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OZET

Epimedium pubigerum (DC.) C. Moren & Decne Bitkisinin Biyolojik Etkinliklerinin

incelenmesi

Bu calismada, Epimedium pubigerum’dan elde edilen metanol herba (SME) ve
rizom (RME) ekstrelerinin akciger kanseri tedavisindeki kullanim potansiyelini
degerlendirmek amaciyla ekstrelerin fitokimyasal karakterizasyonu, biyolojik aktivitesi ve
sitotoksik mekanizmasi incelenmistir. Bu baglamda oOncelikle ekstrelerin fitokimyasal
icerigi LC-HR/MS ile analiz edilmistir. Ardindan ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoit
madde miktar1 tayini ile DPPH radikal siipirme aktiviteleri spektrofotometrik yontemler
kullanilarak aragtirilmigtir. Ekstrelerin plazmid DNA {izerinde DNA hasar1 ve DNA hasar1
koruyucu etkileri arastirtlmistir. Her iki ekstrenin sitotoksik etkileri ve apoptotik
belirteclerin (sitokrom ¢, p53, kaspaz-3) ekspresyonlar iizerindeki etkileri insan akciger
kanseri (A549) hiicrelerinde arastirilmistir. Yapilan deneyler sonucunda RME’de 21
bilesik, SME’de ise 22 bilesik tanimlanmistir; fumarik asitin her iki ekstrede de yiiksek
miktarda bulunan bilesik oldugu bulunmustur. SME ve RME’nin toplam fenolik icerikleri
sirastyla 104.64+4.06 mg GAE/g kuru agirlik ve 215.65+8.11 mg GAE/g kuru agirlik,
toplam flavonoit igerikleri ise 50.204+5.28 mg KE/g kuru agirlik ve 23.52+8.22 mg KE/g
kuru agirlik olarak bulunmustur. DPPH radikal siipiirme aktivitelerinin ICso degerleri SME
ve RME i¢in 146.24 ng/mL ve 64.79 pg/mL olarak hesaplanmistir. Her iki ekstre de
plazmid DNA’da hasar olusturmamis ve ekstreler, hidroksil radikali {izerinde koruyucu
ozellikler gostermistir. SME ve RME, konsantrasyona bagli olarak A549 hiicreleri
izerinde sitotoksisite gostermistir. Ayrica in vitro yara iyilestirme testi, SME ve RME’nin
1 mg/mL’de 6nemli bir anti-gb¢ etkisine yol actigini gdstermistir. Sitokrom c, p53 ve

kaspaz-3 ekspresyonlari, RME varliginda kontrole kiyasla énemli dl¢lide artmistir.

Tiim bu sonuglar RME’nin akciger kanseri i¢in teorik olarak SME’de goriilen

etkiye kiyasla daha etkili bir fitoterap6tik ajan olarak onerilebilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kkelimeler: A549 hiicre hatti, Akciger kanseri, Epimedium pubigerum, plazmid
DNA
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ABSTRACT

Investigation of Biological Activities of Epimedium pubigerum (DC.) C. Moren &

Decne

In this study, the phytochemical characterization, biological activity and cytotoxic
mechanism of methanol herb (SME) and rhizome (RME) extracts obtained from
Epimedium pubigerum were examined in order to evaluate their potential for use in the
treatment of lung cancer. In this context, firstly, the phytochemical content of the extracts
was analyzed by LC-HR/MS. Then, the total phenolic and flavonoid compounds content of
the extracts and DPPH radical scavenging activities were investigated using
spectrophotometric methods. DNA damage and DNA damage protective effects of the
extracts were examined on plasmid DNA. The cytotoxic effects of both extracts and their
effects on the expression of apoptotic markers (cytochrome c, p53, and caspase 3) were
investigated on human lung cancer (A549) cells. As a result of the experiments, 21
compounds were identified in RME and 22 compounds in SME; fumaric acid was found to
be the compound in high amounts in both extracts. Total phenolic contents of SME and
RME were 104.64+4.06 mg GAE/g dry weight and 215.65+8.11 mg GAE/g dry weight,
respectively, total flavonoid contents were found to be 50.20+5.28 mg QE/g dry weight
and 23.52+8.22 mg QE/g dry weight. The ICso values of DPPH radical scavenging
activities were calculated as 146.24 pg/mL and 64.79 pg/mL for SME and RME. Both
extracts did not damage to plasmid DNA and the extracts showed strong protective
properties on hydroxyl radical. SME and RME showed cytotoxicity on A549 cells
concentration-dependently. Also, in vitro scratch assay showed that SME and RME led to
a significant anti-migratory effect at 1 mg/mL. Cytochrome c, p53, and caspase 3

expression significantly increased in the presence of RME compared to the control.

All these results claimed that RME might be suggested as a theoretically more

effective phytotherapeutic agent for lung cancer compared to the effect seen with the SME.

Keywords: A549 cell line, Epimedium pubigerum, Lung cancer, plasmid DNA

XV



1. GIRIS ve AMAC

Kanser, viicuttaki bir organ veya dokudaki hiicrelerin, kontrolsiizce biiyiimesi ve
cogalmasi sonucu viicudun bazi kisimlarini isgal etmesi veya yayilmasi sonucu olusabilen
bir hastaliktir (1). Diinya ¢apinda meydana gelen liimlerin nedenleri arasinda ikinci sirada
yer almaktadir ve Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin verilerine gére, 2020 yilinda yaklasik

10 milyon 6liime neden olmustur (2).

En sik goriilen tiirlerinden biri olan akciger kanseri, koken aldig1 hiicreye gore iki
tipe ayrilmaktadir: kiiciik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiiciik hiicreli dis1 akciger
kanseri (KHDAK). KHDAK; adenokarsinom, skuamoz hiicreli karsinom ve biiylik hiicreli
karsinom olarak alt gruplara ayrilmaktadir. Akciger kanserine yatkinlik genetik olarak
belirlenirken sigara kullanimi, hava kirliligi, iyonlastirict radyasyon, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar ve asbest gibi kimyasallar, kronik enfeksiyonlar ve virilisler hastaligin

gelismesine neden olabilmektedir (3).

Akciger kanseri tedavisinde cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, hedefe yoOnelik
tedaviler ve immiinoterapi yontemleri kullanilmaktadir. Tedavi yOntemlerine ve saglik
alanindaki gelismelere ragmen iki kanser tiirii de ¢ok diisiik sag kalim oranlarina ve kotii

prognoza sahiptirler (4, 5).

