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KANSER KEMOTERAPI DIRENCINE KARSI EMODIN VE ALOE-
EMODININ ROLU

OZET

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz cogalmasi ve farklilasma yeteneklerini kaybetmesiyle ortaya
¢ikan, yiiksek mortalite ve morbiditeye sahip 6nemli bir saglik sorunudur. Osteosarkoma,
ozellikle ¢cocukluk ve ergenlik doneminde goriilen, hizli metastaz yapma egilimi nedeniyle
prognozu kotii olan bir kemik tiimoriidiir. Giintimiizde kemoterapi ve radyoterapi temel

tedavi yaklasimlar1 olsa da, tedaviye kars1 gelisen direng basariy1 sinirlamaktadir.

Dogal kaynakli bilesikler antikanser potansiyelleri ile one c¢ikmaktadir. Rheum ribes
bitkisinden elde edilen emodin ve aloe-emodin, antiproliferatif ve pro-apoptotik etkileri ile
bilinen dogal antrakinon tiirevleridir. Bu c¢alismada, PARP inhibit6riine direngli
osteosarkoma hiicre hatt1 (U20S/PIR) iizerinde bu bilesiklerin etkileri incelenmistir. WST-
1 analizi, her iki bilesigin hiicre canliligini belirgin sekilde azalttigini gdstermistir. Koloni
sagkalim analizi, hiicrelerin koloni olusturma kapasitelerinin baskilandigin1 ortaya
koymustur. ROS ve VEGF analizleri, oksidatif stresin arttigini1 ve anjiyogenezin inhibe
edildigini gostermistir. Ayrica apoptozla iliskili proteinlerdeki degisimler, apoptotik
stireclerin aktive oldugunu dogrulamstir.

Sonug olarak, emodin ve aloe-emodinin osteosarkoma hiicrelerinde tek basina antikanser
etki gosterdigi; PARP inhibitorleri ile kombine kullanildiginda tedavi etkinligini artirarak
ila¢ direncinin kirilmasina katki saglayabilecegi ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Kanser, kemoterapi direnci, U20S/PIR, Rheum ribes, emodin, aloe-
emodin.
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ROLE OF EMODIN AND ALOE-EMODIN AGAINST CANCER
CHEMOTHERAPY RESISTANCE

ABSTRACT

Cancer is a major health concern characterized by uncontrolled cell proliferation and loss
of differentiation, associated with high morbidity and mortality. Osteosarcoma,
predominantly observed in children and adolescents, has a poor prognosis due to its rapid
metastatic potential. Although chemotherapy and radiotherapy remain the primary
treatment approaches, therapeutic resistance often limits their effectiveness.

Natural compounds have attracted attention due to their potential anticancer properties.
Emodin and aloe-emodin, anthraquinone derivatives isolated from Rheum ribes, are known
for their antiproliferative and pro-apoptotic effects. In this study, the effects of these
compounds were investigated in the PARP inhibitor-resistant osteosarcoma cell line
(U20S/PIR). WST-1 assays demonstrated a significant reduction in cell viability following
treatment with both compounds. Colony formation assays revealed marked inhibition of
the cells’ clonogenic capacity. ROS and VEGF analyses indicated increased oxidative
stress and suppressed angiogenesis, respectively. Furthermore, alterations in apoptosis-
related protein levels confirmed the activation of apoptotic pathways.

In conclusion, emodin and aloe-emodin exhibited anticancer effects in osteosarcoma cells,
and their combination with PARP inhibitors enhanced therapeutic efficacy, suggesting a
potential strategy to overcome drug resistance.

Keywords: Cancer, chemotherapy resistance, U20S/PIR, Rheum ribes, emodin, aloe-
emodin.
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1. GIRIS

1.1. Kanserin Tanimi ve Tedavi Yontemleri

Ortalama kilodaki bir insan viicudunda yaklasik 37,5 trilyon hiicre oldugu tahmin
edilmektedir. Hiicreler i¢ dengeyi korumak amaciyla belirli bir biiyiikliige ulastiklarinda
boliinme ihtiyaci duyarlar. Boliinme sonucu olusan yeni hiicrelerde kalitsal materyalin
sorunsuz kopyalanmasi1 ve esit bir sekilde paylasimi gibi bir¢ok hiicresel faktor yer
almaktadir (Bianconi vd., 2013). Fakat endojen veya eksojen kaynakli hasarlar sonucunda
hiicrelerin boliinmesinde, biiyiimesinde, farklilagsmasinda ve kontrollii 6liimiinde faaliyet
gosteren proteinlerde olusan bozukluklar kanserin olusumuna yol acar (Sekil 1.1)
(Hanahan, 2022). Ayrica kanserin gelisimi, kanser hiicrelerinin hizla cogalmasi, hayatta
kalma istegi, invazyon ve metastaz yetenegine dayanmaktadir. Timor baskilayici genler
apoptozisi ve hiicre boliinmesini kontrol etmektedir. Fakat bu genlerde meydana gelen
hasar sonucu kontrolsiiz hiicre biiyiimesine neden olup kanserin olusuma yol agar.
Onkogen olusumunun da kansere neden oldugu goriilmektedir. Onkogenler hiicre
biiyiimesinde ve boliinmesinde gorev alan proto-onkogenlerin degisime ugramis halidir.
Proto-onkogenlerde meydana gelen mutasyonlar sonucu normalin iistiinde bir aktivite
gostererek kanserli hiicrelerin ¢ogalmasina yol agar. Bu hiicreler normal doku ve organlari
istila ederek kanserin yayilmasina neden olur. Sonug olarak hem proto-onkogenlerde hem
de tiimor baskilayici genlerde meydana gelen mutasyonlar; kontrolsiiz hiicre cogalmasina,
metastaza, apoptozun baskilanmasima ve anjiyogenesize neden olur (Gariglio, 2012; Sever

vd., 2023).

Kanser, primer olarak dogdugu hiicre tipine gore tiirlere ayrilir ve epitel hiicrelerde
gelisirse karsinom, kemik ya da yumusak dokuda olusursa sarkoma, bagisiklik
hiicrelerinde olusursa miyeloma seklinde isimlendirilir. Kanserli hiicrelerin temel olarak
bazi ayirt edici ortak 6zellikleri bulunmaktadir. Bunlar: bagisiklik yanitindan kaginma,
genomik kararsizlik, hiicre Oliimiine karsi direng, tiimor baskilayicilardan kac¢inma,
invazyon ve metastazi aktive etme, siirekli poliferatif sinyaller gonderme, biiyiime

baskilayici sinyallerden kagma ve anjiyogenezisi indiikleme olarak siralanabilmektedir



(Sekil 1.1). Son arastirmalara gore bu ayrit edici 6zelliklere 4 6zellik daha eklenmistir.
Bunlar: mutasyonel olmayan epigenetik yeniden programlanma, yaglanmis hiicreler,

fenotipik plastisite ve poliformik mikrobiyomlardir (Hanahan, 2022).
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Sekil 1.1. Kanserin ayirt edici 6zellikleri (Hanahan, 2022)

Kanser gelisiminde; genetik yatkinlik, yas, giines 1sinlar1, radyasyon, tiitiin, alkol, obezite,
hareketsiz yagam bi¢imi, diisiik lifli diyetler, asir1 kirmizi1 et ve islenmis gida tiikketimi gibi
bircok endojen ve eksojen faktor yatmaktadir (Blackadar, 2016). Uluslararas1 Kanser
Arastirma Ajansmin arastirmalarmna gore 2022 yili icinde 20 milyon yeni kanser vakasi
(melanom dis1 cilt kanseri hari¢) ve kanser kaynakli 9,7 milyon 6liim oldugu belirlenmistir.
Arastirmalar sonucu yapilan tahminler neticesinde yaklasik bes erkek veya kadindan
birinin hayat1 boyunca kansere yakalandigini, dokuz erkekten birinin ve oniki kadindan
birinin kanser kaynakli olarak 61diigii belirtilmistir. 2022 yilinda en sik teshis edilen kanser
tiirii akciger kanseridir (%18), ve bunu sirastyla meme (%11,6), kolorektum (%?9,6), prostat

(%7,3) ve mide kanseri (%4,9) izlemektedir (Bray vd., 2024).



Osteosarkoma, yillik olarak her bir milyon kigiden 4-6 arasi vaka raporlanmaktadir. Son
yillarda tedavi yontemlerindeki ilerlemelerle birlikte sag kalim oranlarinda bir miktar artis
gozlemlenmesine ragmen, veriler hastalarin %30 undan fazlasinin tanidan sonraki 5 yil
icerisinde yasamini yitirdigini gostermektedir. (Zhang vd., 2024). Cin, Avrupa ve Kuzey
Amerika’da osteosarkoma icin cerrahi, kemoterapi ve radyoterapiden olusan kapsamli
tedavi yontemleri yaygin olarak benimsenmektedir. Fakat pelvis ve eksen bolgeleri gibi
karmagik anatomik alanlarda tiimoriin cerrahi olarak ¢ikarilmasi oldukca giigtiir (Dong vd.,

2024).

Tedavi siireclerinde kullanilan ilaglarin etkinliginin artirilmasi, klinik uygulamalar
acisindan biiylik 6nem arz etmektedir. Osteosarkomanin biyolojik yapisini ve tedavi
seceneklerini anlamaya yonelik onemli birtakim c¢aligmalar yapilmasina ragmen mevcut
yontemler halen istenen diizeyde terapotik basari saglayamamaktadir (Zhang vd., 2024).
Osteosarkoma 15-19 yas grubunda daha yaygindir. Fakat 60 yas iistii bireylerde
osteosarkomanin tekrar artig gosterdigi belirlenmistir. Bu kanser tiirii kadinlara oranla
erkeklerde daha sik goriilmektedir. Bunun sebebi ise erkeklerde kemik biiylimesinin
kadinlara gore daha uzun siirmesidir. Bu kanser tiiriiniin en sik goriildigi yer diz
cevresidir. Genellikle uzun kemiklerin metafiz bélgesinde varligini gostermektedir. Genel
olarak sikayetleri ilerleyen agri, hareket kisitliligi ve o bolgede kilo kaybidir. Tibbi olarak:
patolojik kiriklar, anemi yumusak doku 6demi, genislemis venler ve hizla biiyiiyen bir kitle
olarak bulgulari teshis edilir. Bu bélgedeki kanser varligini tam anlamiyla tespit edebilmek
icin konvaksiyonel radyografi, bilgisayarli tomografi (BT) taramasi, manyetik rezonans
goriintiileme (MRI) ve biyopsi yapilabilmektedir. Bu tetkitler sonrast hastaligin evresi

belirlenir ve tedavi uygulanir (Refandy, 2022).

Kanser tedavisinde kullanilan bazi yontemler bulunmaktadir. Bunlar: cerrahi miidahale,
kemoterapi, hormonal terapi, radyoterapi, immiinoterapi, adjuvant terapi, hedefe yonelik
kanser tedavileri, biiyiime sinyali inhibitorleri, apoptozu indiikleyen ilaglar, endojen
angioinhibitorler olarak siralanabilirler (Sudhakar, 2009). Konvansiyonel kanser
tedavilerinden farkli olarak genomik ve proteomik profilleme yontemleri sayesinde
hastalarin belirli kimyasal ya da radyolojik tedavilere ve kisiye 6zel yaklasimlara
gosterecegi tepkinin dngdriilmesini miimkiin kilarak klinik etkinin artmasini saglamistir

(Byrum vd., 2019; Imyanitov, 2021).



PARP (poli(ADP-riboz) polimeraz), DNA onariminda gorev alan dnemli molekiillerden
biridir. ADP-riboziltransferazlar (ARTs) ailesinin {iyeleri olan PARP’ler, NAD*’dan
(nikotinamid adenin diniikleotid) alic1 proteinlere ADP-riboz molekiilleri aktarabilmekte
ve boylece PAR birimleri (ADP-riboz polimerleri; bu siireg PARilasyon olarak
adlandirilmaktadir) olusturarak ilgili DNA onarim proteinlerini hasarli kromatine
yonlendirmektedir. DNA’da hasar meydana geldiginde aktif hale gelen PARP1, DNA
zincirinde olusan kiriklar1 tespit ederek baz eksizyon onarim yoluna dahil olup DNA’daki
tek zincir kiriklarinin giderilmesini saglar. DNA’da diisiik diizeyde hasar varliginda
PARPI, tek zincir kiriklarmi onararak hiicrelerin hayatta kalmasinda etkili olur ve tek
zincir kiriklarinin zararli olan ¢ift zincir kiriklarma doniisiimiinii engeller. Tek zincir
kiriklarinin ¢ift zincir kiriklarina doniismesi durumunda PARP1, H2AX’1 fosforile eder
(YH2AX) ve cift zincir kiriklarmin onarimi i¢in ilgili genlerin (BRCA1/2) hasarli bolgeye
yonlendirilmesini saglar. Dolayisiyla PARPI1, hasar almis hiicrelerin hayatta kalmasi
acisindan kritik olup, kanser hiicrelerine anti-apoptotik tedaviler swrasinda direng
kazandrabilir (Park vd., 2018; Gundogdu vd., 2023). DNA onariminin engellenmesiyle
birlikte PARP inhibisyonu, DNA hasarmnin artmasina ve sitotoksik etkinin belirgin sekilde
yiikselmesine yol agar. Bu direngin gelismemesi i¢in ve kanserli hiicrelerdeki hasar almis
DNA’nm onarilmamasi i¢gin PARP inhibitorleri gelistirilmistir (Shen vd., 2015). Poli
(ADP-riboz) polimeraz (PARP) inhibitorleri, PARP enzimlerinin aktif bolgesinde NAD+
ile yarisarak etki gosteren anti-kanser ilaglardir PARP’1n baskilanabilecegi ilk kez 1971 de,
HelLa hiicrelerine timin ve nikotinamid islenmesi sonucu ortaya ¢ikmistir. Sonraki birgok
calisma, NAD+ ile rekabet ederek PARP aktivitesini inhibe eden ¢ok sayida benzamidi
tanimlamistir. Ancak bu bilesikler, diisiik etkinlik ve ozgiilliikleri sebebiyle klinik agidan
uygun goriilmemistir. PARP inhibitorlerinin (PARPi) asil hedefi genellikle PARP1 olarak
kabul edilir, ancak bazi PARP ailesi iiyelerinin NAD-baglanma bolgelerindeki yapisal
benzerlik nedeniyle, bazi PARPi’ler PARP2 ve PARP3 dahil olmak {iizere diger
PARP’lerin aktivitesini de inhibe edebilmektedir. Ayrica kinazlar {izerinde bazi hedef dis1
etkiler de gozlemlenmistir (Rose vd., 2020). Olaparib, rucaparib, niraparib ve talazoparib,
Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis dort PARP
inhibitoriidiir. Bu ilaclar arasinda sadece olaparib, Hindistan’da ruhsatlandirilmigtir. PARP
inhibitorleriyle gerceklestirilen tedavi yaklasimi, “sentetik letalite” olarak bilinen kavrama
dayanmaktadir. Bu kavram, tek basmna zararsiz olan iki genetik mutasyonun bir araya

