b). Karsilastigimiz sonugta,
oenothein B etkili olmus olabilir.

Mitokondrial (igsel) yolak, hiicresel strese bir cevap olarak indiiklenir ve pro-
apoptotik BH3 proteinlerinin aktivasyonu ile sonug¢lanir. Yalnizca BH3 proteinleri bax
ve bak't dogrudan baglayabilir ve aktive edebilir; ayrica bax ve bak'n dolayli olarak
aktive etmek i¢in pro-apoptotik bcl-2 benzeri proteinlere baglanabilir. Aktive edildikten
sonra bax ve bak, sitokromu salgilayan mitokondriyal dis zarda gézenekler olusturmak
tizere oligomerize olur. Sitozolik sitokrom c, kaspaz aktivasyonuna ve daha sonra hiicre
oliimiine yol agar (Westphal vd. 2011). Ayn1 zamanda digsal yolakta kaspaz-8’in bid’i
aktive ederek mitokondri membranina baglanmasina neden olur ve apoptoz meydana
gelir (Luo vd. 1998).

Etanol ekstrakti ile muamele sonucu BJ hiicrelerinde Caspase-3 ve Caspase-8
genlerinin ekspresyonlar1 diisiis gostermistir. Bu sonuglar Yushimura ve arkadaskarinin
2013’de yaptigi calisma ile benzerlik gostermektedir. Yoshimura ve arkadaslari
yaptiklart ¢alismada; Epilobium’un iginde bulunan oenothein B’yi dendritik hiicreler
tizerine uyguladiklarinda protein seviyesinde kaspaz-3 ve kaspaz-8’in azaldigini
bulmuslardir (Yoshimura vd. 2013). Bu sonuglar Epilobium’un fibroblast hiicrelerini
oldirmeyen konsantrasyonunun kaspazlarin  ekspresyonunu da etkilemedigini
gostermektedir.

Pei ve arkadaglar1 Epilobium en 6nemli bileseni olan oenothein B’nin akciger
kanser hiicrelerinin (A549) proliferasyonunu inhibe ettigini ve hiicreleri Gi1 fazinda
durdurdugunu gosterdiler. Yaptiklar1 ¢alismada oenotheinin ayn1 zamanda hem hiicre i¢i
reaktif oksijen radikallerini hem de apoptotik tetikleyicilerin miktarinin arttirdigin
gostermislerdir. Bununla birlikte bax, p53, sitokrom c ve PARP seviyesinde artis
gozlenirken anti-apoptotik bcl-2 seviyesi azalmistir. Bulgular hiicrelerde igsel yolagin
tetiklenerek onlarin apoptoza gittigini gostermistir (Pei vd. 2019). Bu bilgiler 1s18inda,
uygulamasin1 yaptigimiz Epilobium hekzan ekstraktinin hiicrelerin proliferasyonunu
inhibe ettigini disiinmekteyiz. Yaptigimiz TUNEL testi sonucunda hiicrelerin apoptoza
gitmedigi ve ¢ogalmasini durdugunun gézlenmesi, bu goriisiimiizii desteklemektedir.
P53 geni ekspresyon seviyesinde bir degisim gozlenmedi ancak mRNA orani, protein
seviyesi ile her zaman kolerasyon gostermemektedir. Diger bir yandan Bax’in
ekspresyonu ile birlikte Caspase-8 ve Caspase-3’te de artis gozlendi.

p53 proteini DNA hasarina yanit olarak hiicre dongiistinii durdurabilmektedir.
Puma ve Noxa, pro-apoptozda yer alan bcl-2 ailesinin iki iiyesidir. Puma, p53 aracili
apoptoziste 6nemli bir rol oynar. Puma'nin in vitro asir1 ekspresyonuna, artan bax
proteinin ve sitokrom salinimin artmasi eslik ettigi gosterilmistir (Elmore 2007).
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Hekzan gibi apolar ekstraksiyonlarda antiproliferatif etkisi olan flavonoidler ve
sitosteroller bulunmaktadir. Epilobium hekzan ekstrakti apoptotik genler olan Bax,
Caspase-3 ve Caspase-8 genlerin ekspresyonunu biiyiikk o6l¢iide artirdi. Ancak
apoptozun geg¢ evresinde gergeklesen DNA fragmentasyonu gozlenmedi. Kaspazlarin
artis gosterip DNA fragmentasyonunun goézlenmemesi kolon kanseri hiicrelerinin
¢ogalmasinin durdugunu ancak 6lmediklerini diisiindiirmektedir.