Kemoterapi ve immiinoterapi ilaglarinin igerdigi antikanser ajanlar, kanser
hiicrelerini esas olarak programli hiicre 6liimii olarak bilinen apoptoz yoluyla
oldiirmektedir. Apoptozun ekstrinsik (6liim reseptorii) yolu ve intrinsik (mitokondriyal)
yolu bilinen en yaygin hiicre dliim yolaklaridir. Intrinsik yolu mitokondri tarafindan
sitokrom ¢ salinmasina baglidir ve hem ¢ekirdek hem de mitokondride oksidatif stres ve
deoksiriboniikleik asit (DNA) hasari intrinsik yol boyunca apoptozu tetikleyebilmektedir.
Ayrica B-hiicreli lenfoma 2 (Bcl-2) protein ailesinin proapoptotik ve antiapoptotik
proteinleri, baslatici kaspazlar (kaspaz-8, -9 ve -10) ve efektor kaspazlar (kaspaz -3, -6 ve -

7) arasindaki bir denge de sitokrom c¢ salinmasinda 6nemlidir (6, 7).

Tiimdr supresor genlerden biri olan ve p53 proteininin sentezinden sorumlu olan
gen TP53’tiir. TP53, kanserde siklikla mutasyona ugrayan bir gendir (8). Bu gen tarafindan
iiretilen p53 proteini; DNA onarimi, hiicresel yaslanma, hiicre 6liimii, hiicre farklilagmast
gibi cesitli hiicresel yanitlarin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Calismalar kanser
hastalarinin ¢ogunda TP53 geninin inaktive edildigini gostermektedir (9). p53 proteini

eksikligi nedeniyle meydana gelen kanserler genellikle kararsiz, agresif ve tedaviye



direnclidir (10). Bu nedenle kanser etiyolojisinde bu protein dnemli bir yere sahiptir.
Tedavi yontemleri dogrudan hiicre 6liimiine neden olurken antioksidan savunma sistemini
ve DNA onarim mekanizmalarint baskilayabilmektedir. Bu durum DNA kiriklarinin
artmasina ve mitokondri gibi énemli organellerin hasar gérmesine neden olabilmektedir.
Bu nedenle, 6nemli bir yan etki olmadan terapétik etkinligi artirmak icin kanser dnleyici

ozelliklere sahip daha az toksik yeni ajanlarin kesfedilmesi gerekmektedir (7).

Bitkilerin saglik alaninda kullanimi1 uzun yillara dayanmaktadir ve 3000°den fazla
bitki tiiriiniin kanser hastaligmin tedavisinde kullanildig1 bildirilmektedir (11). Bitki
kaynakli antikanser ila¢ arayisi 1950’lerde baslamistir. Mevcut kullanilan antikanser
ilaclarin yarisindan fazlasi1 dogrudan veya dolayli olarak bitkiler, deniz organizmalari1 ve
mikroorganizmalar gibi dogal kaynaklardan elde edilmistir (12, 13). Epimedium tiirleri de
tedavi caligmalar: i¢in kullanilan dogal kaynaklardan biridir (14). Bitkinin yapraklar ilk
olarak milattan 6nce 200-300 yillarinda tarim ve sifali bitkiler {izerine yazilmis bir Cin
kitabinda iktidarsizlik ve romatizma tedavisi, bobrek fonksiyonlarini gelistirme, kemikleri
ve tendonlar giiclendirme oOzellikleri ile yer almistir. Arastirmalar; yaslanma karsiti,
antitimor, antiosteoporoz gibi ¢esitli biyoaktivitelere sahip olduklarini ve bagisiklig
iyilestirebildiklerini, kan hiicrelerinin olusumunu desteklediklerini, kardiyovaskiiler akisi
artirabildiklerini ve kemik metabolizmasini diizenleyebildiklerini gostermistir (15, 16). Bu
farmakolojik etkilerini icerdikleri flavonoitler, polisakkaritler ve fenolik asitler gibi

260’tan fazla bileseni sayesinde gostermektedirler (17).

Epimedium cinsi Berberidaceae familyasinin en biiyiik otsu cinsidir. Farkl tiirleri
ayirt etmek icin kok, yaprak ve ¢igeklerin morfolojik karakterleri kullanilmaktadir. Tiirler,
merkezi Cin olmak iizere Akdeniz bolgesi, Batt ve Dogu Asya’daki ormanlik alanlarda
veya caliliklarda ayrik ve ¢ok diizensiz bir sekilde dagilim gostermektedir (18). Tiirkiye’de
dogal olarak yetisebilen 2 tiiri bulunmaktadir: Epimedium Pinnatum Fischer in DC. Subsp.
colchicum (Boiss.) Busch ve Epimedium pubigerum (DC.) C. Moren & Decne.

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda E. pubigerum bitkisinden elde edilen metanol herba
ve rizom ekstrelerinin akciger kanseri tedavisinde kullanilmak {izere iyi bir antikanser ajani
olma potansiyelini arastirmak amaclanmistir. Bu amagla ekstrelerin fitokimyasal igerik
analizi Sivi Kromatografisi-Yiiksek Coziiniirliiklii/Kiitle Spektrometresi (LC-HR/MS)
yontemi kullanilarak, toplam fenolik ve flavonoit madde miktarlar1 ise spektrofotometrik

yontemler kullanilarak analiz edilmistir. Ardindan 2,2-difenil-1-pikril hidrazil (DPPH) ve



fosfomolibdenyum indirgeyici antioksidan kapasite (PRAP) yontemleri ile ekstrelerin
antioksidan aktivite Ozellikleri incelenmigtir. Ekstrelerin DNA hasar1 ya da farkli
reaktiflerle olusturulan hasara kars1t DNA’y1 koruma o&zellikleri agaroz jel elektroforezi
yontemi kullanilarak incelenmistir. Ekstrelerin A549 hiicreleri lizerindeki sitotoksik
etkilerini incelemek amaciyla 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromiir
(MTT) hiicre canlilik testi ve hiicre gogii analizleri gergeklestirilmistir. Hiicre o6liim
siirecinde ekspresyon seviyelerinde onemli degisiklikler gosteren sitokrom c, p53 ve
kaspaz-3 proteinlerinin ekstrelerle muamele edilen A549 hiicrelerinde ekspresyon

diizeyleri western blot yontemiyle analiz edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Hiicreler, viicudun ihtiya¢ duydugu yeni hiicreleri saglamak i¢in hiicre boliinmesi
olarak adlandirilan bir siireg ile biiyiimekte ve boliinerek ¢ogalmaktadirlar. Ayrica hiicreler
yaslandiklarinda veya hasar aldiklarinda Slmekte ve yeni hiicreler iiretilmektedir. Bazi
durumlarda bu silire¢ bozulur ve Slmesi gereken yashi veya hasarli hiicreler biiyiiyiip
cogalmaya devam ederler (19). Bu durum kanser olarak adlandirilan ve viicudun herhangi

bir bolgesinde baslayip farkli organlara yayilabilen bir hastaliga neden olmaktadir (2).