geldiginde hiicre Oliimiine sebep olabilmesi olgusunu ifade eder. Sentetik letalite



stratejisinin en Onemli avantaji, mutasyon tasiyan tiimor dokusunun segici olarak
hedeflenebilmesi ve bu sayede normal hiicrelerde toksisite diizeyinin azaltilabilmesidir
(Desai vd., 2022). Klinikte kullanilan PARP1’lerin katalitik aktiviteleri arasinda 6nemli bir
fark bulunmaz; ancak etkinlikleri ve toksisite diizeyleri, esas olarak tuzaklama
potansiyelleri ile iligkilidir (Shen vd., 2015). Tuzaklama etkisi gostermeyen veliparib, en
az etkili PARP inhibitorii olmakla birlikte, sitotoksik ajanlarla en kolay kombine edilebilen
ilagtir. Rucaparib, olaparib ve niraparib benzer seviyelerde tuzaklama yaparken,
talazoparib en yiiksek tuzaklama kapasitesi ile bu siniftaki en gii¢lii ve en toksik ilag olarak
bilinir (Murai vd., 2014; Shen vd., 2015). Klinik 6ncesi ve klinik ¢alismalarda en yogun
sekilde incelenen PARP inhibitorleri olaparib ve veliparibtir. Bu PARP inhibitorleri
(olaparib, veliparib) yumurtalik ve meme kanserlerinde 6nemli basarilar elde etmiglerdir
(Jelinic ve Levine, 2014). Klinik kullanim i¢in onaylanan ilk PARP inhibitorii,
AstraZeneca tarafindan gelistirilen Olaparib (AZD2281)’dir. ilk kez Bastiaan Evers ve
arkadaslarinin yayminda aktarildigi gibi, Olaparib BRCA2 mutasyonu tasiyan timor
hiicrelerine kars1 giiclii bir etki géstermis ve etkin PARP inhibit6rlerinden biri olarak kabul
edilmistir. 2018 yilinda Olaparib, BRCA mutasyonlu meme kanserinin tedavisi i¢in
kapsamli onay almistir. Sonraki siirecte, yalnizca meme kanseriyle sinirli kalmayip farkl
malignitelere yonelik etki mekanizmalarinin da agiklifa kavusturulmasinda 6nemli
mesafeler kat edilmistir (Che vd., 2025). Ekzom dizileme verileri, osteosarkomun BRCA
eksikligi ya da BRCA-benzeri tiimorlere karakteristik bir genom instabilitesi imzasi
tasiyabilecegini gdstermektedir. Bu baglamda olaparib, BRCA1/2 mutasyonlu veya BRCA
benzeri tiimorlerin tedavisinde en sik tercih edilen PARP inhibitoriidiir (Dong vd., 2024).
Olaparib tarafindan baz eksizyon onarimi yolunun inhibisyonu, onarilmamis tek zincir
kiriklarinin birikmesine ve bu da zararh ¢ift zincir kiriklarinin olusumuna yol acar.
Olaparib, tekrarlayan over kanseri ve BRCA mutasyonu olan hastalarin tedavisi i¢in FDA
tarafindan 2014 yilinda onaylanmistir ve kemoterapide yaygin olarak kullanilmistir

(Bochum vd., 2018).

Her ne kadar PARPi, belirli hasta gruplarnda hem klinik deneylerde hem de gercek
uygulamada kalict sagkalim faydalar1 saglayabilse de, bazi durumlarda dogal veya
edinilmis direngler, umutlar1 azaltmistir. Timor hiicrelerinin tedaviye kars1 direng kazanma

mekanizmalar1 olduk¢a karmagik bir yapiya sahiptir. Sekil 1.2°de gosterildigi gibi her



timorde gozlemlenen ilag direnci, bagimsiz bir mekanizmanin iiriinii olmaktan ziyade,

cesitli direng yollarinin bir araya gelmesinden kaynaklanabilir (Fu vd., 2024).
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Sekil 1.2. Farkli PARP inhibitérlerine iliskin potansiyel ila¢ direnci mekanizmalar1 (Fu vd., 2024)

PARPi1 direncinin mekanizmalar1 karmagiktir ve baslica su yollarla gergeklesir:

e [llac disa atilimmimn artmasi

e BRCA 1/2' nin genomik geri doniisii

e Replikasyon catallar1 korumasmin yeniden saglanmasi

e Homolog rekombinasyon onariminin herhangi bir nedenle gii¢lendirilmesi

o Epigenetik degisiklikler

e Yiiksek hareketlilik grubu kutusu 3 (HMGB3), STAT3, klonal se¢ilim ve hipoksi
(Fu vd., 2024).

Kemoterapi en yaygm kullanilan tedavi yontemlerindendir. Kemoterapik tedaviler,
apoptozu indiikleme, hiicre dongiisiinii durdurma ve antitimor etkisiyle kanser
tedavilerinin basinda gelir (Zhang ve Guo, 2016). Fakat kanser hiicreleri kemoterapiye
kars1 direng gelistirebilmektedir. Buda tiimoriin tekrar olusmasma ve hastaligin
ilerlemesine neden olmaktadir. Kemoterapik tedaviler kanser hiicrelerine 6zgii degildir.

Kanser hiicrelerine verdigi zararli etkiyi normal hiicrelere de vermektedir. Bu yiizden



kanser hastalarinda kusma, bulanti, sa¢ dokiilmesi, anemi, yorgunluk gibi énemli yan
etkiler ortaya ¢ikmaktadir. Bu ilaclarda doz azaltilmaya gidildigi taktirde yan etkilerde
azalma olmaktadir ancak bu durumda tiimor biiylimesi inhibe edilemez. Bundan dolay1
kemoterapik tedavilerin birtakim ajanlarla kombine edilip doz diistikliigline gidilmesi ve
bundan sebep yan etkilerin azaltilmasi ayrica ilag direncini asabilen veya Onleyebilen
bilesiklerin kombine edilmesi olduk¢a 6nemlidir (Zhang ve Guo, 2016). Bu bilesikler
genellikle bitkisel kaynakli olup son zamanlarda bilim insanlarinin oldukga ilgisini
cekmektedir. Kemoperapi ve radyoterapi tedavilerinin yaninda bitkisel ajanlarin
kullanilmasi bu tedavilerin toksik etkilerini azalttig1 goriilmiistiir (Kurhan ve Ekici, 2021).
Tarihsel kaynaklar, bitkisel tiriinlerin eski uygarliklarda hastalik tedavisinde kullanildigmn1
gostermektedir Modern kemoterapi uygulamalari ise yiiksek toksisite ve ilag direnci gibi
zorluklar barindirmaktadir. Bu nedenle, bitkisel iiriinler daha gilivenli ve ekonomik bir

tamamlayici segcenek olarak degerlendirilmektedir (Erdogan vd., 2025).

1.2. Apoptozis

Programlanmis hiicre 6liimii olarak bilinen apoptoz, ¢ok hiicreli organizmalarda gelisimsel
diizenlemenin ve doku biitlinligiiniin korunmasinda oldukc¢a 6énemlidir. Hiicre i¢i ve dis1
sinyallerle tetiklenen bu siire¢, apoptotik yolaklarla diizenlenir. Maya ve bakterilerde de bu
stire¢ gozlemlenmistir (Battistelli ve Falcieri, 2021). Apoptoz hem embriyolojik gelisimde
hemde yetiskin dokularda homeostazin korunmasinda gorev alan bir hiicre Olim
mekanizmasidir. Ayni zamanda viicudun kanserle savagsmasinda onemli bir timor
baskilayict rol distlenir. Apoptoz, DNA’ya ciddi zararlar veren ilaclar, radyoterapi,
enfeksiyonlar ve diger hiicresel stres faktorleri gibi ¢esitli uyaranlara karsi gelistirilen dogal
bir hiicre 6liim yanitidir (Morana vd., 2022). Apoptoz hiicre zarinda kiigiik kabarciklarin
olusmasi, fosfatidilserinin disa ¢ikmasi ve kaspaz proteinlerinin aktive olmasiyla
gerceklesir (Singh ve Lim, 2022). Ayrilan bu kabarciklar herhangi bir inflamatuar yanita
neden olmadan fagositoz yoluyla yok edilir (Sekil 1.3). Bu kabarciklara apoptotik
cisimcikler denir. Apoptotik cisimciklerin hiicre zarindan ayrilip temizlenmesi “ayrilip

diismek” anlamina gelen apoptoz kelimesini ortaya ¢ikarmistir (Reed, 2000).

Apoptoz siirecinde kaspazlarin etkinlesmesi, ekstrinsik (6liim reseptorii aracili) ya da

intrinsik (mitokondriyal) yolak iizerinden gerceklesebilir (Battistelli ve Falcieri, 2021).
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Sekil 1.3. Klasik sema ve TEM mikroskobu goriintiisiiyle apoptotik cisimcikler (Battistelli ve Falcieri, 2021)

1.2.1. Ekstrinsik Yolak

Ekstrinsik ya da 6liim reseptorii aracili yolak, 6zellikle bagisiklik sisteminde olmak tizere,
doku homeostazinin saglanmasinda kritik bir rol oynamaktadir (Danial ve Korsmeyer,
2004). Ekstrinsik apoptotik sinyal iletimi, tiimor nekroz faktorii reseporii (TNFR) siiper
ailesine ait spesifik 6liim reseptorlerinin aktivasyonuyla baslar. Bu reseptorler, hiicre
zarmin dis kisminda 2-4 adet sistein yoniinden zengin bolgeye sahip tip 1 transmembran
proteinlerdir. Tanimlayici 6zellikleri ise sitozolik béliimlerinde bulunan yaklasik 70 amino

asitlik 6lim alanidir (Nair vd., 2014).

Bu yolaga aynm1 zamanda kaspaz bagimli yolak denir. Kaspaz-8, kaspaz-9, kaspaz-12,
kaspaz-7, kaspaz-3 kaskad1 ekstrinsik apoptotik yolda gorev alir. Kaspazlarin yani sira
birtakim reseptorlerde bu yolakta gorev alir, 6rnek olarak: FasL reseptorii, TNF-alfa
reseptorii, TLR, olim reseptorleri. Bu yolakta kalsiyum kanalinin agilip kapanmasi da
hiicre canliligini etkilemektedir. Kalsiyum konsantrasyonu ekstrinsik yolaktaki sinyal

iletiminde gorev alir (Hongmei, 2012).

Hiicre zarmnin dig yiizeyinde bulunan reseptorler, hiicre dis1 kaynakli 6liim sinyallerini
algilar. Bu sinyallerin baglanmasiyla birlikte reseptorlerin stoplazmik bolgeleri bir araya

gelerek, hiicre oliim siirecinde gorev alan proteinlerle etkilesime girer. Bu siiregte pro-



kaspazlarin aktif hale gelmesini engelleyen bdlimler preolitik olarak uzaklastirilir ve

boylece pro-kaspazlar aktif kaspaz enzimlerine doniisiir (Elmore, 2007).

TNF (Tumor necrosis factor) Fas ligand1 (Fas-L) ve TNF ile iliskili apoptozisi indiikleyici
ligand (TRAIL) gibi hiicre dis1 sinyal molekiilleri, DR’nin (transmembran reseptorleri)
hiicre dis1 alanina baglanirlar. TNFR1 (tipl TNF reseptorii), Fas (CD95/Apo-1) ve TRAIL
reseptorlerine baglandigi zaman ekstrinsik yolak sinyalleri etkinlesir. Spesifik 6liim
domaininin (DL) DR’leri harekete ge¢irmesi DISC’i (6liim indiikleyen sinyalleme
kompleksi) olusturur. Aktif kaspaz 8 DISC’den ayrilarak kaspaz aktivasyon kaskadini
aktive eder (Jan, 2019). Aktiflesen kaspazlar DNaz enzimi ile birlikte hareket ederek DNA
hasarma neden olmaktadir olmaktadir (Elmore, 2007; Ulukaya vd., 2011).

1.2.2. intrinsik Yolak

Intrinsik apoptoz yolu, reseptdre bagimli olmayan ve mitokondrinin temel diizenleyici rol
iistlendigi, hiicre i¢i stres sinyalleri sonucunda aktive olan bir mekanizmadir. Bu yolak;
DNA hasari, endoplazmik retikulum stresi, hormonal ya da sitokin eksikligi ve viral
enfeksiyonlar gibi ¢esitli hiicresel bozulmalara yanit olarak devreye girer (Tait ve Green,
2010). Bu yolagin diizenlenmesinde Bcl-2 protein ailesi temel bir gorev almaktadir. Bcl-2
ailesi; Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim ve Hrk gibi hiicre 6liimiinii tesvik eden
(proapoptotik) iiyeler ile Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1 ve Mcl-1 gibi hiicre 6liimiinii
engelleyen (anti-apoptotik) iiyeleri icerir. Anti-apoptotik iiyeler, sitokrom-c’nin salmimin1
engelleyerek apoptozu Onler. Buna karsin, proapoptotik iiyeler apoptozu tesvik eder.
Hiicrenin yasayip yasamayacagini belirleyen bu mekanizma, sadece Bcl-2 seviyeleri degil,
ozellikle Bcl-2 ile Bax arasindaki denge biiylik 6nem tasir (Ghobrial vd., 2005). Apoptotik
uyarilar sonucunda, mitokondrinin dis zarinda gecirgenlik artis1 meydana gelir, bu dis
zarda olusan porlara ‘permability transition pore (PT)’ denir. Bu durum sonucunda
sitokrom-c ile kaspazlarm ikinci mitokondri kaynakli aktivatorii gibi molekiillerin sitozole
salmmasina neden olur. Tlk olarak sitozole salinan sitokrom-c, serin proteaz HtrA2/Omi ve
Smac/DIABLO’dur. Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive edici faktor-1) ile sitokrom-c
baglanarak apoptozom kompleksini olustururlar. Boylece kaspaz-9’un aktif hale gelinmesi
saglanir (Elmore, 2007). Apoptoz sirasinda mitokondriden saliman HtrA2/Omi ve

Smac/DIABLO programli hiicre O6liimiinii inhibe eden IAP proteinlerinin islevlerini
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engelleyerek hiicre 6liim siirecini diizenler. Endoniikleaz G, AIF ve CAD ise ikinci protein
grubunu olusturur ve bu proteinlerde mitokondriden salinmaktadir. Bu proteinler hiicre
Oliimiiniin gergeklesmesiyle sitozolden ¢ekirdege yonelir. AIF, kromatin kondensasyonuna
yol acarak DNA’y1 kiiglik parcalara ayirirken, endoniikleaz G, dogrudan cekirdege
ulagsarak DNA fragmentasyonuna yol acar. Kaspaz-3 araciligiyla aktive olan CAD,
DNA’y1 niikleozomlar arasindan keser (Adams ve Cory, 2001; Ulukaya vd., 2011).
Apoptozun diizenlenmesinde gorevli olan Bcl-2 ailesi, hem hiicre olimiinii tesvik eden
hem de onu engelleyen iiyeleriyle islev goren iki yonlii bir onkogen ailesidir. Bax ve Bak,
apoptozu tesvik eden pro-apoptotik proteinler olarak gorev yaparken; Bcl-2, Mcl-1 ve Bcl-
xL apoptozu baskilayan anti-apoptotik proteinlerdir. Bax ve Bak, mitokondri zarmin
gecirgenligini artirarak sitokrom-c’nin sitoplazmaya gegmesini ve bdylece apoptoz

siirecinin baslamasini saglar (Sekil 1.4). (Adams ve Cory, 2001; Ulukaya vd., 2011).