Diger bir ¢alismada, HT29 hiicreleri quercetin ile inkiibe edildiginde, Bax
seviyesinde degisiklik olmadan Bcl-2 seviyesinde bir azalma oldugu gozlenmistir.
Quercetin Epilobium’da da bulunan bir flavonoidtir (Hertog vd. 1993). Bu bulgu,
quercetinin proapoptotik etkilerinin bcl-2 protein seviyelerini diisiirme kabiliyetine
bagli olabilecegini gostermistir. Kanitlar, quercetinin bax seviyesinde bir degisim
olmadan bcl-2'nin protein seviyesini azalttigin1 gostermektedir. Bu sitokrom ¢
salinmmmimi ve ardindan kaspaz-3’ii aktive ederek mitokondriyal zar biitinligiini
bozdugunu gostermektedir (Martinou vd. 2000). Kaspaz-3, niikleer enzim PARP gibi
birgcok Onemli proteinin proteolitik boéliinmesinden sorumlu olan apoptozun Kkilit
uygulayicilarindan biridir (Kim vd. 2005). Bu sonuglar Epilobium ekstraktlarinin kolon
kanser hiicrelerini mitokondrial yolak ile apoptotoza goétiirebilecegini desteklemektedir.

Bizim ¢alismamizda, Epilobium parviflorum etanol, su ve hekzan ekstraklarinin
24 saat HT29 hiicrelerine uygulanmasi sonucu genel olarak Caspase-8 ve Bax
genlerinin ekspresyonlarinda artis gozlendi. Bu sonuglar, Epilobium’da bulunan bir
molekiiliin digsal yolagi tetikleyerek sirasiyla Caspase-8 ve Bax genlerinin
ekspresyonun artirmis olabilecegini gostermektedir. Bax geninin ifadesindeki artis ile
mitokonri zarinda porlar olusmasina ve hiicrenin apoptoza gitmesine neden olmus
olabilir.

Ozetle bu calismada anti-enflamatuar, antioksidan, antitiimér, antimikrobiyal ve
anti-androjenik o6zelligi oldugu bilinen Epilobium parviflorum bitkisi kullanilmistir
(Granica vd. 2014; Vitalone ve Allkanjari 2018). Epilobium’un prostat biiyiimesi
tizerine iyilestirici 6zelligi oldugu daha onceden yapilmis olan bir¢ok ¢alismada
kanmitlanmistir  (Hiermann ve Bucar 1997; Piwowarski vd. 2017). Aynm1 zamanda
Epilobium’da bulunan fenolik bilesiklerin, tanin ve flavonoidlerin kolon kanseri
tizerinde antiproliferatif ozellik gosterdikleri diger bircok c¢alisma ile gosterilmistir.
(Kim vd. 2005; Yi vd. 2005) . Biz bu ¢alismamizda Epilobium’u kolon kanseri ve
fibroblast hiicreleri tizerine uygulayarak apoptotik etkilerini inceledik. Uygulanan ICso
konsantrasyonu kolon hiicrelerinin g¢ogalmasimi durdururken fibroblast hiicrelerini
etkilemedi. Bunun yam sira etanol, hekzan ve su ekstraktlar1 kolon kanser hiicresinde
kaspazlar1 aktive edip mitokondrial yolagi aktiflestirmis ve apoptoza gotiirmiistiir.
Apoptozun son evresi olan DNA fragmentasyonu, etanol ekstraktinda digerlerine gore
daha fazla goriiliirken hekzanda hi¢ rastlanmadi. Hekzan ekstrakti HT29 hiicrelerini
6ldiirmeden hiicrelerin ¢ogalmasini inhibe etmis olabilir. Bizler yaptigimiz ¢alismada
Epilobium’un kolon kanserine karsi etkili oldugunu gosterdik. Gelecek calismalarda
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Epilobium’un kolon kanseri tizerinde hangi yolaklar etkiledigi daha ayrintili bir sekilde
arastirilabilir.
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6. SONUCLAR