Anormal hiicre biiylimesini iceren kompleks genetik bir hastalik olan kanser,
gelismis ve gelismekte olan lilkelerde basta gelen 6liim nedenlerindendir (20). 2020°de
diinya c¢apinda 19.3 milyon yeni kanser vakasi goriilmiis ve yaklasik 10 milyon kanser
kaynakli 6liim gerceklesmistir. DSO verilerine gore her iki cinsiyette teshis edilen
kanserlerde kadin meme kanseri ilk sirada yer alirken bunu akciger, kolorektal, prostat ve
mide kanserleri takip etmektedir. Kanser o6liimlerinde ise akciger kanserini kolorektal,
karaciger, mide ve meme kanserleri takip etmektedir (Sekil 1) (21). Kanser ekonomik
olarak da toplumlar1 olumsuz ydnde etkileyen bir hastaliktir. 2020°’den 2050’ye kadar

tahmini kiiresel ekonomik maliyeti 25.2 milyar dolardir (22).

Tahmini Yeni Vaka Sayilari Tahmini Oliim Sayilan Akciger

1796 144 (18%)

Meme
2 261 419 (11.7%)

Akciger
2206 771 (11.4%) Diger kanserler
3932768 (39.5%)

Kolorektal

Diger kanserler 935 173 (9.4%)

8879 843 (46%)

Kolorektal
1931 590 (10%)

Karaclger
830 180 (8.3%)

Prostat

1414 259 (7.3%)
Pankreas %Ld%a 7.7%
1089 103 (5.6%) 466 003 (4.7%) - 7.7%)
Serviks | Karaci Ozofagus Meme

604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%) 544 0769 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Total : 19 292 789 Total : 9 958 133

Sekil 1. Her iki cinsiyette diinyadaki tahmini yeni vaka ve 6liim sayilar1 (DSO’den, 2)

Kanser hastaligina neden olabilecek bir¢ok faktdr vardir. Genetik faktorler, tiitiin
tilketimi, yetersiz beslenme, obezite, asir1 alkol alimi, yaslanma gibi faktorlerin yaninda

iyonlastirict radyasyon, cevresel kirleticiler ve enfeksiyona maruz kalmak kansere neden



olabilmektedir (23). Kanser hiicrelerinin proliferatif sinyalleri silirdiirme, biiyiime
baskilayicilarindan kag¢inma, hiicre oliimiine direnme, replikatif 6liimsiizliigli saglama,
anjiyogenezi indiikleme, invazyon ve metastazi aktiflestirmek gibi ayirt edici 6zellikleri
bulunmaktadir. Ayrica genom  kararsizlifi, enerji metabolizmasinin  yeniden
programlanmasi ve bagisiklik yanitindan kagmmak gibi 6zellikler de gelistirmektedirler.

Boylece kanser hiicreleri sag kalimlarini saglamaktadirlar (24).

Tiimdrler benign ve malign olmak {izere ikiye ayrilirlar. Bening tiimorler yavas
biiylir ve farkli dokulari istila etmezler. Kanserli degillerdir ancak biiyiiyerek yakin
dokulart sikistirip agriya veya tibbi komplikasyonlara neden olabilirler. Cikarildiktan sonra
tekrarlama olasiklar1 diigliktiir. Malign tlimdrler, kontrolsiizce biiyliyen ve metastaz
yapabilen hiicrelere sahiptirler. Kanserli dokulardir, kan dolagimi veya lenfatik sistemle

uzak yerleri istila etmektedirler. Hizla yayilabilirler ve tedavi edilmelidirler (25).

Uzun siiredir kanser tedavisinde cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi yontemleri tek
veya kombine olarak kullanilmaktadir. Ancak son yillarda kanser tedavisindeki ilerlemeyle
birlikte hormon tedavisi, kok hiicre tedavileri, immiinoterapi, fotodinamik terapi ve

hipertermi gibi yontemler de hastaligin tedavisinde kullanilmaya baglanmistir (19, 26).
2.2. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, akciger dokularindaki hiicrelerin kontrolsiiz olarak biiyiimesi ile
karakterize bir hastaliktir. Kontrolsiiz biiylime tedavi edilmezse tiimér metastaz
yapabilmektedir. Primer akciger kanserleri olarak bilinen ve akcigerde baslayan
kanserlerin ¢ogu epitel hiicrelerinden koken almaktadir (27). Brons agacinin farkli
bolgelerinde olusabilen heterojen bir hastaliktir. Kanserin olustugu bolgeye gore hastalarda
degisik semptom ve bulgular gozlenmektedir (4). Yaygin semptomlar arasinda oksiirtik,
nefes darligi, kilo kaybi ve gogiis agrist yer almaktadir (28). Degistirilemez veya
degistirilebilir birgok faktdr akciger kanserine neden olmaktadir. Yas, cinsiyet, itk ve aile
Oykiisii degistirilemez faktorler arasinda yer alirken tiitiin ve esrar kullanimi, asbest, hava
kirliligi, arsenik, enfeksiyon, kronik obstriiktif akciger hastaligi ise degistirilebilir

faktorlerdir (29).