Memeli Hiicresindeki Ana Apoptotik Yollar
Oliim Reseptorleri Mitokondriyal Yolak
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Sekil 1.4. Ekstrinsik ve intrinsik apoptoz yolaklar1 ile apoptoz indiiksiyonu (Celepli vd., 2020).

1.3. Hiicre Dongiisii

Kalitsal materyalin bir sonraki nesile aktarilmasiyla neticelenen ve diizen igerisinde
yiiriitiilen siirece hiicre dongiisii denir. Bu siire¢ boyunca DNA replikasyonu ve 6zdes olan
kromozomlarm olusacak iki yavru hiicreye esit bir sekilde paylastirilmasi1 gerekmektedir
(Toy vd., 2022). Hiicre dongiisii birbirini takip eden belirli evrelerden olusmaktadir. Bunlar

Gl, S, G2 ve M (mitoz) evreleridir. G1, S ve G2’nin bulundugu evreler interfaz evresi
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olarak adlandirilirken, M ise mitotik evre olarak adlandirilir (Cecchini vd., 2012). G1 evresi
hiicrelerin DNA replikasyonuna hazirlik yaptig1 evredir. Bu fazda hiicre biiylimeyi tesvik
eden veya engelleyen sinyalleri degerlendirerek dongiiye devam etme, duraklama ya da
dongiiden ¢cikma kararini verir. G1 evresinde hem maya hem de memeli hiicrelerinde kritik
kontrol noktalar1 bulunmustur. Mayalarda baslangic ve memelilerde kisitlama noktasi
olarak isimlendirilen bu asama hiicrenin DNA’y1 eslemeye ve dongiiyli tamamlamaya
kendini adadig1 evredir (Johnson ve Walker, 1999). G2 ikinci bosluk olarak tanimlanir. S
evresiyle mitoz arasinda yer alir. G1 ve G2 evreleri hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi i¢in
onemlidir. Evreler arasi gecis sirasinda DNA biitiinliigiiniin izlenmesi, hiicrelerde
mutasyon ya da hasar meydana gelmisse ilerlemesinin engellenmesi i¢in iki bosluk fazi
(G1 ve G2) onemlidir. Kromozomlarm ¢ogaldig1 S evresi interfaz sathasinda yer alir ve
stiresi yaklasik 12 saattir. Bu evre interfazin ortalama yarisini kapsar. Ardindan gelen M
evresinde ise, kromozomlar birbirinden ayrilarak zit kutuplara cekilir. M sathasi

memelilerde ortalama 1 saat siirmektedir siirmektedir (Cecchini vd., 2012).

Interfaz asamasi, hiicrenin mitoza girmeden dnce hazirliklarin1 tamamladigi evredir ve bu
stirecin saglikli ilerleyebilmesi i¢in gerekli tiim faktorlerin tamamlanmasi gerekmektedir.
Gl fazi, interfazin ilk basamagidir ve hiicre bu evrede bdliinme sinyalleri algilamaya
yatkindir. G1 evresi, hiicrenin biiyiimesine parallel olarak metabolik faaliyetlerin oldukca
yogun oldugu asamadir. Hiicre G1 safhasinda boliinme i¢in ihtiya¢ duyulan sinyallerin
yeterli olup olmadigmi kontrol eder; bu nedenle G1 evresi hiicre dongiisiinde hayati bir
role sahiptir (Chen vd., 2016). Bu evrede hiicre boliiniip b6 llinmeyeceginin kararini verir.
Boliinme icin yeteri biiyiikliige ya da yeteri biiylime sinyalleri algilamadiysa hiicre

dongiiden ¢ikarak GO evresine yonelir (Lea vd., 2003).

Memeli hiicrelerin, besin maddelerinin veya biiyiime faktorlerinin azalmasi, hiicresel
yapismanin degismesi ya da erken G1 evresinde hiicre yogunlugunun artmasma benzer
cevresel etkenlere tepki olarak hiicre dongiisiinden ¢iktiklar1 bilinmektedir. Hiicre
dongiistinde bulunan bir diger evre ise GO evresidir. Durgun faz olarak adlandirilan bu evre

geri doniisiimliidiir (Oki vd., 2014).

GO fazindaki hiicreler enerji liretimi ve diger yasamsal faaliyetlerine devam etmektedirler

ancak boliinme siirecine girmezler. Gerekli boliinme uyarilar1 aldindig: taktirde hiicre
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dongiiye yeniden dahil olur (Chen vd., 2016). RNA ve protein sentezinin bagladigi G1
safthasinda, DNA replikasyonu heniiz baslamaz. Ancak S sathasinda DNA kendini
eslemeye baslar; bu siirecte RNA {iretimi devam ederken protein sentezi maksimum
seviyeye cikar. G2 evresi hiicrenin mitoz bdliinmeye hazirlanmak igin gectigi S evresini

takip eden bir asamadir (Zhao ve Elder, 2005).

Mitoz evresi Once ¢ekirdegin (karyokinez), ardindan sitoplazmanin (sitokinez)
boliinmesiyle gerceklesen iki temel basamaktan olusur (Sekil 1.5). Bu evrelerin
tamamlanmasiyla iki genetik olarak 6zdes hiicre olusur (Campbell vd., 2006). Mitoz
boliinme dort evreden olusur: profaz, metafaz, anafaz ve telofaz. Profaz sathasinda kardes
kromatitler yogunlasarak kromozomlar1 olusturur ve ¢ekirdek zar1 da bu sirada ¢oziinerek
kaybolur (Gibcus vd., 2018). Metafaz asamasinda kromozomlar hiicrenin ekvator
diizleminde dizilir. Anafazda ise kardes kromatitler sentrozomlarin yardimiyla karsi
kutuplara c¢ekilir. Telofaz asamasinda ise cekirdek zari1 yeniden sekillenmeye baslar.

Ardindan gelen sitoplazma b liinmesiyle iki yavru hiicre ortaya ¢ikar (Carlton vd., 2020).

. Mitotik Faz
Interfaz 1
Mitoz

Sitokinez

2 Yavru Hiicre
Olugmasi

Hucre
Buyumesi

Interfaz interfas

DNA Hicre
Sentezi Buyumesi

Sekil 1.5. Hiicre dongiisiiniin mitotik ve interfaz evrelerinin gosterimi (Dalton, 2015)
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1.4. Anjiyogenez

Yeni damar olusumu olarak bilinen anjiyogenez, normal kosullarda erigkin organizmalarda
biiylime, gelisim ve yara iyilesmesi siire¢lerinde dikkatle denetlenen fizyolojik bir olaydir.
Ancak bu siirecin yetersizligi ( diyabetik nefropati, kalp yetmezligi) veya asirt uyarilmasi
(kronik inflamasyon, kanser, diyabetik retinopati, sedef hastaligi, obezite) pek ¢ok
hastaliga yol agmaktadir (Zhao vd., 2016).

Tiimor anjiyogenezi, timdriin biiylimesi ve yayilmasmi destekleyen fonksiyonel bir damar
agmin olusumuna neden olan 6nemli bir belirte¢ olarak kabul edilmektedir. Timor
mikrogevresinde gelisen yeni damar sistemi, tiimor hiicrelerinin yogun oksijen ve besin
gereksinimini karsilamak ve biiylime siirecinde olusan tiimor biiyiimesini destekleyen
katabolitleri ortadan kaldirabilmesi i¢in zorunludur. Bu sistem mevcut kilcal damarlardan
cevre dokulara dogru gelisen endotel hiicreleri araciligiyla meydana gelir (Annese vd.,

2019).

Fizyolojik durumda inaktif olan endotel hiicreleri, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF) gibi anjiyogenezi tesvik eden ajanlarin uyarisiyla aktive olarak anjiyogenezin
baslamasina neden olurlar (Lugano vd., 2020). VEGF, embriyonik doénemde
hemangioblastlarin kan adaciklarina gog¢ii ve bu hiicrelerin endotel hiicrelerine
farklilasmasmi saglar. Embriyonik donem sonrasinda ise VEGF etkisiyle endotel
hiicrelerin proliferasyonu ve migrasyonu desteklenir. Tiiblil olusumunun tetiklenmesi,
damar gecirgenliginin artirilmasi ve apoptoz siirecinin baskilanmasi sayesinde bu
hiicrelerin hayatta kalmasi saglanir (Melincovici vd., 2018). VEGF, yaklasik 45 kDa
agirhiginda, cift zincirli bir glikoprotein olup anjiyogenezde 6nemli bir role sahiptir
(Carmeliet, 2005). Anjiyogenezin modiilasyonu, VEGF tarafindan VEGF reseptorleri
araciligiyla gergeklesmektedir. Tirozin kinaz 6zellikli VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEGFR-3
reseptorleri farkli VEGF izoformlar1 (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C ve VEGF-D) ile
etkilesime girer. Bu etkilesimler icinde VEGF-A’nin VEGFR-2 ile olan etkilesimi,
anjiyogenezdeki hiicresel tepkilerin yonetiminde baslica etkendir. VEGF-A ailesi i¢inde en
cok incelenen alt tipin VEGF-A165 oldugu bilinmektedir. Bu molekiil, damar

gecirgenligini artirarak ve endotel hiicrelerinin ¢gogalmasini, hareketini, hayatta kalmasimni
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ve MMP (Matriks Metallo Proteinaz) salinimini tesvik ederek anjiyogenez siirecine katkida

bulunur (Abhinand vd., 2016).

1.5. ROS

Atmosferik oksijenin kismi indirgenmesi veya uyarilmasi sonucu olusan tiirlere reaktif
oksijen tiirleri (ROS) denir. ROS hiicrelerde sinyal iletiminde rol oynar. Bununla birlikte
aerobik metabolizmanin zararli yan triinleri olarak goriiliir. Kloroplast, mitokondri ve
peroksizomlar, aerobik metabolizmanin toksik yan iirlinii olan reaktif oksijen tiirlerinin
temel liretim merkezleridir ancak yiiksek redoks potansiyeline sahip bilesiklerin atmosferik
oksijenle reaksiyona girebildigi diger hiicresel bolgelerde de olusabilir. Bu molekiiller daha

sonra antioksidan enzimler ve bilesikler araciligiyla etkisiz hale getirilir (Mittler, 2017).

ROS, hiicresel ortamlarda bulunan ve O: iceren biyomolekiillerle (lipid, protein, DNA)
etkilesime girebilen kimyasal molekiillerdir. ROS kapsamma O (siiperoksit anyonu),
H:0: (hidrojen peroksit) ve *OH (hidroksil radikali) gibi tiirler girmektedir. Molekiiler
oksijene gore daha fazla kimyasal reaktivite gosteren bu tiirler pek cok biyolojik siireci
indiikleyebilir. Her bir reaktif oksijen tiirii, sahip oldugu kimyasal 6zelliklere bagli olarak
Ozgiil biyolojik hedeflerle etkilesime girer ve farkli derecelerde reaktivite sergiler.
Stiperoksit anyonu, hiicresel oksidatif metabolizma sirasinda, molekiiler oksijenin tek bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu olusan reaktif oksijen tiiriidiir. Siiperoksit anyonu
(O27), hiicrelerde siiperoksit dismutaz (SOD) enzimlerinin etkisiyle kisa bir siirede hidrojen
peroksite (H20:) c¢evrilir. Hidrojen peroksit, hiicreselsinyal iletim mekanizmalarini
etkileyerek o6zellikle proteinlerin tiyol gruplariyla etkilesim gdsterebilir. Bu baglamda
sinyal iletiminde gorev alan hidrojen peroksit miktarinin diisiik nanomolar diizeyinde
oldugu tahmin edilmektedir. Siiperoksit anyonu hiicre zarindan diflize olamazken aksine
hidrojen peroksit hiicre zarindan rahatlikla difiize olabilmektedir. Bu &zellik hidrojen
peroksit’i onemli birhiicre i¢i sinyal iletim molekiilii yapar. Fakat ortamdaki demir (Fe*")
veya bakir (Cu’) iyonlarmm varligi hidrojen peroksiti hidroksil radikaline (OH)
doniistiirebilir. Bu son derece reaktif radikal oksidatif hasar kapasitesiyle lipidlere,

proteinlere ve DNA’ya zarar vermektedir (Glasauer ve Chandel, 2013).
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ROS’un proteinlere lipidlere ve DNA’ya zararinin yam sira, kanser olusumunun farkli
basamaklarin1 regiile eden pro- veya anti-inflamatuar molekiillerin salgilanmasini

tetikleyerek inflamasyonda da 6nemli bir yer edinebilir (Poillet-Perez vd., 2015).

Yapilan birtakim ¢alismalarda kanser hiicrelerinin yiiksek diizeydeki ROS’a karsi hassas
hale gelebilecegi ortaya konulmustur. Ozellikle glikolitik enzimlerin, kemoterapotiklerin
veya radyoterapinin etkisiyle ATP tiiketilmesine cevap olarak artan ROS miktarinin kanser
hiicrelerinin duyarliligini ve apoptozuna yonelimini klinik ncesi bulgularda artmis oldugu

vurgulanmaktadir (Kim vd., 2016).