Bu tezde, HT29 ve BJ hiicre hatlarma Epilobium parviflorum’un etanol, su ve
hekzan ile hazirlanmis bitki ekstraktlar1 uygulandiktan sonra bazi apoptotik genlerin
ekspresyonlarindaki degisimler QRT-PCR yo6ntemi incelendi. Apoptoz son evresi olan
DNA fragmentasyonu ise TUNEL testi degerlendirilmistir. Bu tezde bulunan sonuglar
asagida siralanmistir.

1. HT29 kolon kanser hiicrelerine uygulanan Epilobium parviflorum etanol, su ve
hekzan ekstraktlarin ICsp konsantrasyonlar: BJ hiicrelerinin canliligini anlaml
bir oranda azaltmistir.

2. PBS iginde ¢6ziilen Epilobium toz ekstraktlarinin ICso degerleri hesaplanmustir.

3. Kanser hiicrelerinin canliligini etkili bir sekilde durdururken viicut hiicresinin
cogalmasini etkilenmedigi gézlenmistir.

4. Epilobium etanol ekstraktinin HT29 hiicrelerinin uygulamasi sonras1 Caspase-8
ve Bax genlerinin ekspresyonunda anlaml bir sekilde artis gézlenmistir. Bunun
tam tersi sekilde BJ hiicrelerinde Caspase-8, Bax, Caspase-3 genlerin
ekspresyonlari azalmstir.

5. Epilobium su ekstraktinin HT29 hiicrelerine uygulanmasi sonras1 Caspase-8 ve
Bax genlerinin ekspresyonu artmstir. Ayni sekilde BJ hiicrelerinin de Caspase-8
ve Bax genlerinin ekspresyonu artti. Buna ilave olarak Caspase-3 genin
ekspresyonunda da artis gozlenmistir.

6. Epilobium hekzan ekstraktt HT29 hiicrelerinin de Caspase-8, Bax ve Caspase-3
genlerinin ekspresyonunda belirgin bir artis goriilirken, BJ’deki genlerin
ekspresyonunu etkilememistir.

7. Epilobium parviflorum’un HT29 hiicreleri iizerindeki apoptotik etkilerinin
incelendigi ilk calismadir.

8. TUNEL sonucuna gore Epilobium’un su ve etanol ekstraktinda daha fazla DNA
frangmentasyonu tespit edilmistir.

Caligmamizda prostat kanserine iyi geldigi bilinen Epilobium bitkisinin diger
kanser tiirlerinde hangi apoptotik genleri etkiledigini bulunmaya caligtik. Epilobium
parviflorum’un kaspazlar1 aktive ederek, mitokondrial yolak ile kolon kanseri
hiicrelerini apoptoza gotiirmiis olabilir. Bu sonuglari TUNEL testi bulgulari ile
desteklenmistir. Apoptotik genlerin etkisini en ¢ok degistiren Epilobium’un hekzan
ekstraktidir. Diger taraftan hekzan ekstraktinin hiicrelerde DNA fragmentasyonuna
neden olmadigi goézlenmistir. Bu konunun kolon kanseri hiicrelerinin hekzan ekstrakti
ile nasil oldiigine dair daha farkli deneyler yapilarak aydinlatilmaya ihtiyact vardir.
Epilobium su ve etanol gibi polar ¢oziiciiler ile olan ekstraklarinin etkili oldugu
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literatiirde belirtilmistir. Bu ¢alismada bu durum bir kez daha gosterildi ve Epilobium
bitkisinin kolon kanserine karsi terapotik olarak etkili olabilecegi gosterilmistir.
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