Akciger kanseri iki histolojik sinifa ayrilmaktadir: KHAK ve KHDAK.
KHDAK ’ler adenokarsinom, skuamoz hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinom olarak
alt gruplara ayrilmaktadir (30). Akciger kanseri vakalarmin yaklagik %80-85’1

KHDAK’dir (31). En iyi bilinen dnlenebilir nedeni sigara kullanimidir. Adenokarsinom en



yaygin goriilen akciger kanseri tiiriidiir ve tiim vakalarin yarisini olusturmaktadir (32). Her
iki tip akciger kanseri de diisiik sag kalim oranina sahiptir (33). Hastaligin erken teshisi
onemlidir ¢iinkii tedavi edilen evre I’in 5 yillik sag kalim orani evre Il ya da IV’e gore
daha iyidir ancak hastaneye basvuran hastalarin %70’inin ileri evrede (evre III veya IV)
oldugu bulunmustur (4, 34). KHAK, kemoterapi ve radyoterapiye kars1 duyarlidir ancak
hastalik tan1 aninda yayilir bu nedenle de tedavisi zorlagmaktadir (35). KHDAK ise
antikanser ilaclara karst giliclii bir direng gostermektedir. Tan1 aninda hastalar, hastaligin
durumuna ve kullanilan tedavi ydntemine gore ii¢ gruba ayrilmaktadir. Ilk hasta grubunda
hastalik erken asamada teshis edilebilir ve hastalarin tiimorleri cerrahi olarak
¢ikarilabilmektedir. ikinci hasta grubunda lokal olarak ilerlemis tiimorler vardir, hastalar
kemoterapi ve radyoterapi kombinasyonuyla tedavi edilebilmektedir. Ugiincii hasta grubu
tan1 aninda metastazi olan hastalardan olusur ve tek tedavi semptomlarin hafiflemesi igin

radyoterapi veya kemoterapidir (36).
2.2.1. Akciger Kanseri Epidemiyolojisi

DSO verilerine gore 2020 yilinda 2.2 milyon yeni akciger kanseri vakasi goriilmiis
olup 1.8 milyon kisi bu hastalik sebebiyle vefat etmistir. Akciger kanseri, 2020’de en ¢gok
tan1 alan kanserler arasinda ikinci siradayken kanser nedenli Oliimlerin baginda
gelmektedir. Diinyada erkeklerde tahmini kanser vakalarinin insidansinda ve Olim
sayilarinda akciger kanseri ilk sirada yer almaktadir (Sekil 2). Kadinlarda ise insidans
olarak {iciincii sirada yer almaktadir. Oliim sayilari olarak ise ikinci sirada meme

kanserinin altinda yer almaktadir (Sekil 3) (21).

Erkekler i¢in diinyadaki tahmini insidans ve 6liim sayilar
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Sekil 2. Erkekler i¢in diinyadaki tahmini insidans ve 6liim sayilar1 (DSO'den, 2)



Kadinlar icin diinyadaki tahmini insidans ve 6liim sayilar:
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Sekil 3. Kadmlar i¢in diinyadaki tahmini insidans ve 6liim sayilar1 (DSO'den, 2)

Diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de akciger kanseri 2020 yilinda tahmini olarak en
cok yeni vaka goriilen kanser tiirlidiir ve kanser kaynakli 6liimlerin ilk sirasinda yer
almaktadir (Sekil 4) (2).

Tiirkiye'deki Tahmini Tiirkiye'deki Tahmini
Yeni Vaka Sayilan Akciger Oliim Sayilan
41264 (17.6%)
Akciger
Kanserler 37070 (29.3%)
41378 (32.8%)
Diger
88 755 (38%)
Meme
24 175 (10.3%)
et ‘ Kolorektal
21191 (9.1%) X olorel
) Karaciger = 10 798 (8.5%)
5 461 (4.3%)
Prostat
Mesal Prostat Mide
12248 (5.2%) 19 444 (8.3%) 8454 (4% 10789 (8.5%)
Mide Tiroid Meme Pankreas
13075 (5.6%) 13682 (5.9%) 7161(5.7%) 8214(6.5%)
Total : 233 834 Total : 126 335

Sekil 4. Her iki cinsiyette Tiirkiye'deki tahmini yeni vaka ve liim sayilar1 (DSO’den, 2)

2.2.2. Akciger Kanseri Etiyolojisi

Hiicrelerin ¢esitli etkenlere maruz kalmasi sonucu DNA’larinda hasar meydana
gelebilmektedir. Meydana gelen hasarlar DNA onarim mekanizmalar1 tarafindan
onarilmaktadir. Hiicrede meydana gelen ve tek bir mutasyonla baslayan DNA hasarlarinin
onarilamadig1 durumlar kanser olusumuna kadar ilerleyebilmektedir. Hiicrelerin normal
biiylimesini ve ¢ogalmasini kontrol eden, DNA’da hasar meydana geldiginde onarimini,

onarilmazsa da apoptozun indiiklenmesinden sorumlu olan tiimdr baskilayict genler



bulunmaktadir. Benzer sekilde hiicrelerin ¢ogalmasinda ve farklilagmasindan sorumlu olan
proto-onkogenler bulunmaktadir. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucu timdr
baskilayici genlerin inaktive olmasi veya proto-onkogenlerin aktivasyonu kanser

olusumunu baslatmaktadir (37).

Tiimor baskilayict genlerden birisi olan TP53 geni kanser tiirlerinde en sik
mutasyona ugrayan genlerden birisidir. Kanserlerin yaris1 TP53 geni mutasyonu igerirken,
bir¢ok kanser tiiriinde de islevi tehlikededir. TP53 geni bir transkripsiyon faktorii olan p53
proteinini kodlamaktadir. p53 proteini; DNA onarimi, yaglanma, hiicre dongiisli kontroli,
otofajik ve apoptozda rol oynamaktadir (38). DNA hasari, radyasyon, reaktif oksijen
tirlerinin yiiksek iiretimi, birka¢ farkli onkogenin aktivasyonu gibi nedenler p53’iin
transkripsiyonunu etkilemektedir (39). p53 proteininde meydana gelen bir anormallik
sonucu hiicre dongiisii kontrolii kaybedilir ve hiicre dongiisii sinirsiz hale gelerek hasarli
DNA kopyalanir, bu da kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina ve tiimor olusumuna neden
olmaktadir (40). TP53 genindeki mutasyonlar akciger kanseri hastalari icin de en yaygin
genetik degisikliklerden birisidir. KHAK ve KHDAK hastalarinin neredeyse %70 ve
%350’sinde bu gende mutasyona rastlanmigtir. p53 proteini fonksiyon kaybi akciger
kanserinde erken evrede gerceklesen bir olaydir ve etiyolojisinde rol oynamaktadir. Ayrica
insan kanserinde p53 eksikligi ¢cok yaygin oldugundan, bu protein kanser tedavisinde iyi
bir hedeftir. Tedavide kullanilan ajanlarin ¢ogu dogrudan DNA'y1 hedefler ve bu tiir
tedavilere yanit olarak p53, DNA onarim siirecinin ve hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ve

apoptozun koordinatorii olarak islev gormektedir (40, 41).