1.6. Rheum tiirleri ve Rheum ribes

Tirkiye, cografi konumu, iklim yapist nedeniyle tibbi ve aromatik bitkiler bulunmasi
konusunda olduk¢ca 6nemli bir yerdedir (Boztas vd., 2021). Tirkiye de genis engebe
arazilerin ¢oklukla bulunmasi, farkli yer sekillerinin bulunmasi1 endemik bitki cesitliligine
yol agmaktadir. Endemik bitki bulundurma agisindan Anadolu topraklar1 (Avrupa-Sibirya,
Akdeniz-Ege, Iran-Turan bdlgelerinin kesisim noktasi) diinya genelinde onemli yer
kaplamaktadir. Anadolu cografyasinda bulunan bitkilerin %30’u endemik tiirdiir ve
yaklasik 3.800 farkli endemik bitki bulunmaktadir (Celik, 2017). Diinya genelinde bitkiler;
kozmetik, parfiim, sabun, dis macunu gibi alanlarin disinda saglik alaninda ve ilag

yapiminda kullanilmaktadir (Erdogan vd., 2025).

Dogal ve sentetik bilesikler sinifinda yer alan antrakinonlarin kullanim yelpazesi olduk¢a
genistir. Son yillarda biyolojik etkiler gosterebilen yeni antrakinon tiirevlerinin bulunmasi
ve gelistirilmesi olduk¢a 6nem kazanmistir. Rheum ribes, Rheum rhabarbarum, Frangula
purshiana, Frangula alnus ve Aloe vera gibi tiiketilebilen bitkiler antrakinon agisindan
zengin olup halk arasinda uzun siiredir tibbi olarak kullanilmaktadir (Gecibesler vd., 2021).
Rheum cinsi (Polygonaceae) kisa ve kalin yer alt1 govdelerinden biiyliyen, yaklasik 60 tiirii
kapsayan ¢ok yillik otsu bitkilerden olusur. Tarimsal ge¢misi 5.000 y1l1 agkin siire olan bu
bitki, glinlimiizde ticari anlamda biiylik 6nem tagimaktadir. Bazt Rheum tiirlerinin saplart;
ravent tathilar, kek, icecek gibi ¢esitli tariflerde kullanilirken, rizom ve kokler tibbi amagla
kullanilmakta olup farkl iilke ve bolgelerin farmakoterapdtik ajani olarak bilinmektedir

(Yang vd., 2024).
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Iskin (13gin), Polygonaceae (kuzukulagigiller) familyasina dahil olan, 40-150 cm boylarina
kadar uzayabilen, 1000-4000 m rakimlarda, ¢ogunlukla daglik ve engebeli arazilerde dogal
olarak bulunan bir ravent ¢esididir (Sekil 1.6). Rheum ribes tiirii, Tiirkiye florasinda
ozellikle Dogu Anadolu bdlgesinde yaygin olarak bulunmaktadir. Bu bitki; Agri, Mus,
Bitlis, Bingdl, Diyarbakir, Erzincan, Malatya, Elazig, Tunceli, Hakkari, Van, Erzurum,
Igdir, Kars, Sivas, Adiyaman, Kahramanmaras ve Hatay illerinde yayilim gostermektedir.
Bolge halki dogada bulunan yenilebilir bitkilerden yogun bir sekilde faydalanmaktadir.
Yorede bulunan halk 1skin1 dogadan toplayarak hem sebze olarak hem de halk
hekimliginde cesitli tedaviler amaciyla kullanmaktadir (Yenikalayci, 2023). Iran’da halk
hekimliginde miisil ilac1 ve sedef hastaliginda ravent kokleri kullanilir. R. ribes’in geng
dallar1 ve saplari, o6zellikle ishal durumlarinda, mide rahatsizliklarini gidermede ve
kusmay1 6nlemede halk arasinda ¢okga kullanilir. Ayrica bitkinin bazi boliimlerinden elde
edilen ekstrakt ise basur, kizamik, ¢icek hastalig1i ve safra iiretiminin artirilmasinda
kullanilmaktadir. Bunlar diginda bu bitkinin kékleri; diyabet, hipertansiyon, obezite, iilser
hastaliklarinda da kullanilir. iran bdlgesinde bulunan R. ribes bitkisinin kok, govde ve
yaprak ekstreleri incelendiginde antimikrobiyal ve antibakteriyel aktivite gosterdigi ortaya
¢ikmistir. Bunun disinda Herpes simpleks viriise karsi yiiksek bir antiviral aktiviteye sahip

oldugu yapilan arastirmalar sonucu ortaya konulmustur (Oztiirk vd., 2007).

Sekil 1.6. Isgmn bitkisinin bahar aylarinda dogada c¢ekilmis fotografi (Yenikalayci, 2023)

R. ribes Tiirkiye’de yetisen tek Rheum tiiriidiir. Yapilan bir ¢calismada Erzincan ilinden

toplanan R. ribes bitkisinin koklerinden; krizofanol, fisksiyon, rehin, aloe-emodin,
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fisksiyon-8-O-glukozit, aloe-emodin-8-O- glukozit, sennozid A ve rapontisin elde
edilmistir. Ayn1 bitki Hakkari ilinden toplanip iizerinde ¢alisma yapilmistir ve krizofanol,
fisksiyon, emodin, kuersetin, 5-desoksikuersetin, kuersetin 3-O-galaktozid, kuersetin 3-O-

rutinozid izole edilmistir (Oztiirk vd., 2007).
1.7. Emodin ve Aloe-Emodin

Emodin (1,3,8-trihidroksi-6-metilantrakinon), Rheum palmatum, Polygonum cuspidatum,
Aloe vera ve Rheum ribes gibi bitkilerde dogal olarak varligini gdsteren bir antrakinon
tirevidir (Sekil 1.7). Son zamanlarda arastirmacilar emodinin farmakolojik etkisine
odaklanmistir. Yapilan arastirmalar sonucu emodinin miisil 6zelligi sayesinde kilo kaybma
yardimc1 olmasmin yani sira antiviral, antialerjenik, antiinflamatuar, kanser Onleyici

etkisinin de oldugu belirlenmistir (Dong vd., 2016).

Kanser hastalarinda tedavi sonrasi karsilasilan en Onemli sorunlardan biri timor
hiicrelerinde coklu ilag direnci (MDR) ile iliskili genlerin asir1 ekspresyonudur. Uygulanan
kemoterapi ve radyoterapi, tiimor hiicrelerinde direng mekanizmalarmin aktiflesmesine
neden olabilir. Emodin, bu diren¢ mekanizmalarinin faaliyet gosterdigi sinyal yollarimi
inhibe ederek, hiicrelerin tedaviye karsi duyarliligim artirabilir. Emodinin kemoterapik
veya radyoterapik tedaviler esnasinda meydana gelen toksisiteye karsi koruyucu bir rol
istlendigi belirlenmistir. Ayrica emodin MDR ve HIF-la'nin ROS araciligiyla
inhibisyonunu igeren yollar1 harekete gecirir (Hsu ve Chung, 2012).

OH O OH

H4C OH
O

Sekil 1.7. Emodinin kimyasal yapist (Dong vd., 2016)
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Yapilan c¢aligmalarda emodinin bir¢ok kanser iizerinde olumlu sonuglar gosterdigi
goriilmektedir. Osteosarkom hiicre hatt1 olan U20S kanser hiicrelerinde p53°ii baskilama
yoluyla apoptozu indiikledigi goriilmiistiir. Doza bagli olarak emodinin p53 ve p21°1iinhibe
ettigi doz ylikseldikce Cdk2, E2F ve Cdkl ekspresyonunu azalttigr ve RB’yi arttirdigi
ancak siklin E ve siklin B iizerinde bir etkisinin olmadig1 gosterilmistir. Ayrica emodinin
hiicre dongiisii lizerinde etkisi oldugu da gozlemlenmistir (Sekil 1.8). Veriler sonucunda
emodinin G1/GO fazinda hiicre sayisini azalttigi ve S/G2/M fazlarinda hiicre sayisini

arttirdig1 raporlanmistir (Zhang vd., 2024).

Emodin
OH O OH

] ]
He” A a D)
o} . o ¢ 3 v S ‘
£ 3 il\‘
) 3 i\
X — | / % | "
Jeevvencd \ /}s }/
,_“‘ 1 W {
\ At 4
: s>
L)
1 |

'm_‘ Cell death

Sekil 1.8. Emodinin hiicre dongiisti ve apoptoz lizerindeki etki mekanizmasi (Zhang vd., 2024)

Aloe-emodin (1,8-dihidroksi-3-hidroksimetil-antrakinon), antrakinon tiirevi bir bilesik
olup Cin tibbinda yaygimn olarak kullanilan cassia occidentalis, Rheum palmatum L., Aloe
vera ve Polygonum multiflorum Thunb gibi bitkilerden elde edilen bir bilesiktir (Sekil 1.9).
Aloe-emodin, antiviral, antibakteriyal, anti-inflamatuar, antiparazitlik etkilerinin yanisira,
akciger, mide, karaciger, melanom, meme, kolon kanseri hiicreleri lizerinde giiclii
antineoplastik etkiler gostermesi nedeniyle aragtirma konusu haline gelmistir (Dong vd.,
2020b). Yapilan arastirmalar sonucu aloe-emodinin apoptozisin indiiklenmesinde, hiicre
dongiisiiniin durdurulmasinda, hiicre dinamiklerindeki degisime etkisi, immiin sinyal
iletim yollarmin diizenlenmesi gibi birgok antineoplastik etkisinin varligi kanitlanmigtir.
Aloe-emodin mitokondriyal membran gegirgenligi veya oksidatif stres diizeyinde olusan

yikici etkilere paralel olarak ekstrinsik (TNF-a ve FASL) ile intrinsik (sitokrom c/ kaspaz9)
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apoptoz yollarin1 tetikleyerek kanser hiicrelerinin canliligin1 diistirmektedir. Bunun yani
sira siklinler ve CDK (siklin bagimli kinaz) ekspresyonunu azaltarak hiicre dongiisiiniin
durdurulmasimi saglar. Transkripsiyon faktorii aktivitesini baskilayan aloe-emodin, ayrica
cogalma ve metabolizma ile iliskili bir¢ok hiicresel sinyal proteinlerinde ekspresyon veya
protein diizeyinde degisikliklere yol agmaktadir. Bu etkilere ek olarak aloe-emodin hiicre
gocll, invazyon ve hiicresel yapismayr modiile ederek tiimor hiicrelerinin biiyiime

potansiyelini baskilamistir (Sanders vd., 2017).

O

‘O OH

OH O OH

Sekil 1.9. Aloe-emodinin kimyasal yapisi (Sanders vd., 2017)

Yapilan birtakim caligmalarda aloe-emodinin in vivo timor biiyiimesini baskilamasmin
yani1 sira kemoterapi direnci kazanmis kanser hiicrelerinde de biiylimeyi baskiladigi
gosterilmistir. Bunun yani sira aloe-emodinin, DNA’ya zarar veren ve hiicre dongiisiiniin
durmasima sebep olan reaktif oksijen tiirlerini iirettigi yapilan deneylerle gosterilmistir

(Ozenver vd., 2018).

Devamli ve diizensiz seyreden anjiyogenez, kanser dahil olmak {izere cesitli patolojik
durumlarin (oftalmik, dermatolojik, inflamatuar) temeliyle iligkilidir. Anjiogenez kanserin
temel oOzelliklerinden biri olup tiimor gelisimi i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu yiizden
anjiyogenezin inhibe edilmesi kanser ve anjiyogeneze bagl patolojik durumlar i¢in 6nem
teskil etmektedir. Pro-anjiyojenik sinyallerin etkisiyle duragan durumda bulunan endotel
hiicreler aktive olup fenotipik degisime ugrarlar. Boylece proliferasyon yetenegi yiiksek,
migrasyon yapabilen yeni damar yapilar1 olusturan yapiya doniislirler. Yapilan

calismalarda aloe-emodinin endotel hiicre proliferasyonunu 6nledigi ortaya konulmustur.
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Bunun yani sira aloe-emodin tiimor hiicresi ¢ogalmasii engellemekle kalmayip hiicre

go¢ii ve invazyonunu da engellemektedir (Céardenas vd., 2006).

Bu calismada Rheum ribes bitkisinden izole edilen emodin ve aloe-emodinin monoterapik
ve olaparib ile kombine etkileri olaparib direngli U20S insan osteosarkoma hiicreleri
(U20S/PIR) iizerinde analiz edildi. Bu kapsamda mono- ve kombo- tedavi yaklagimlariin
olaparib direncine karsi etkinligi hiicre canliligi, izobologram analizi ile kombinasyon
indekslerinin belirlenmesi, koloni olusumu, VEGEF ile anjiyogenezin belirlenmesi, ROS
miktarmin tayini, hiicre go¢iliniin degerlendirilmesi ve apotoza yonelimin kolorimetrik
olarak Kaspaz-3 ELISA ve CDDE (hiicre 6liimiiniin ELISA ile belirlenmesi) yontemleri
ile belirlenmesi analizleri gerceklestirildi. Caligma sonucunda elde edilen bulgular olaparib
direncinin asilmasinda emodin ve aloe-emodinin potansiyel etkilere sahip oldugu in vitro

olarak ortaya konulmustur.
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2. KAYNAK OZETLERI

Kanser, 21. Yiizyilda yanliz saglik alaninda degil, toplumsal ve ekonomik alanda da ciddi
etkiler yaratan bir saglik sorunudur. Kiiresel dliimlerin yaklasik %17’sinden bulasici
olmayan hastaliklara bagh o6liimlerin dortte birinden sorumludur. Ozellikle 30-69 yas
arasindaki bireylerde erken oOliimlerin {icte birini olusturmaktadir. 183 {iklenin biiyiik
cogunlugunda bu yas grubundan ilk ii¢ 6liim nedeni olarak yer almaktadir. Kanserin yasam
stiresini kisaltmasmin yaninda ekonomik yiikii de olduk¢a fazladir. Bu ekonomik gider
kanser tiirii, bolgesel farkliliklar ve cisiyete gore degiskenlik gostermektedir (Bray vd.,

2024).

Kanser, genellikle belirgin semptomlar gostermeden ilerledigi i¢in bir¢ok hastaya ileri
evrede tan1 konulmaktadir. Bu durum, tedavilerin etkinligini azaltmaktadir. Erken evrede
spesifik belirtilerin olmamasi ve diizenli kanser kontrollerine katilimin diisiik olmasi teshis
stirecinde onemli aksakliklara yol agmaktadir (Ginsburg vd., 2017).