Apoptoz, kaspazlarin merkezi bir rol oynadig1 ve aktivasyonu intrinsik ve ekstrinsik
olmak iizere iki ana yolak tarafindan gerceklestirilen bir hiicre 6liim mekanizmasidir.
Intrinsik yolak, DNA hasari, kalsiyum asir1 yiiklenmesi, reaktif oksijen tiirleri sayismin
artmas1 gibi hiicre i¢i sinyallerle aktive olmaktadir. Bu sinyaller mitokondri zarinin
gecirgenligini degistirerek sitokrom c gibi apoptotik proteinlerin salinmasini ve kaspaz-
3’in aktive edilerek apoptozun gerceklestigi bir dizi reaksiyona yol agmaktadir (42).
Kanserin ayirt edici 6zelliklerinden birisi apoptoz inhibisyonu olmakla birlikte apoptozun
indiiklenmesi ise tlimorler icin terapotik bir yaklagimdir. Azalmis serum sitokrom c
seviyeleri inhibisyonu ile iliskiliyken artmis seviyeleri indiiksiyonu ile iligkilidir (43).
Diisiik sitokrom c seviyeleri oksidatif strese, mitokondriyal/hiicresel hasara ve KHDAK

gibi cesitli kanser tiirlerine neden olmaktadir (44). KHDAK hastalarinin kemoterapi



tedavisi Oncesi ve sonrasi serum sitokrom c¢ seviyeleri incelenmistir. Yeni tani almis
hastalarin saglikli bireylere oranla {i¢ kat daha diislik serum sitokrom c seviyelerine sahip
oldugu goriilmiistiir. Ayn1 sekilde ileri evre hastalarin daha diisiik seviyelere sahip oldugu
goriilmiistiir. [lk kemoterapi sonrasinda ise hastalardaki sitokrom c seviyesinin 13 kattan

fazla arttig1 gézlemlenmistir (45).

Apoptozun baslatilmasinda ve yiiriitilmesinde kaspazlar 6nemli bir yere sahiptir.
Kaspazlar, kanser de dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklarla iliskilidir. Ozellikle apoptozun
diizenlenmesinde rol oynayan kaspaz-3, kanser tedavilerinde 6nde gelen hedeflerden
biridir (46, 47). Sitotoksik ilaglar, radyoterapi, immiinoterapi gibi antikanser tedaviler
kaspaz-3’i aktive ederek kanserli hiicrelerin 6liimiine neden olabilmektedir. Bu nedenle
kaspaz-3 aktivasyonu uygulanan tedavinin etkinligini belirlemede belirte¢ olarak

kullanilabilmektedir (48).

Kadmlarda CYP1Al geninin asir1 ekspresyonu, karsinojenezin ilk adimi
sayilabilecek ve sigara kullanimindan bagimsiz olarak akciger kanserinde goriilen DNA
eklentilerinin olugmalarinda artisa neden olmaktadir. Glutatyon S-transferaz M1 geninin
azalan ekspresyonu DNA’ya hasar verdigi bilinen reaktif oksijen tiirlerinde artisa neden
olmaktadir (49). Epidermal biiyiime faktorii reseptorii genindeki ya da yolundaki
mutasyonlar, KRAS genindeki ve EML4-ALK onkogenindeki mutasyonlar, hepatosit
biiytime faktorii reseptdriiniin (c-MET) asir1 ekspresyonu ya da mutasyonu, fosfo inositol
3-kinaz katalitik alt birim (PI3KCA) geni amplifikasyonu, protein tirozin fosfataz ve tensin
homologu (PTEN) geni delesyonlari, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptdriiniin
asirt ekspresyonu, ROSI translokasyonu, epigenetik degisiklikler ve insiilin benzeri
bliytime faktoriindeki degisiklikler de akciger kanserinin gelismesinde rol oynamaktadir

(50).

Akciger kanseri tiirlerinin gelisimine genetik faktorlerin yani sira tiitlin tiikketimi,
yas, aile hikayesi, hava kirliligi ve asbest maruziyeti gibi faktorler de neden olmaktadir.
Ailesinde akciger kanseri Oykiisii olan bireylerde sigara igmeyen bireylere kiyasla akciger
kanseri riskinin 2 kat daha fazla oldugu ve malign olmayan akciger rahatsizligi olan
kisilerde de akciger kanseri riskinin arttigi goriilmiistiir (51, 52). Titlin igerisindeki
nikotinin yanmasiyla polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve N-nitrozaminler gibi 60’tan
fazla kanserojen olusmaktadir. Olusan bu bilesikler DNA hasarina ve mutasyonlara neden

olarak yillar sonra kanser riskini artirmaktadir (29). Akciger kanseri insidans1 hem sigara



icenlerde hem de hi¢ sigara igmeyenlerde yasla birlikte artmaktadir (52). Yasliliktaki
yiiksek insidansi; sigara igme siklig1, sigaray1 biraktiktan sonra gecen siire ve elektronik
sigara kullanim1 gibi faktorlerle iliskilidir (54). Fosil yakitlarin yanmasiyla agiga ¢ikan
kanserojenlerden polisiklik aromatik hidrokarbonlar, sanayi bolgelerinde yasayan insanlar
tarafindan solundugu icin risklidir ancak meslegi nedeniyle uzun siire maruz kalan
iscilerdeki akciger kanseri riski daha yliksektir (55). Asbest insaatta kullanilan bir
mineraldir. Akcigerde lif biriktirmektedir ve akciger kanserinin de ig¢inde oldugu ¢esitli
akciger hastaliklariyla iliskilendirilmistir. Akciger kanseri vakalarinin %35-10'unu asbest
olusturmaktadir (29). Hava kirliligi akciger kanseri i¢in bir risk faktoriidiir. Hava kirliligi
sigara kullanimindan ayr1 olarak akciger kanseri riskinde ve mortalitesinde etkisi oldugu