Bilimsel gelismeler sayesinde kanseri kontrol altina almak amaciyla tan1 yontemlerinin
yam sira ¢esitli ilaglar gelistirilmis ve bu hastaligin tedavisinde kismen de olsa basari

saglanmistir (Chhikara vd., 2023).

Bitkiler, yeni ilaglarin kesfi ve gelistirilmesinde onemli dogal kaynaklar olarak one
cikmaktadir. Ozellikle kanser tedavisinde uzun siiredir kullanilan bitkisel bilesikler,
geleneksel ilaclarin temelini olusturmustur. Tiimor hiicre dongiisiinii diizenleyen yeni
proteinlerin kesfiyle beraber, bitkilerden elde edilen dogal molekiillerin kanser karsiti ilag

gelistirmede dnemli bir yere sahip oldugu bilinmektedir (Bahmani vd., 2017).

Kanser hiicrelerinin kemoterapik ilaglara karsi direng gelistirmesi tedavide biiylik sorunlara
yol agmaktadir. Kanser ilaglarmin ¢ogu yanliz tiimor hiicrelerini degil normal proliferatif
hiicrelere de etki etmektedir. Bu diisiik 6zgiilliik ciddi yan etkilere sebep oldugu i¢in yliksek
dozda ilag uygulanmamaktadir. Sonug olarak, direngli tiimor alt popiilasyonlar1 cogalarak
tiimoriin yeniden ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Bu tiir direng¢li hiicreler zamanla

tedaviye yanit vermeyip hastalar agisindan dliimciil sonuclar dogurmaktadir. Ilac direncine
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kars1 kemoterapinin yaninda bitkisel ekstraktlarm kullanilmasi kanser tedavisine yeni bir

boyut kazandirmistir (Efferth vd., 2017).

Tibbi olarak deger tasiyan Rheum tiirleri, antrasen tiirevi bilesikler yoniinden oldukga
zengin bir igerige sahiptir. R. ribes, iran’da kabizlik giderici ve eklem rahatsizliklarinin
tedavisinde kullanilmaktadir. Polygonaceae familyasi, Tiirkiye florasinda sekiz cins ve
yetmis tiirle temsil edilse de, bu familyanin Tiirkiye’de dogal olarak yetisen tek tiyesi R.
ribes’tir. Tiirkiyenin yani sira Liibnan ve Iranda da dogal olarak yetisen bu bitki halk

arasinda “Isgm”, “Kiirt Muzu” ve “Ug¢gun” olarak bilinmektedir (Erdogan vd., 2020).

R. ribes kabzilik, sarilik, iilser gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmakta olup son
zamanlarda antibakteriyel, antioksidan, antikanser anti-anjiyogenez etkileriyle 6n plana
¢ikmaktadir. R. ribes’in temel aktif bilesenlerinin emodin, aloe-emodin, rhein, krizofanol,

fizyon ve dantron gibi antrakinon tiirevleri bilesikler oldugu bilinmektedir (Hu vd., 2014).

Emodin insan akciger kanseri (CH27) hiicrelerinde inhibitor etki gdstermistir. Insan
promiyeloleukemik (HL-60) hiicrelerinde ROS iiretimine bagli olmadan Kaspaz-3
kaskadinin aktive ederek apoptozu tetiklemektedir. Emodin insan hepatoma hiicre
hatlarinda (HepG2/C3 A, PLC/PRF/5 ve SK-HEP-1) p53 proteinine bagli olarak apoptozu
indiiklemektedir. Ayrica emodin reaktif oksijen tiirlerinin liretimini tesvik edip hiicre
yasam sinyallerini baskilayarak arsenik trioksit ile indiiklenen apoptozu indiikler. Buna ek
olarak emodin, insan kolon kanseri hiicrelerinde VEGF reseptorlerinin aktivasyonunu

baskilar (Hsu ve Chung, 2012).

Aloe-emodin bir¢ok iilkede ilag olarak kullanilmaktadir. Giiniimiizde 6zellikle
antineoplastik etkisiyle 6n plana ¢ikmaktadir. Ozellikle akciger, mide, karaciger, meme ve
kolon kanseri hiicrelerinde etkisi oldukga fazladir. Farmakolojik etkileri oldukca fazla olup
influenza viriisii, inflamasyon, sepsis, Alzheimer hastaligi, sitma, karaciger fibrozu, sedef
hastaligi, tip 2 diyabet, biiyiime bozukluklar1 ve bir¢cok kanser tiirlerinin tedavisinde
kullanilmistir (Dong vd., 2020a). Aloe-emodin ¢esitli insan kanseri hiicrelerinde gii¢lii
antiproliferatif ve antikanser 6zellikleriyle 6n plana ¢ikmaktadir. En gbze carpan etkileri
arasinda hiicre ¢ogalmasi, migrasyonu ve invazyonunun baskilanmast; hiicre siklusunun

durdurulmasidir. Bunlara ek olarak apoptozun tetiklenmesi, mitokondriyal membran
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potansiyelinin bozulmasi, oksidatif dengeyi etkileyen redoks bozukluklar1 ve bagisiklik

sinyallenmesi aloe-emodinin etkileri arasinda yer alir (Sanders vd., 2017).



24

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismalarda olaparib direnci kazandirilmis osteosarkom hiicre hatti (U20S/PIR)
kullanildi. Yapilan tiim analizler Bing6l Universitesi Kanser Arastirma Laboratuvari’nda
gerceklestirildi. Kullanilan tiim kimyasal, sarf malzemeler ve kitler ticari olarak satin

alimdi. Calismalarda kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler Tablo 3.1°de belirtilmistir.

Tablo 3.1. Caligmalarda kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler

MALZEMELER MARKA KATALOG NUMARASI
DMEM SIGMA D6429

dPBS GIBCO 14190094

Tripsin-EDTA Biological Industries 03050

10% Fetal Bovine Serum (FBS) | GIBCO 10270106

1% penisilin (64 pg/mL) /| GIBCO 15140122

streptomicin (100 pg/mL)

Tripan mavisi Thermo Fisher 15250061
Aquaguard 1 Biological Industries 018671B
CO; inkiibatorii ESCO CCL170B8
Otoklav HIRAYAMA HVE-50
Santrifiij Weightlab Instruments WN-CL6500
Hiicre kiiltiirii flask: 75 cm? NEST 708003

Hiicre kiiltiirti kaplar1: 60x18mm | LABSOLUTE 7696771
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Biyogiivenlik kabini ESCO Class IT -

Mikropipet ISO Lab -

Mini calkalayici ISO Lab 61311001
Mikrosantrifiij tiipleri ISOLAB S.078.03.002.500
Spektrofotometre Shanghai Metash UV-5100
Serolojik pipet Lab Marker 10082019
Sicak su banyosu Thermomax 201910103425
Thoma lam1 Thoma ISO Lab -

Invert Mikroskop Motic AE2000
Hassas terazi ISO Lab S1909002
Metanol MERCK KGaA 1.06007.2500

Tim Ornekler ve reaktifler uygun sekilde hazirlanarak ve olmasi gereken kosularda
sakland1 (SEG, Derin Dondurucu -20 °C / Vestel, Derin Dondurucu -86 °C / Buzdolab1 2-
8 °C / SEG Nuaire Glacier NU-9668GC).

3.2. Yontem

3.2.1. Bitki Materyali

Bing6l iline bagl yelesen koyliniin dogal alanlarinda 2.000 m ve {izerindeki rakimlarda

yetisen R. ribes Ornekleri Nisan-Mayis aylarinda ciceklenme doneminden sonra

toplanmustir. Bitki toplama islemleri, dogal ekosisteme zarar vermeden gergeklestirilmistir.

Tiir teshisi Alpaslan Kogak tarafindan yapilmis olup, 6rnek herbaryumda KOCAK 4003

numarasi ile kayit altina alinmistir. Uygun kosullarda sahadan alinan R. ribes ornekleri
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baskisiz kagit lizerine serilerek golgeli ve nemli bir ortamda kurutulmus, ardindan

laboratuvar tipi degirmende 3 cm’yi agmayacak boyutta 6giitiilmiistiir (Erdogan vd., 2020).

3.2.2. Ekstraksiyon, Fraksiyonlama ve izolasyon Islemleri

Bes kilogram kurutulup 6giitiilmiis bitki 6rnegi cam balona konmus ve iizerine 10,0 L
metanol: kloroform (1:1; v/v) ¢bziicii karisimi ilave edilmistir. Ornek, laboratuvar
ortaminda iki giin ekstraksiyona birakildiktan sonra, ikinci giiniin sonunda elde edilen
ekstrakt, Whatman no.4 filtre kagidi ile sliziilmiis ve geriye kalan bitki posas1 ayni ¢oziicii
sistemi ile tekrar ekstrakte edilmistir. Bu islem ti¢ kez daha tekrarlanmistir. Ekstraksiyon
islemleri sonucunda elde edilen tiim ekstraktlar birlestirilmis, i¢ceriklerindeki ¢oziiciiler 35
°C’de, vakum altinda rotary evaporatdér yardimiyla uzaklastirilmistir. Coziiciilerin
uzaklastirilmas1 sonucunda 523,8 g kuru ekstrakt elde edilmis olup, bu miktar %10,476
verime karsilik gelmektedir. Elde edilen kuru ekstrakt, antikanser aktivite ve izolasyon
calismalar1 igin kehribar renkli siselerde +4 °C’de muhafaza edilmistir. izolasyon
amaciyla, metanol: kloroform kuru ekstraktindan 50 g alinarak 1 L distile suda ¢oziildiikten
sonra sulu ekstrakt, kloroform ile (8 x 0,6 L) fraksiyonlanmis ve fraksiyonasyonun sonunda
rotary evaporator ile ¢oziiciiniin uzaklastirilmasiyla 15,63 g kuru kloroform ekstrakti elde
edilmistir. Izolasyon islemlerine bu fraksiyon {izerinden devam edilmistir. Flash
kromatografi sistemi icin, sephadex LH-20 kolon dolgu materyali igeren (5x60 cm)
ebatlarinda farmasotik cam kolon kullanilmistir. Mobil faz olarak metanol:kloroform
(35:65; v/v) ¢ozici sistemi tercih edilmis ve eliisyon kosullar1 dakikada 2 mL olacak
sekilde ayarlanmstir. Her biri 10 mL hacminde olmak {izere toplam 126 alt fraksiyon elde
edilmistir. Kromatografik ayrim sonucunda, sirastyla 37. alt fraksiyonda 68 mg emodin ve

75. alt fraksiyonda 56 mg aloe-emodin izole edilmistir (Erdogan vd., 2020).

3.2.3. Memeli Hiicre Kiiltiirii Cahsmalarn

Tez ¢aligmalar1 kapsaminda yapilan analizler icin memeli hiicre kiiltiirli arastirmalarinda
U20S/PIR hiicre hatt1 kullanildi. Hiicreler %10 fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum;
FBS), 64 pg/mL penisilin ve 100 pg/mL streptomisin ile desteklenen DMEM/F12
(Dulbecco Modified Eagle Medium) besiyerinde %5 CO: iceren nemli 37°C’lik hiicre
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kiiltiir inkiibatoriinde ¢ogaltildi. Tiim hiicre kiiltiirii caligmalart GCCP (Good Cell Culture
Practice) aseptik standartlarina uygun bir sekilde gerceklestirildi.

3.2.4. Olaparib Direncli U20S Hiicrelerinin Gelistirilmesi

Olaparib direngli U20S hiicre klonlari, U20S hiicrelerinin literatiir arastirmalariyla
belirlenen ICso olaparib konsantrasyonlarmma maruz birakilmasiyla gelistirildi. Deneysel
prosediirde siirekli se¢im teknigini kulland1 (Edwards vd., 2008). U20S hiicreleri
baslangicta 60 mm kiiltiir kaplarina ekildi ve bir hafta boyunca 1 puM olaparib ile tedavi
edildi. Daha sonra hiicreler topland1 ve 2 x 10° hiicre olacak sekilde yeniden 60 mm kiiltiir
kaplarina ekildi. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan hiicreler tekrar bes giin boyunca 1 uM
olaparib ile tedavi edildi. Bu islem, her bes giinde bir artan olaparib konsantrasyonlariyla
tekrarland1 ve sonugta olaparibe kars1 diren¢ kazanmis olan U20S hiicre hatt1 (U20S/PIR)
olusturuldu. U20S/PIR hiicre hattinin direnci, hiicre canlilifi ve koloni sagkalim
deneyleriyle dogrulandi ve olaparib direncinin basarili bir sekilde olusturuldugu

dogrulandi. Elde edilen U20OS/PIR hiicreleri yapilacak ¢caligmalar i¢in -80 °C'de sakland.

3.2.5. WST-1 Hiicre Canhhg Analizi

Hiicre canlilig1 analizi, WST-1 hiicre proliferasyon ve sitotoksisite test kiti (Boster)
kullanilarak iiretici protokollerine gore gergeklestirildi. Kisaca, 96 kuyucuklu plakalarin
her kuyucuguna 5 x 10? hiicre / kuyucuk olacak sekilde U20S/PIR hiicreleri ekildi. 37 °C,
%5 CO> kosullarinda gece boyunca inkiibasyona birakildi. Ertesi giin hiicreler 72 saat
stireyle artan konsantrasyonlarda (0, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 150, 200 ve 250 uM) olaparib,
emodin veya aloe-emodin ile tedavi edildi. Bu siirenin sonunda ortamda bulunan DMEM
aspire edilip taze DMEM eklendi ve her kuyucuga 10 pL WST-1 reaktifi ilave edildi. 3
saat inkiibe edildikten sonra metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan {iretilen ¢&ziiniir
formazan boyasinin miktar1 ELISA mikroplaka okuyucu (SpectraMax Plus 384, Molecular
Devices) kullanilarak 450 nm dalga boyunda absorbans degerleri lizerinden 6l¢iildii. Hiicre
bulunmayan WST-1 reaktifi ve DMEM karisimi background kontrol olarak
degerlendirildi. Elde edilen absorbans degerlerinden background kontrol degerinin

cikarilmasi ve tedavi uygulanmayan hiicrelerin absorbans degerlerine oranlanmasi ile %
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hiicre canlilig1 degerleri hesaplandi ve ICsp (maksimum inhibitér konsantrasyonunun

yaris1) degerleri belirlendi.

3.2.6. izobologram Analizi ile Sinerjizmin Degerlendirilmesi

96 kuyucuklu mikroplakanm kuyucuklarma 5 x 10° hiicre / kuyucuk olacak sekilde
U20S/PIR hiicreleri ekildi ve bir gece kiiltiir kosullarinda inkiibasyondan sonra, 20’ser,
40’ar ve 80’er uM olaparib + ayn1 konsantrasyonlarda emodin veya konsantrasyonlarda
olaparib + konsantrasyonlarda aloe-emodin tedavisi uygulandi. 72 saatlik tedavinin
ardindan kuyucuklar aspire edildi, kuyucuklara taze besiyeri ve 10 ul WST-1 reaktifi
eklendi. 3 saat inkiibasyon siiresinin ardindan 450 nm dalga boyunda mikroplaka ELISA
okuyucu cihazi ile absorbanslar 6lglildii ve yilizde sitotoksisite degerleri hesaplandi.
Izobologram analizi, kombine tedavide iki bilesik veya ila¢ arasmdaki sinerjizmin
belirlenmesini saglar. Olaparib ile emodin ve aloe-emodin arasindaki etkilesim, CompuSyn
programi kullanilarak izobologram ve medyan etki denklemi yontemiyle kombinasyon
indeksi (CI) degerleri kullanilarak belirlendi. CI <1, =1 ve >1 smrasiyla sinerjiyi, aditif

etkiyi ve antagonizmi gosterir (Chou, 2006).

3.2.7. 2D Koloni Sag Kalim Analizi

Hiicre koloni formasyon deneyleri (Gomez vd., 2015; Erdogan vd., 2021)’de belirtilen
yontemler esas alinarak yapildi. Her bir 6 cm ¢apindaki steril hiicre kiiltiirii petri kaplarma
1,5 x 10° U20S/PIR hiicrelerinin ekimi yapildi. Hiicreler, ekimden bir giin sonra gesitli
konsantrasyonlarda olaparib, emodin veya aloe-emodin ile mono- ve kombo- tedavi olacak
sekilde 72 saat siireyle muamele edildi. Tedavinin ardindan besiyerleri aspire edildi ve %5
COz ve %95 nem igeren, 37 °C’de sabitlenmis kiiltiir inkiibatoriinde 10-12 giin boyunca
inkiibe edildi. Besiyeri, 3-4 giin araliklarla yenilendi ve ardindan hiicrelerin koloni
olusturma kapasiteleri mikroskop altinda incelendi. Deney, kolonilerin arasinda temas
olusmamasi ve her koloninin en az elli hiicre igermeleri esasina dayanilarak sonlandirild.
Hiicre kiiltiirti flasklarindaki besiyeri uzaklastirildiktan sonra PBS (-Mg/-Ca) ¢ozeltisiyle
yikama islemi gergeklestirildi. Takiben, hiicrelerin fiksasyonu 5 dakika siireyle metanol-
asetik asit (3:1) ¢ozeltisi kullanilarak gergeklestirildi. Fiksasyonun ardindan, metanol

icerisinde hazirlanmis kristal viyole boyasi ile 15 dakika boyama gerceklestirildi. Boyama
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sonras1 flasklar dikkatlice su altinda yikanarak koloniler mikroskop altinda incelenip
sayildi. Koloni tanimi, minimum elli hiicre icermesine dayandirildi. Kontrol grubu dahil
biitiin gruplar en az iki tekrarla li¢ bagimsiz deneyle incelendi ve elde edilen veriler

istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.2.8. Anti-anjiyogenik Etkinin Incelenmesi (Hu-VEGF Analizi)

Uygulanan tedavilerin anjiyogenez iizerindeki etkisi, Human VEGF-A ELISA kiti (YL
Biotech) kullanilarak {iretici protokollerine gore gerceklestirilen analizler sonucunda
belirlendi. Ozetle, 96 kuyucuklu plakanin her kuyucuguna 3 x 10* U20S/PIR hiicresi
ekildikten sonra hiicreler standart inkiibasyon kosullar1 altinda bir gece bekletildi. Daha
sonra hiicreler 72 saat boyunca olaparib, emodin veya aloe-emodinin ICso konsantrasyonu
ile mono-terapiye, olaparib + emodin veya olaparib + aloe-emodin ile kombo-terapiye
maruz birakildi. Tedavi siiresinin tamamlamasinin ardindan, ortamda bulunan DMEM
aspire edildi ve hiicreler, soguk PBS ile yikandi. Hiicreler tripsinizasyon isleminden sonra
toplanarak 50 pL taze DMEM konulmus tiiplere aktarildi. Ardindan, 50 pL inkiibasyon
tamponu, tedavi uygulamis hiicreleri barindiran 50 uL DMEM ve 50 uL standart seyreltici
tampon, 96 kuyucuklu mikroplakanin 8 kuyucuklu serit plakalarina ilave edildi. Oda
sicakliginda 2 saatlik inkiibasyonun ardindan kuyucuklar 4 kez yikama tamponuyla yikand1
ve 100 uL Hu-VEGF biyotin konjugati ilave edildi. Hu-VEGF biyotin konjugati ilave
edildikten sonra oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Cozelti uzaklastirildiktan sonra
tekrar dort kez kuyucuklar yikama tamponuyla yikandi. Ardindan her kuyucuga 100 uL.
streptavidin-HRP ¢ozeltisi eklendi ve oda sicakliginda 30 dakika boyunca bekletildi. Bu
stirenin sonunda kuyucuklardaki ¢ozelti aspire edildi ve kuyucuklar 4 defa 1X yikama
tamponuyla yikandiktan sonra kuyucuklara 100 pL stabilize kromojen ¢6zeltisi eklendi ve
30 dakika boyunca karanhk bir ortamda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
tamamlandiktan sonra kuyucuklara 100 pL durdurma ¢ozeltisi (stop solution) ilave edildi
ve ¢oOzelti homojenize edildi. 2 saatlik inkiibasyondan sonra 450 nm dalga boyunda
absorbans dlciimleri ELISA mikroplaka okuyucu ile gergeklesti. Olgiilen degerler standart
egri grafigiyle karsilastirildi ve her tedavi grubunun VEGF miktarlar1 kontrol grubuna
kiyasla % degisim olarak degerlendirildi.
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3.2.9. ROS Analizi

Hiicrelerdeki reaktif oksijen tiirleri diizeylerinin ol¢timii DCFH-DA (Sigma-Aldrich)
probu ile analiz edildi. U20S/PIR hiicreleri, 96 kuyucuklu mikroplakaya 2 x 10* hiicre/
kuyucuk yogunlugunda eklilerek bir gece inkiibasyona alindi. Sonrasinda 72 saatlik
olaparib, emodin veya aloe-emodinin ICso konsantrasyonu ile mono-terapi, olaparib +
emodin veya olaparib + aloe-emodin ile kombo-terapi uygulanip her bir kuyucuga 10
uM'lik son konsantrasyona seyreltilmis 120 pL DCFH-DA probu eklendi ve plakalar 37
°C ve %5 CO.de 40 dakika siireyle inkiibasyona birakildi. Ardindan ¢o6zelti
uzaklastirilarak absorbans, ELISA mikroplaka okuyucu araciligiyla 505 nm dalga boyunda
kaydedildi. H2O, ile muamele edilen grup pozitif kontrol grubunu olusturdu. Olgiilen ROS
seviyeleri, tedavi gormeyen kontrol grubuyla kiyaslanarak kat cinsinden degisim olarak

verildi.

3.2.10. Hiicresel Migrasyon (Yara-Kapanma) Analizi

Yara-kapanma analizi (wound healing assay) araciligiyla tedaviye maruz birakilan kanser
hiicrelerinin gé¢ (migrasyon) kapasiteleri degerlendirildi (Jonkman vd., 2014). Hiicreler 6
kuyucuklu hiicre ekim plakalarina 5 x 103 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi ve yiizeyin
hiicreler tarafindan tek katman seklinde tamamen kaplanmasi beklenildi. Daha sonra, plaka
yiizeyi 1000 pL’lik steril bir pipet ucu kullanilarak ¢izildi ve hiicre kalmtilarini ortadan
kaldirmak i¢in kuyucuklar PBS ile yikandi. Hiicrelere olaparib, emodin veya aloe-
emodinin ICsp konsantrasyonu ile mono-terapi, olaparib + emodin veya olaparib + aloe-
emodin ile kombo-terapi uygulandi. Olusturulan ¢izik alaninm 0., 12. ve 24. saatlerdeki
kapanma oranlar1 mikroskop altinda fotograflar1 c¢ekilerek kontrol hiicreleriyle

karsilastirildi ve % yara agikliklar1 belirlendi.

3.2.11. Kaspaz-3 ELISA Analizi

Apoptozun 6nemli bir belirteci olan hiicresel kaspaz-3 diizeyi, Kaspaz-3 kolorimetrik
analiz kiti (BioVision Research Products) kullanilarak {iretici protokollerine gore
gerceklestirildi. Ik olarak, U20S/PIR hiicreleri 2 x 10° hiicre / kuyucuk olacak sekilde 6

kuyucuklu plakalara ekildi. Bir gece kiiltiir kosullarmda inkiibasyonun ardindan hiicreler
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olaparib, emodin veya aloe-emodinin ICso konsantrasyonu ile veya olaparib + emodin ve
olaparib + aloe-emodin ile tedavi edildi. Daha sonra medium aspire edildi ve kuyucuklar
PBS ile yikandi. Ardindan hiicreler tripsinize edilerek toplandi ve santrifiijasyonu takiben
pellete proteaz ve fosfataz inhibitorleri iceren soguk lizis tamponu eklenerek santrifiijlendi.
50 uL siipernatant, 50 pL. 10 mM ditiyotreitol (DTT) ile karistirildi ve 30 dakika buz
tistiinde birakildi. Daha sonra, bu karisim 96 kuyucuklu plakalara aktarildi. Her bir
kuyucuga 5 uL. 4 mM DEVD-pNA substrati eklendi ve 37 °C'de 2 saat inkiibe edildikten
sonra 405 nm'de ELISA mikroplaka okuyucuda absorbans degerleri Olgtlildii. Kaspaz-3

miktarlarindaki degisim kontrol grubu ile kiyaslanarak kat cinsinden hesaplandi.

3.2.12. CDDE Yontemi Ile Apoptozun Belirlenmesi

Hiicre oliimiiniin ELISA ile belirlenmesi (CDDE) yontemi, apoptotik hiicre Sliimiiyle
ortaya ¢ikan sitoplazmik histonun in vitro kalitatif ve kantitatif analizini saglar. Apoptozun
belirlenmesi daha Once agiklanan yonteme gore gergeklestirildi (Erdogan vd., 2021).
Ozetle, hiicreler tripsinize edildi ve 72 saatlik tedaviden sonra lizis gerceklestirildi.
Ardindan, siipernatantlara anti-histon ve anti-DNA peroksidaz (POD) antikorlar1 eklendi
ve absorbanslar 405 nm'de okundu. Tedavi edilen grubun absorbansi, kontrol grubunun

absorbansima boliindii ve apoptotik bir belirte¢ olan zenginlestirme faktorleri hesaplandi.

3.2.13. istatistiksel Analizler

Tiim deneyler en az {i¢ tekrar olacak sekilde yapildi ve standart sapma degerleri hesaplandi.
Istatiksel analizler GraphPad Prism (GraphPad Software) progranu kullanilarak
gerceklestirildi. Caligmalar sonucunda elde edilen bulgular t-testi ve One-Way Anova testi
ile degerlendirildi ve bulgular ortalama + SD olarak verildi. P degeri <0,05 (*), <0,01 (**)
ve <0,001 (**%*) olan bulgular anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Sekil 4.1°de gosterildigi gibi U20S/PIR hiicreleri lizerinde R. ribes’ten izole edilen emodin
ve aloe-emodinin konsantrasyon bagimli olarak hiicre canliligini azalttig1 gorildi.
Ozellikle aloe-emodin uygulanan grupta en yiiksek konsantrasyon olan 250 uM’hik
tedavinin hiicre canliligini % 94,2 oraninda azalttig1 belirlendi. Emodin tedavisinin ise 80
uM konsantrasyona kadar hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi diisiik diizeyde kalirken, 100
uM ve iistli konsantrasyonlarda daha etkili oldugu goriildii. ICso degerleri emodin, aloe-
emodin ve olaparib i¢in sirastyla 164,29 + 10,51 uM, 62,54 + 5,24 uM ve 74,16 + 2,25 uM

olarak belirlendi.

3 Emodin E= Aloe-emodin Ed Olaparib
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Sekil 4.1. Hiicre canlilig1 bulgular1t. U20S/PIR hiicreleri artan konsantrasyonlarda emodin, aloe-emodin veya
olaparib ile 72 saat siireyle tedavi edildi ve WST-1 hiicre canlilig1 analizleri gerceklestirildi.