bilinmektedir (56).
2.2.3. Akciger Kanseri Tedavisi

Akciger kanseri tedavisinde hastanin durumuna gore cerrahi, radyoterapi,
kemoterapi, hedefli terapi ve immiinoterapi yontemleri kullanilmaktadir. Cerrahi, tiimorlii
dokunun ¢ikarilmasidir ve cogu kanser tiirlerinin, ozelikle kati tlimorlerin birincil
tedavisidir (57). KHDAK olan hastalarda evre I ve II’de uzun siireli sag kalim i¢in en iyi
secenektir. Cerrahi rezeksiyon sonrasi bes yillik sag kalim oranlar1 evre I hastalar1 i¢in
%60-80 iken evre II hastalar1 i¢cin %30-50’dir. Ameliyata uygun olmayan ya da ameliyat
olmak istemeyen hastalarda radyoterapi uygulanmaktadir (58). Radyoterapi, bir timori
kiigtiltmek i¢in yiiksek enerjili X 1sinlarinin uygulanmasidir. Genellikle cerrahi veya
alternatif kemoterapiyle veya bir tiimoriin boyutunu kiiciilterek cerrahiye yardimci olmak
icin neo-adjuvan tedavi olarak kullanilmaktadir. Sadece tiimor bolgesini etkiledigi icin
lokal tedavi olarak kabul edilmektedir (57). Hastaligin tiim evrelerinde ve hasta performans
durumunun tiim kategorilerinde kullanilabilen tek tedavi yontemidir (59). Tedavideki amag
ya iyilestirmektir ya da semptomlar1 hafifletmektir (5). Teknolojik gelismelerle birlikte
radyoterapinin tiimorleri daha iyi hedef almasi saglanarak cevredeki normal dokularin
rastgele 1sinlanmast azaltilmigtir. Boylece hem sag kalim artirilmig hem de toksisite

azaltilmistir (60).

Akciger kanseri teshisi konan hastalarin ¢gogunlugu evre IV hastalaridir. Tedavileri,
sag kalim1 ve yasam kalitesini iyilestirmeyi amaglamaktadir. Evre IV KHDAK hastalar
icin ilk tedavi adimi genellikle tiimoriin durumuna gore uygulanan kemoterapidir (61).

Kemoterapi, kimyasallar veya ilaglar kullanilarak kanser hiicrelerinin oldiiriilmesidir.
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Rezeke edilemeyen ve metastatik kanserli hastalar kemoterapiden fayda gorebilmektedir
(57). Kemoterapi ilaglar1 genellikle kanser hiicresinin bilyiimesini, bdliinmesini ve daha
fazla hiicre iiretmesini engelleyerek kanser hiicrelerini yok etmek i¢in kullanilmaktadir.
Genellikle tek baglarina ya da farkli ilaglarla kombine edilerek verilmektedir (62).
Gemsitabin, sisplatin (62), pemetrekset, paklitaksel (63), karboplatin ve etoposid (64)
akciger kanseri tedavisinde kullanilan kemoterapdtik ilaclardir. Bu ilaglar kanserli
hiicrelerin DNA’s1 i¢in toksiktirler. Ancak ¢ogalan hiicreleri rastgele oldiirdiiklerinden
dolay1 hastalarda asir1 yorgunluk, ishal, ndropati gibi yan etkilere neden olmaktadirlar (65).
Farkli asamalardaki bir¢ok kanser tiirlinde kemoterapi énemli bir tedavi yontemidir ancak
bir¢ok durumda kanser hiicreleri ilag direnci gelistirerek kemoterapiye yanit veremez hale
gelmektedir. Ayrica radyoterapi ve kemoterapi yontemleri sag¢ dokiilmesi, lenfédem, kan
pihtisi, kemo-beyin, gastrointestinal problemler ve kilo kaybi gibi yan etkilere neden
olabilmektedir. Bu nedenle yeni ve alternatif tedavi yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir

(66).

Hedefe yonelik tedavilerin kullanimina biiyiik bir ilgi vardir. ilerlemis KHDAK
tedavisinde kullanilan dort hedefe yonelik ilag bulunmaktadir: gefitinib, erlotinib,
setuksimab ve bevasizumab. Bu ilaglardan gefitinib ve erlotinib, epidermal biiytime faktorii
reseptorii (EGFR) olan tirozin kinazin, erlotinib EGFR’nin ve bevasizumab vaskiiler
EGFR’nin inhibitdrleridir (65). Bu ilaglarin sitotoksik ilaglarla kullanimi ciddi yan etkilere
neden olmamistir ancak yine de tedavi goren kisilerde akneiform dokiintii, kseroz ve
egzama gibi dermatolojik yan etkilere neden olmustur (67). Fotodinamik terapi de akciger
kanseri tedavisinde kullanilan etkili bir yontemdir. Isigin, fotoduyarlastirict ve molekiiler
oksijenin fotokimyasal etkilesimi, reaktif oksijen tiirlerini iireterek kanser hiicrelerinin

Oliimiine neden olmaktadir (68).

Immiinoterapi, hastaligin metastaz yapmasmi oOnlemeyi ve bireylerin yasam
kalitesini artirmay1 amaclayan bir tedavi yontemidir. Lenfokinler, asilar veya antikorlar
gibi immiinoterapdtikler ile bagisiklik sisteminin tamamlanmasina veya uyarilmasina
dayanan bir tedavi yontemidir. Hastanin bagisiklik sisteminin tiimdr gelismeden Once

anormal hiicreleri erkenden yikmasi hedeflenmektedir (69).
2.3. Hiicre Oliimii ve Mekanizmalar

Hiicreler kaza sonucu ya da regiile edilmis olarak 6lebilmektedirler. Regiile hiicre

Olimii ayn1 zamanda programli hiicre oliimii, 1842°de Karl Vogt’un kurbagalarda dlen

11



hiicreleri fark etmesiyle aragtirilmaya baslanmistir. 1972°de Kerr, Wyllie ve Currie’nin
hiicre Oliimiiniin bir formu olarak ‘“apoptoz”u tanimlamasi ve bu hiicre Oliimiiniin
morfolojisini agiklamasiyla arastirmalar hiz kazanmistir (70). 1973 yilinda Schweichel ve
Merker, hiicre 6liimii tiirlerini morfolojik 6zelliklerine gore Tip I, IT ve III olacak sekilde
siiflandirmigtir. Bu siniflandirmaya gore Tip I apoptozdur ve hiicre biiziigmesi, membran
tomurcuklanmasi, DNA fragmantasyonu ve kromatin kondenzasyonu ile karakterizedir.
Tip II otofajiktir, vakuollerin olusumu ve sitozolik materyaller ve organellerin olusumuyla
karakterizedir. Son olarak Tip III nekrozdur, membran biitiinliigii kayb1 ve organellerin
sismesi ile karakterizedir (71, 72). Ancak 2018’de Uluslararas1 Hiicre Oliimii Terminoloji
Komitesinin yayinladig1 kilavuzda hiicre 6liimii tiirleri morfolojik 6zelliklerinin yani sira
fonksiyonel yonleri, enzim alimini ve immiinolojik tepkileri dikkate alarak siniflandirmistir
(73). Hiicre olumii tiirleri programli olmayan hiicre 6limii ve programli hiicre 6limii
olarak iki kategoride incelenebilmektedir. Programli olmayan hiicre 6liimii nekrozu temsil
etmektedir (74). Nekroz; hiicrenin radyasyon, 1s1, kimyasallar gibi etkenlerden siddetli
hasar gérmesi sonucu olusan enerjiden bagimsiz bir hiicre oliimiidiir. Nekroz, plazma zar1
biitiinltiglinlin kaybi, organel ve hiicre sismesi, hiicre lizisi ile karakterizedir. Zararli hiicre
ici bilesenlerinin sizmasi komsu hiicrelere zarar verebilir ve inflamasyonu

tetikleyebilmektedirler (75, 76).