Emodin ve aloe-emodinin, olaparib ile aralarindaki etkilesimi degerlendirmek amaciyla,
20 uM, 40 uM ve 80 uM olaparib + ayn1 konsantrasyonlarda olacak sekilde emodin veya
aloe-emodin (1:1) ile tedavi edilen U20S/PIR hiicrelerinin canlilik analizi bulgular1
kullanilarak CompuSyn programi aracilifiyla izobologram analizleri gerceklestirildi. Sekil

4.2 olaparib, emodin ve aloe-emodinin mono- ve kombo- terapilerine ait doz-etki
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grafiklerini (Doz-Fa), DRI (doz-azaltma indeksi) grafiklerini ve izobologram bulgularini
gostermektedir. Sekil 4.2.A’da goriildiigli gibi aloe-emodin ile 20 uM, 40 uM ve 80 uM
konsantrasyonlarda tedavinin U20S/PIR hiicreleri iizerinde ayni konsantrasyonlarda
olaparib tedavisine yakin veya daha etkili bir sitotoksik etkiye sahip oldugu, emodinin ise
sitotoksik etkisinin diger iki ajana gore diisiik kaldig1 gozlemlendi. Sekil 4.2.B ise kombine
olaparib tedavisi uygulanan U20S/PIR hiicreleri iizerinde aloe-emodinin emodine kiyasla
daha etkili oldugu goriilmektedir. DRI >1 degeri olumlu/uygun doz azalmasmin
gergeklestigini gosterirken, DRI degerinin =1 ve <1 olmasi sirastyla olumlu/uygun ilag doz
azalmasinin gerceklesmedigini ve olumlu/uygun olmayan ilag doz artisinin gerceklestigini
gosterir.  Sekil 4.2.C, Sekil 4.2.E, Sekil 4.3.B ve Sekil 4.3.C test edilen hem
olaparib+emodin hem de olaparib+aloe-emodin tedavilerinin her ii¢ konsantrasyonda da
DRI degerlerinin DRI >1 oldugunu gostermektedir (Chou, 2006). Bu bulgular emodin ve
aloe-emodinin U20S/PIR hiicrelerinde etkili olabilecek olaparib dozunu azalttigini ortaya
koymaktadir. Sekil 4.2.D, Sekil 4.2.F, Sekil 4.3.B ve Sekil 4.3.C, her bir ajan icin %90 (Fa
0,9), %75 (Fa 0,75) ve %50 (Fa 0,5) inhibisyon i¢in gereken konsantrasyonlar1 ifade eden
izobologram grafiklerini ve degerlerini gostermektedir. Fa degerlerine gore aloe-emodinin
emodine kiyasla olaparible kombine kullanimda daha etkili bir aktiviteye sahip oldugu
goriilmektedir. Sekil 4.3.A, 4.3.B ve 4.3.C olaparib + emodin ve olaparib + aloe-emodin
kombinasyonlarina ait kombinasyon indekslerini (CI) gdstermektedir. CI <1 sinerjizmi
gosterdiginden (Chou, 2006), her iki kombinasyonun iicer konsantrasyonunun da (20 uM,
40 uM ve 80 puM olaparib + ayni konsantrasyonda emodin veya aloe-emodin) sinerjik
etkilesimlere sahip oldugu goriilmektedir. 20’ser uM olaparib + emodin, 40’ar uM olaparib
+ emodin ve 80’er uM olaparib + emodin tedavileri sonucunda CI degerleri sirasiyla 0,95,
0,99 ve 0,97 olarak belirlendi. Bu degerler U20S/PIR hiicrelerinde emodinin olaparib ile
az-sinerjim ve aditif etkiye sahip oldugunu gostermektedir. 20°ser uM olaparib + aloe-
emodin, 40’ar uM olaparib + aloe-emodin ve 80’er pM olaparib + aloe-emodin tedavileri
sonucunda ise CI degerleri sirasiyla 0,92, 0,68 ve 0,60 olarak hesaplandi. Bu bulgular ise
aloe-emodinin olaparib ile 6zellikle yiiksek konsantrasyonlar sinerjizm sergiledigini ortaya

koymaktadir.
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Sekil 4.2. U20S/PIR hiicrelerinde sinerjizmin belirlenmesi igin gergeklestirilen izobologram analizi
bulgulari. A. Olaparib, emodin ve aloe-emodin mono-terapi uygulamalarima ait doz-etki grafigi. B.
Olaparib+emodin veya olaparib+aloe-emodin kombine tedavilerinin doz-etki grafigi. C. Olaparib ile
emodinin DRI degerlerini gosteren grafik. D. Olaparib ve emodin i¢in %90 (Fa 0,9), %75 (Fa 0,75) ve %50
(Fa 0,5) inhibisyon i¢in gereken konsantrasyonlart gdsteren izobologram grafigi. E. Olaparib ile aloe-
emodinin DRI degerlerini gdsteren grafik. F. Olaparib ve aloe-emodin i¢in %90 (Fa 0,9), %75 (Fa 0,75) ve
%50 (Fa 0,5) inhibisyon icin gereken konsantrasyonlari gosteren izobologram grafigi. OL; olaparib, E;
emodin, AE; aloe-emodin
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Sekil 4.3. Kombinasyon indeksi bulgular1. A. Olaparib ile emodine veya aloe-emodin kombinasyonu tedavisi
uygulanan U2OS/PIR hiicreleri i¢cin Kombinasyon indeksi (CI) grafigi. B. ve C. Sirasiyla emodin ve aloe-
emodinin 20, 40 ve 80 uM olaparib ile kombinasyonuna (1:1) ait Fa, CI ve DRI degerleri. OL; olaparib, E;

emodin, AE; aloe-emodin
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Sekil 4.4. Koloni sagkalimi analizi bulgulari. U20S/PIR hiicreleri 7,5 uM olaparib, 15 pM emodin, 7,5 uM
olaparib + 7,5 uM emodin (olaparib + emodin/2), 7,5 uM olaparib + 15 pM emodin (olaparib + emodin), 15
uM aloe-emodin, 7,5 uM olaparib + 7,5 uM aloe-emodin (olaparib + aloe-emodin/2) veya 7,5 pM olaparib
+ 15 uM aloe-emodin (olaparib + aloe-emodin) ile tedavi edildi. Tedavi sonrasi olusan koloni sayilar1
belirlendi ve sonuglar kontrol grubuna kiyasla % koloni sagkalimi olarak degerlendirildi. Kontrol ile
kiyaslandiginda; * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001. Olaparib monoterapisi uygulanan hiicrelerle

kiyaslandiginda; # p <0,05, ##p <0,001
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Uygulanan tedavilerin U20S/PIR hiicrelerinin koloni olusturma kapasitesi lizerindeki
etkilerinin gdzlemlenmesi i¢in koloni sagkalimi analizi gerceklestirildi. Hiicrelere 7,5 uM
olaparib, 15 uM emodin, 7,5 uM olaparib + 7,5 uM emodin (olaparib + emodin/2), 7,5 uM
olaparib + 15 uM emodin (olaparib + emodin), 15 uM aloe-emodin, 7,5 uM olaparib + 7,5
uM aloe-emodin (olaparib + aloe-emodin/2) veya 7,5 uM olaparib + 15 puM aloe-emodin
(olaparib + aloe-emodin) tedavileri uygulandi. Bu tedavilerin sonucunda koloni
sagkaliminin kontrol grubuna gore Onemli Olclide baskilandigi gorildi (Sekil 4.4).
Olaparib ile tedavi edilen grupla kiyaslandiginda, olaparib + emodin ve olaparib + aloe-
emodin/2 tedavileri uygulunan gruplarda koloni olusumunun anlamh sekilde azaldig1 (p
<0,05), olaparib + aloe-emodin uygulanan hiicrelerin ise koloni olusturma kapasitelerinin

cok anlamli oranda (p <0,001) baskilandig1 gdzlemlendi.

#H#

VEGF (% kontrol)

Sekil 4.5. U20S/PIR hiicrelerinde tedaviye bagli % VEGF miktarlar1. Kontrol ile kiyaslandiginda; * p <0,05,
##% p <0,001, ns, anlaml degil. Olaparib monoterapisi uygulanan hiicrelerle kiyaslandiginda; **p <0,01

Anjiyogenezin dnemli bir belirteci olan VEGF miktarlar1 kontrol grubuna gore olaparib,
emodin veya olaparib + emodin tedavisi uygulanan U20S/PIR hiicrelerinde kismi bir

azalma gosterirken, bu degisim istatistiki olarak anlamli bulunmadi (Sekil 4.5). Ancak
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aloe-emodin ve olaparib + aloe-emodin tedavilerinin VEGF miktarlarini kontrol grubuna
gore sirastyla %19,1 (p <0,05) ve %33,4 (p <0,001) oraninda azalttig1 belirlendi. Ayrica
Sekil 4.5°de ifade edildigi gibi olaparib + aloe-emodin uygulanan hiicrelerdeki VEGF
miktarmin sadece olaparib ile tedavi edilen hiicrelere gore anlamli sekilde azaldig: goriildii

(p <0,01).

Sekil 4.6’da goriildiigii gibi ROS miktarlar1 tiim tedavi gruplarinda anlamh sekilde artis
gosterdi. Olaparib, emodin ve aloe-emodin tedavisi uygulanan U20S/PIR hiicrelerinde
ROS miktarlar1 kontrol grubuna gore sirasiyla 2,31 (p <0,05), 2,22 (p <0,05) ve 2,77 (p
<0.,01) kat artis gosterdi. Kombine tedavilerde ise ROS miktarinin kontrol grubuna gore
olaparib + emodin ve olaparib + aloe-emodin uygulanan gruplarda sirasiyla 2,80 (p <0,01)
ve 4,60 (p <0,001) katlik bir artig goriildii. Olaparib + aloe-emodin kombine tedavisinin
olaparib mono-terapisine gore ROS miktarin1 anlamh sekilde arttirdigi (p <0,001), bu
artisgin pozitif kontrol olarak kullanilan H,O; tedavisi uygulanan gruptan bile yiiksek

oldugu belirlendi.

6 Hi#

* %%
51 **x%

** **

ROS miktari (kat degisim)
<
*

Sekil 4.6. U20S/PIR hiicrelerinde tedavilerin ardindan ROS miktarlarindaki kat cinsinden degisim. Kontrol
ile kiyaslandiginda; * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001. Olaparib monoterapisi uygulanan hiicrelerle
kiyaslandiginda; #* p <0,001
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Sekil 4.7. U20S/PIR hiicrelerinin migrasyon kapasiteleri. Kontrol ile kiyaslandiginda; * p <0,05, ** p <0,01,
*#% p <0,001, ns, anlaml1 degil. Olaparib monoterapisi uygulanan hiicrelerle kiyaslandiginda; # p <0,05, # p
<0,01

Hiicresel migrasyonun degerlendirilmesinde yara iyilesmesi (wound healing) analizi
siklikla kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde, hiicreler tek katmanl olacak sekilde ekim
alanim1 tamamen doldurduktan sonra 1 mL’lik pipet ucuyla bir ¢izik alani olusturulur.

Tedaviler uygulandiktan hemen sonra 0., 12. ve 24. saatlerde ¢izik alan1t mikroskop altinda



40

gozlemlenir ve bu alanin kapanma diizeyi hiicresel migrasyonla iligkilendirilir. Sekil 4.7
U20S/PIR hiicrelerinin uygulanan tedavilere bagl olarak degisen migrasyon yeteneklerini
gostermektedir. 12. saat ve 24. saatte dzellikle olaparib ve aloe-emodin kombinasyonunun

anlamli sekilde hiicresel migrasyonu baskiladigi goriildii.

U20S/PIR hiicrelerinin tedavilere bagl olarak apoptoza yonelimlerinin belirlenmesi iki
farkli yontem ile degerlendirildi. Olaparib, emodin ve aloe-emodin mono-terapileri kontrol
grubuna gore; kaspaz-3 miktarinda sirastyla 2,62 (p <0,05), 2,28 (ns) ve 3,02 (p <0,01) kat,
apoptozda ise yine sirastyla 2,91 (p <0,01), 2,46 (p <0,05) ve 3,05 (p <0,01) kat artiglara
neden oldu (Sekil 4.8.A ve B). Olaparib + emodin kombinasyonu kaspaz-3 miktarmi
kontrol grubuna gore 2,74 (p <0,05) kat, apoptozu ise 3,25 (p <0,01) kat arttirdi. Carpici
sekilde olaparib ile aloe-emodinin kombine olarak uygulanmasi ile kontrol grubuna gore
kaspaz-3 miktarinda 4,20 kat (p <0,001), apoptozda ise 4,97 (p <0,001) kat artis
gbzlemlendi. Sekil 4.8.A ve Sekil 4.8.B’de goriildiigli gibi, olaparibin monoterapik olarak
uygulandig1 gruba kiyasla aloe-emodin ile birlikte uygulanmasmnin hem kaspaz-3

miktarindaki artis1 (p <0,05) hem de apoptozu (p <0,01) anlamli Slgiide tetikledigi

belirlendi.
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Sekil 4.8. Uygulanan tedaviye bagli olarak U20S/PIR hiicrelerinde Kaspaz-3 miktarlarindaki degisim (A) ve
apoptoza yonelimdeki artis (B). Kontrol ile kiyaslandiginda; * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, ns, anlaml1
degil. Olaparib monoterapisi uygulanan hiicrelerle kiyaslandiginda; * p <0,05, #p <0,01
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Kanser diinya genelinde goriilme siklig1 ve 6liim oranlariyla 6nemli bir saglik sorunudur.
Ozellikle kiiresel niifus artis1 ve yasam siirelerinin uzamasi, kanser vakalarmdaki yiikselisi
daha da dramatik hale getirmektedir. Ayrica kanser tedavisinde kullanilan klasik
kemoterapotik yaklagimlarin yan etkileri ve bu ajanlara karsi hastalarda gelisen ilag direnci,
basa ¢ikilmasi gereken Onemli bir zorluk olarak goriilmektedir. Bu nedenle, kanser
tedavisinde yan etkilerin sinirlandirildigr/olmadigi ve direng gelisiminin baskilandig1 yeni
ajanlarin ortaya konulmasi hayati dnem tasimaktadir (Erdogan vd., 2025). Kapsamli
arastirmalar, ¢esitli tibbi bitkilerde bulunan dogal bilesiklerin kemopreventif potansiyele
sahip oldugunu gostermektedir. Dogrudan kullanilabilen veya fizikokimyasal islemlerle
modifiye edilebilen bu fitokimyasallar, potansiyel olarak etkili antikanser bilesiklerin
onemli bir kaynagidir (Efferth vd., 2017). Bitkilerin kanser tedavisinde kullanimi uzun bir
gecmise sahiptir ve ¢ok sayida klinik calisma, alkaloidler, terpenler, fenoller ve
flavonoidler de dahil olmak {lizere cesitli dogal kimyasallarin etkililigini gostermistir

(Sudhakar vd., 2009).

Bitkilerden elde edilen bilesikler, kanser tedavisinde gelecegi olabilecek dikkat ¢ekici
bilesiklerdir. Normal, saglikli hiicreler icin toksik olmayan yapilariyla ilgi c¢ekici
olmalarinin yani sira kanser hiicrelerinde apoptotik yanit da iiretirler (Pfeffer ve Singh,
2018). Kanser tedavisinde kullanilan birgok bilesigin diisiik terapotik indeksi, ilag toleransi
gelisimi, tedavi sirasinda saglikli hiicrelerde hasar ve yan etkilerin ortaya ¢ikmasi,

iistesinden gelinmesi gereken sorunlardan bazilaridir (Akkol vd., 2021).

Fitokimyasallar1 sinerjik etkinlikleri iizerine test eden caligmalar, kanser gelisimini ve
kemoterapik ila¢ direncine karsi daha iyi bir tedavi firsati sunma potansiyeline sahiptir
(Thakral vd., 2025). Emodin yiiklii stearik asit-g-kitosan oligosakkarit nano misellerin,
mide kanseri hiicrelerine karst kuvvetli anti-onkojenik ozellikleri sergilemistir. Bu
kombinasyonel tedavinin, hiicre dongiisiiniin G2/M fazinda MGC803 ve BGC823 mide
kanseri hiicrelerini 6nemli 6l¢iide durdurdugu, in vitro ve in vivo hedefleme etkisine sahip
oldugu rapor edilmistir (Jiang vd., 2020). Emodin ve berberinin kombinasyonunun AMPK
ile iliskili kinaz SIK3 iizerindeki etkisi, MCF-7, T47D, MDA-MB-468 ve MDA-MB-231
insan meme kanseri hiicrelerinde degerlendirilmistir. Meme kanseri hiicrelerinde SIK3
aktivitesini baskilayan kombine tedavi, hiicre dongiisiiniin GO0/G1’de durmasma ve

apoptoza neden olmustur, ancak bu etkiler MCF-10A saglikli meme epitel hiicrelerinde
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gbzlenmemistir (Ponnusamy vd., 2020). Son zamanlarda yapilan bir ¢calismada, emodinin
S5-fluorourasil direnci olusturulmus HCT-8 kolorektal kanser hiicrelerinde lipit
metabolizmasinin yeniden programlanmasma neden olup fosfatidil-etanol-aminleri
baskilayarak MAPK sinyal yolagini inhibe ettigi, bu sekilde 5-fluorourasil ile sinerji
olusturdugu ve diren¢ mekanizmasmin asilmasi i¢in emodinin umut verici bir bilesik

oldugu ortaya konulmustur (Chen vd., 2025).