Programli hiicre 6liimii tiim cok hiicreli organizmalar i¢in 6nemlidir. Caligmalar
programli hiicre 6liimii olan apoptoza yogunlasmis olsa da apoptotik olmayan nekroptoz,
piroptoz gibi apoptotik olmayan programli hiicre 6liimii tiirleri de bulunmaktadir. Bu tiirler
apoptozdan bagimsiz olarak indiiklenebilir ya da apoptoz gerceklestirilemediginde devreye
girmektedirler (77). Apoptoz, programli hiicre 6liimiiniin ilk tanimlanan tiiriidiir ve doku
homeostazinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Hiicre dongiisiine, bagisiklik sisteminin
normal ¢aligmasina ve embriyonik gelisime katkida bulunmaktadir (78). Her hiicre, 6lim
veya hayatta kalim sinyali veren i¢sel bir mekanizmaya sahiptir. Bu sinyalde meydana
gelen bir dengesizlik apoptoza neden olabilmektedir (79). Apoptoz siirecinde hiicre
morfolojisinde hiicre biizligmesi, plazma zar1 tomurcuklanmasi, apoptotik cisimlerin
olusumu, kromatin kondenzasyonu ve DNA parcalanmas: degisiklikleri meydana
gelmektedir (80). Hiicre zarindan fosfatidilserin gibi hiicre yiizeyi belirteclerinin salinmasi,
makrofajlarin apoptotik cisimleri fagosite etmesine ve ikincil nekrozu Onlenmesini

saglamaktadir (81).
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Apoptozda kaspazlar merkezi bir gorev iistlenmektedir. Bir hiicrenin kaspaz
aktivitesinin uygun sekilde diizenlenmemesi karsinojenez, otoimmiinite, norodejenerasyon

ve immiin yetersizlige yol agan anormal apoptotik hiicre dliimiiyle sonu¢lanmaktadir (79).

Kaspazlar, sistein-bagimli-aspartat spesifik proteazlar ailesidir. 20 kD’luk biiyiik ve
10 kD’luk kiiclik katalitik alt birimlerinin takip ettigi bir amino-terminal alanindan
olusmaktadirlar (79, 82). Hiicre icinde inaktif prokaspazlar seklinde sentezlenmektedirler.
Apoptotik sinyal kaskadlarindaki konumlarina gore baslatic1 (kaspaz-2, -8, -9 ve -10) veya
efektor/sonlandirict (kaspaz-3, -6 ve -7) kaspazlar olarak siniflandirilmaktadirlar (82).
Baslatict kaspazlarin amino terminal uglarinda kaspaz protein toplayici bolge (Caspase
recruitment domain/CARD) ve Oliim etkileyici bolge (Death effector domain/DED)
bulunmaktadir. Efektor kaspazlarda ise bu golgeler bulunmaz bu nedenle aktive olmak igin

bagslatici bir kaspaz tarafindan kesilmeleri gerekmektedir (83).

Apoptozun  gerceklesmesi i¢cin  kaspazlarin  aktivasyonu gergeklesmelidir,
aktivasyonlarint da iki ana hiicresel sinyal yolagi kontrol etmektedir. Bunlar ekstrinsik
(6liim reseptorii) ve intrinsik (mitokondriyal) yolaklaridir (84). Ekstrinsik yolak, 6liim
reseptOrii  ligandlarmin  baglanmasiyla ya da baglilik reseptorlerinin ayrilmasiyla
indiiklenmektedir. Kaspaz-8 ve -10 6lim reseptorii aracili, kaspaz-9 baglilik reseptorii
aracili apoptozu baslatmaktadirlar (72). Oliim reseptorleri timdr nekroz faktdr reseptorii
(TNFR) iist ailesinin bir alt kiimesidir ve sitoplazmik kisimlarinda 6liim bolgesine (Death
domain) sahip olmalariyla ayirt edilmektedirler (85). TNFR1, Fas, DR3, timér nekroz
faktor (TNF) iliskili apoptoz indiikleyici ligand reseptor 1 (TRAILR1), TRAILR2,
ektodisplasin A ve sinir biiylime faktorii reseptorii (NGFR); tanimlanmis olan sekiz adet
oliim reseptorleridirler (86). Oliim sinyallerinin 8liim reseptdrlerine baglanmasiyla olusan
trimerik yapiya adaptor molekiiller ve prokaspazlarin eklenmesi sonucu dliime sebep olan
sinyal kompleksi olusmaktadir. Kompleks olusumdan sonra prokaspaz-8 aktif formu olan
kaspaz-8’e dontigmektedir. Kaspaz-8, direkt veya dolayli olarak kaspaz-3’ii aktive
etmektedir. Kaspaz-3’lin  aktivasyonu ¢esitli  hiicresel bilesenlerin  proteolitik
parcalanmasin1 ve proapoptotik faktdrlerin aktivasyonu ile hiicresel o6liimiin son
asamalarina yol agmaktadir (87). Sonug olarak kaspaz aktive eden DNAz aktivasyonuyla

DNA fragmantasyonuna neden olmaktadir (88).

Intrinsik (mitokondriyal) yolak, toksik ajanlar veya DNA hasari ile hiicre igi

homeostazi dengesizligi ile tetiklenmektedir. Sitokrom c’nin sitoplazmaya salinmasiyla
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sonuclanan mitokondriyal dis zar gecirgenligiyle karakterizedir (6). Bel-2 ailesini olusturan
proapoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin apoptotik mekanizmalarda 6nemli diizenleyici
rolleri bulunmaktadir. p53 proteini, Bcl-2 protein ailesinin diizeylerini regiile ederek
intrinsik yolakta rol olmaktadir. Hasarli hiicrelerin apoptoz ile Olmelerini saglar ve
antiapoptotik proteinlerin salinimini azaltmaktadir (89). Proapoptotik/antiapoptotik protein
oran1 hiicreye ne olacagina karar vermektedir. Oran yiiksek ise hiicre apoptoza daha fazla

egilimliyken oran azaldiginda hiicre apoptoza daha az agilimli hale gelmektedir (90).