Aloe-emodinin HeLa servikal kanser hiicre hattinda proliferasyonu inhibe ettigi, S ve
G2/M fazlarinda hiicre dongiisiinii durdurarak apoptozu indiikledigi rapor edilmistir (Luo
vd., 2014). Aynm1 ¢aligmada ayrica aloe-emodinin radyasyon uygulanan HeLa hiicrelerinin
radyasyona duyarliligini sinerjik olarak arttirdigi ve radyasyon kaynakli DNA hasarimi
biiyiiterek radyoterapinin Hela hiicreleri {izerindeki etkisini in vitro olarak arttirdigi

bildirilmistir.

Merkel hiicreli karsinom (MCC) hiicre hattinda emodin ve aloe-emodinin hiicre
cogalmasini engelledigi ve aloe-emodinin emodine gore daha yiiksek oranda inhibisyon
kapasitesi sergiledigi gosterilmistir. Ayrica aloe-emodin kemoterapétik ajanlar olan cis-
platinol, doksorubisin ve S5-florourasil ile kombine olarak kullanildiginda MCC
hiicrelerinin proliferasyonunu mono-terapik kullanimlarina gore daha giiclii sekilde inhibe

etmistir (Fenig vd., 2004).

Bir calismada Rumex acetosella'dan izole edilen ve aralarinda emodin ile aloe-emodinin
de oldugu ana antrakinonlarin antikanser aktiviteleri ilaca duyarli CCRF-CEM ve ¢oklu
ilag direncine sahip CEM/ADRS5000 16semi hiicreleri kullanilarak arastirilmistir (Ozenver
vd., 2018). Emodin ve aloe-emodinin ICso degerleri sirasiyla CCRF-CEM hiicrelerinde
35,62 uM ve 9,872 uM olarak, CEM/ADRS5000 hiicrelerinde ise 35,27 uM ve 12,85 uM
olarak bulunmustur. Calisilan antrakinonlar arasinda en diisiik ICso degerine sahip olan
aloe-emodin en sitotoksik bilesik olarak degerlendirilmistir. Ayn1 ¢aligmanin devaminda
aloe-emodinin farkli tiimor tiplerine ve ilag diren¢ mekanizmalarina sahip eslestirilmis
hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksisitesi test edilmistir. MDA-MB-231 meme kanseri ve
U87.MG beyin tiimorii hiicreleri ile bu hiicrelerin ¢oklu ilag direnci kazandirilmis alt hatlar
izerinde aloe-emodinin kuvvetli sitotoksik etki sergiledigi ve 16,47 uM ile 33,76 uM
arasinda ICso degerlerine sahip oldugu belirtilmistir (Ozenver vd., 2018).
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Aloe-emodinin normal hiicreler iizerindeki toksisitesininin arastirildigi bir ¢aligmada,
saglikli bir dondriin taze kan 6rneklerinden insan periferik mononiikleer hiicreleri (PMNC)
izole edilmis artan aloe-emodin konsantrasyonlarina karsi test edilmistir. Aloe-emodin test
edilen tiim konsantrasyonlarda normal hiicrelere karsi sitotoksik aktivite géstermemistir

(Ozenver vd., 2018).

Literatiirde, aloe-emodinin farkli kanser hiicre hatlarinda ROS artisi, mitokondriyal
membran potansiyelinin bozulmasi, hiicre dongiisii durmasi ve kaspaz aracili apoptoz ile
anti-proliferatif etkiler gosterdigi bildirilmistir. Ornegin, mesane kanseri hiicreleri (T24)
aloe-emodin ile tedavi edildiginde mitokondriyal membran potansiyeli bozulmus, CDK1,
siklin B1 ve BCL-2 seviyeleri azalmis ve apoptoz indiiklenmistir (Sanders vd., 2017).
Servikal kanser hiicreleri (HeLa) G2/M fazinda durarak ¢ogalmayi azaltmis ve siklin A,
CDK?2, PKCa ve c-MYC baskilanmistir. Kolon kanseri hiicreleri (SW480, VACO235,
WiDr) tirokinaz salgisini, MMP-2/9 aktivitesini ve RHOB ekspresyonunu baskilayarak goc
ve invazyonu azaltmis, NF-KB ve VEGF sinyal yolaklarini inhibe etmistir. Gastrik kanser
hiicrelerinde (AGS, NCI-N87, MKN45, MGC-803, SGC-7901) aloe-emodin, AIF salinimu,
Kaspaz-3 aktivasyonu ve G0/G1 veya G2/M faz durmasi yoluyla apoptozu indiiklemistir.
Akciger kanseri hiicrelerinde (H460, CH27) ATP azalmasi, mitokondriyal hasar, sitokrom
¢ salmmmi ve kaspaz-3 aktivasyonu goézlenmistir (Sanders vd., 2017). Hepatoseliiler
karsinom hiicrelerinde (Huh-7, HepG2, HCCM, Hep3B) DNA par¢alanmasi, ROS artis1 ve
kaspaz-3/9 aktivasyonu ile apoptoz indiiklenmistir. Nazofarenks (NPC), néroektodermal
(SJ-N-KP, SK-N-Be(2c¢)), agiz (KB), yumurtalik (HO-8910M), prostat (PC3), cilt (A431,
SCC25, A375.52) ve dil (SCC-4) kanseri hiicrelerinde de aloe-emodin, hiicre dongiisiinii
durdurarak, hiicre gocii ve invazyonu azaltarak ve BCL-2 baskilanmasi, ROS artis1 ve

kaspaz aktivasyonu ile apoptozu tetiklemistir (Sanders vd., 2017).

Tiim bu bulgular, caligmamizda elde edilen aloe-emodin ve olaparib kombinasyonunun
olaparib direnci kazanmis U20S/PIR osteosarkom hiicrelerinde apoptozu indiiklemesi ile
uyumludur. Calismamizda gozlenen ROS artis1 ve VEGF baskilanmasi, literatiirde WiDr,
H460 ve HO-8910M hiicrelerinde bildirilen anti-anjiyojenik ve pro-apoptotik etkileri
(Sanders vd., 2017) dogrulamaktadir. Boylece, aloe-emodin ve olaparib kombinasyonu,
hem sitotoksik hem de anti-anjiyojenik mekanizmalarla osteosarkom hiicrelerinde etkili

olmus ve PARP inhibitorlerine direngli hiicrelerde kombinasyon tedavisinin potansiyel
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etkinligini ortaya koymustur. Ayrica, koloni sagkalimi analizleri, 6zellikle olaparib + aloe-
emodin kombinasyonunun U20OS/PIR hiicrelerinde koloni olusturma kapasitesini kontrol
grubuna kiyasla ¢ok anlamli sekilde (% p <0,001) baskiladigini gostermektedir. Olaparib
+ emodin kombinasyonu da koloni olusumunu anlamli sekilde (% p <0,05) azaltirken, tek
basma emodin veya olaparib tedavileri goreceli olarak daha diigiik etki gOstermistir.
Hiicresel migrasyon analizleri de benzer sekilde, 12. ve 24. saatlerde olaparib + aloe-
emodin uygulanan hiicrelerin yara iyilesme kapasitesini belirgin sekilde azaltmis, boylece
bu kombinasyonun hiicresel go¢ ve invazyonu etkili bicimde engelledigini ortaya
koymustur. ROS analizleri, olaparib + aloe-emodin kombinasyonunun ROS seviyelerini
kontrol grubuna gore 4,6 kat artirarak, tek basina uygulanan olaparib (2,31 kat) ve aloe-
emodin (2,77 kat) tedavilerine gore cok daha giiclii pro-apoptotik bir etki olusturdugunu
gostermistir. Benzer sekilde VEGF 6l¢timleri, olaparib + aloe-emodin kombinasyonunda
%33,4 oranmnda anlamli azalma (p <0,001) gostererek, anti-anjiyojenik etkiyi
giiclendirmistir. Bu bulgular, aloe-emodin ve olaparib kombinasyonunun hem
proliferasyonu ve koloniyi engelleyen sitotoksik mekanizmalar1 hem de ROS artis1 ve
VEGF baskilanmasi yoluyla anti-anjiyojenik etkileri ayn1 anda aktive ederek, PARP
inhibitorlerine direncli U20S/PIR osteosarkom hiicrelerinde giiclii bir antikanser

potansiyel sergiledigini desteklemektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Kiiresel 6liimlerin dnde gelen nedenlerinden biri olan kanser, ilag direncinin gelismesi
nedeniyle siklikla tedavi edilmesinde zorluklarla karsilasilan bir hastaliktir. Bu nedenle
yeni tedavi yaklasimlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Dogal olarak olusan antrakinonlar
cogunlukla Rheum tiirlerinde ana bilesikler olarak bulunur ve iyi bilinen antikanser ilaglar
olan antrasiklinlere yapisal benzerlikleri nedeniyle ilgi ¢ekicidir. Bu calismada, R.
ribes'den elde edilen antrakinon aglikonlar1 olan emodin ve aloe-emodinin kemoterapik
ilag direnci tizerindeki sitotoksisitesinin ve etki mekanizmalarinin arastirilmasina

odaklanilmistir.

Emodin ve aloe-emodin, dogal kaynakli bilesikler olarak, hem proliferasyonu hem de
invazyonu hedefleyen ¢oklu mekanizmalar araciligiyla kanser hiicreleri iizerinde etkili
olmaktadir. Literatliirde her iki bilesigin de ROS artisi, kaspaz-3 aktivasyonu, hiicre
dongiisiiniin duraklatilmas1 ve VEGF baskilanmasi yoluyla anti-proliferatif ve anti-
anjiyojenik etkiler gosterdigi bildirilmistir. Bu ¢alismada elde edilen bulgular, 6zellikle
olaparib direnci kazanmis U20S/PIR osteosarkom hiicrelerinde aloe-emodin ve emodinin,
tek basina olaparibe kiyasla sitotoksik ve anti-anjiyojenik etkilerini belirgin sekilde
artirdigin1  gostermektedir. Aloe-emodin, olaparib ile kombinasyon halinde, hiicre
canliligini anlamh 6l¢iide azaltmis, koloni olusumunu baskilamis ve hiicresel migrasyonu
belirgin bicimde engellemis; ayn1 zamanda ROS {iretimini arttirarak giiclii pro-apoptotik
etkiler olusturmus ve VEGF ekspresyonunu azaltarak anti-anjiyojenik etkiyi pekistirmistir.

Emodin ise kombine tedavide daha sinirli ancak anlamli aditif/az-sinerjik etki gostermistir.

Bu bulgular, dogal bilesiklerin kemoterapi ajanlariyla kombinasyonunun, PARP
inhibitorlerine direngli kanser hiicrelerinde tedavi etkinligini artirabilecegini agik¢a ortaya
koymaktadir. Koloni sagkalimi ve yara iyilesmesi analizleri, aloe-emodinin hem
proliferatif hem de invazif 6zellikleriyle karakterize edilen osteosarkom hiicrelerinde giiclii
antikanser potansiyele sahip oldugunu dogrulamaktadwr. ROS artisgit ve VEGF

baskilanmasi, kombine tedavinin hem pro-apoptotik hem de anti-anjiyojenik
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mekanizmalar1 aym1 anda aktive ettigini ve tedavi bagarisin1 artirabilecegini

gostermektedir.

Gelecek calismalar i¢in, bu bilesiklerin farkli kanser hiicre hatlar1 ve in vivo modellerde
ozellikle kemoterapik ilag direncine karsi etkinliklerinin arastirilmasi, doz-yan etki
iliskilerinin ve molekiiler mekanizmalarinin detaylandirilmasi biiyilk 6nem tasimaktadir.
Ayrica, kombinasyon tedavilerinin toksisite profilleri ve klinik gilivenlik smirlarmin
belirlenmesi, bu dogal ajanlarin klinik uygulamadaki potansiyelini ortaya koyacaktir.
Emodin ve aloe-emodin, geleneksel kanser tedavisinin bir parcasi olarak sinerjik ve/veya
sitoprotektif kullanim potansiyeline sahip anti-neoplastik ajanlar olarak biiyiikk umut vaat
etmektedir. Cok sayida in vitro sonug¢ bu iddiay1 desteklemektedir, ancak in vivo molekiiler
mekanizmalarin aydinlatilmas1 ve klinik olarak profilaktik bir ajan olarak potansiyel
kullannminin arastirilmasi i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir. Bu ¢alismada elde
edilen umut verici sonuglara ragmen, emodin ve aloe-emodinin kemoterapik ila¢ direnci
iizerindeki etki mekanizmalar1 hakkinda daha fazla ¢alisma yapilmasi, ilag¢ direncine kars1
klinikte bu iki bilesigin uygulanabilme potansiyellerinin géz 6niinde bulundurulabilmesi
icin gerekli ve zorunludur. Yeni tekniklerin ortaya ¢ikmasiyla geleneksel tip arastirmalari
onemli 6l¢iide gerceklestirilmis olmasina ragmen, bitkisel ilaglarin klinik uygulamalarini
dogrulayan daha giiclii kanitlar elde etmek icin ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bitkilerin biyolojik aktivite caligmalarina ek olarak, belirtildigi gibi klinik ¢alismalarda
kullanilabilmeleri i¢in igeriklerinin belirlenmesi, icerigindeki bilesiklerin dozaj
calismalarinin yapilmasi ve etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi gerekmektedir. Sonug
olarak, emodin ve Ozellikle de aloe-emodin, PARP inhibitorlerine direncli osteosarkom
gibi zorlayic1 kanser modellerinde, hem sitotoksik hem de anti-anjiyojenik etkileri ile

tedavi bagarisini artirabilecek umut verici ajanlar olarak degerlendirilmektedir.
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