Proapoptotik proteinlerin asir1 ekspresyonu mitokondrinin dis zarindaki gézenekleri
acarak i¢ zarinin iyonlara ve ¢oziinen molekiillere gegirgenligini artirmaktadir. Artan i¢ zar
gecirgenligi; matrikse dogru akisi, organelin sismesini ve dis zarin yapisinin bozularak
sitoplazmada sitokrom c ekspresyonuyla sonuglanmaktadir (89). Sitokrom ¢ mitokondriden
salindiktan sonra apoptotik proteaz aktive edici faktér 1 (APAF1) sitoplazmaya girerek
adaptor sitokrom c molekiiline baglanir. Kaspaz aktivasyonu igin gerekli olan bu
kompleks apoptozom olarak adlandirilmaktadir. Apoptozom, inaktif olan pro-kaspaz-9’a
baglanir ve aktif kaspaz-9 olusur. Kaspaz-9’da efektor olan kaspaz-3, -6 ve -7’yi aktive

ederek apoptozun sonlandirilmasini saglamaktadir (43, 91) (Sekil 5).

Canli hiicre |

| Programh olmayan hiicre 6liimii

Apoptotik olmayan { oo
(Nekroptoz, piroptoz) { 4

Nekroza ugramis hiicre

Programl hiicre limii | 4——

Ekstrinsik yolak

@ icann

Q) OLOM RESEPTORD
-

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn TR

APOPTOZOM

NIJC)
o O¢

e
& ‘~e
oo

®,
. APOPTOZ

Sekil 5. Hiicre 6liimii ve mekanizmalari (Loreto’dan, 92)
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Kanser hiicrelerinde Bcl-2 ve Bel-XL gibi bazi antiapoptotik proteinlerin diizeyleri
artmistir. Boylece kanser hiicreleri apoptozu inhibe ederek sag kalabilmektedirler. p53
proteini, hem proapoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerini hem de spesifik 6liim reseptorlerinin
ekspresyonunu indiiklemektedir. Bu nedenle, p53 aktivitesini tesvik eden terapdtik
stratejiler, her iki yolla da apoptozun indiiklenmesini kolaylastirabilir. Ayrica ilaglarla veya
kat1 tiimorlerde gen diizenlemesiyle kaspazlari hedef alan yeni antikanser terapotik

stratejiler gelistirilme asamasindadir (6).
2.4. Epimedium Cinsi

Epimedium, Berberidaceae familyasina ait en biiylik otsu cinstir. Cin, Epimedium
cinsinin gesitlilik ve dagitim merkezidir ayrica yeni tiirlerin kesfedilebilecegi tek yerdir.
Toplam tiirlerin yaklasik %80’i Cin’in merkezinde ve giineydogusunda bulunmaktadir.
Tiirler, Cin disinda Akdeniz bolgesi, Bati ve Dogu Asya’da diizensiz bir sekilde ormanlik
ve calilik alanlarda dagilim gostermektedir. 1753’te Linnaeus cinse ait ilk tiir olan
Epimedium alpinum’u kaydettikten sonra Morren ve Decaisne (1834), Fischer ve Meyer
(1846), Franchet (1886), Komarov (1908) ve Stearn (1938-2002) tarafindan cinsin
monografik ve sistematik calismalari gergeklestirilmistir (18, 93). Epimedium cinsi
bitkilerin kimyasal igerikleri incelendiginde prenillenmis flavonoitler ana bilesen olmak
lizere 260’tan fazla bilesik tanimlanmistir. Yapilan ¢alismalarla birlikte Epimedium ve
aktif bilesiklerinin genis capli farmakolojik etkilere sahip oldugu goriilmiistiir (94). Bu
cinse ait bitkilerin toprak tstii kisimlarindan elde edilen ekstreler afrodizyak ve anti-
romatizmal etkileri nedeniyle Cin, Japonya ve Kore’de kullanilmaktadir. Ayrica cinsel
islev bozukluklari, kemik erimesi, kardiyovaskiiler hastaliklar1 ve astim gibi hastaliklarin

tedavisinde yardimci olarak kullanilmaktadir (95).
2.4.1. Epimedium Cinsi’ne Ait Botanik Bilgiler

Cinsin ait oldugu Berberidaceae familyasi, kabul edilmis 13 cins ve 747 tiirden
olusmaktadir (96) (Tablo 1). Familyanin ikinci en biiyiik genusu olan Epimedium cinsine
ait 69 tiir bulunmaktadir (97). Tiirlerin biiyiik bir kism1 Cin’de endemikken kiicilik bir kism1
Kore, Japonya, Tiirkiye, Bulgaristan, Cezayir ve Iran’m yam sira Rusya’nin uzak dogu
bolgesi, Bati Himalayalar, Kuzey Afrika, Kafkasya bdlgesi, Kuzey Italya ve Akdeniz
bolgesinde daginik olarak yer almaktadirlar (98).

15



Tablo 1. Epimedium cinsinin bitki sistematigindeki yeri (14)

Boliim Spermatophyta
Alt Boliim Angiospermae
Simif Dicotyledones
Alt Stmif Dialypetalae
Takim Ranales
Familya Berberidaceae
Cins Epimedium L.

Epimedium dogal olarak nemli ormanlarin altindaki kayaliklarda, akarsulara yakin
alanlarda ve 200-3700 metre rakimlarda, islak arazilerde yetismektedir. Yetistirmek
istendiginde nemin yiiksek oldugu, giines 1s1gindan korunan asitli topraga ekilmelidir.
Biiyiime kosullarinin Epimedium tiirlerindeki bilesenlerin igerigini etkiledigi bilindiginden
bitki biiyiitiilirken uygun kosullar saglanmalidir. Mart ayindan Mayis ay1 sonunda kadar
olan siire iireme donemidir ve yeterli 1518a ihtiya¢ duymaktadir. Kurak ve sicak giinlerde
sulanmalidir (94, 98).

Epimedium tiirleri; az biiyliyen, yaprak doken, dayamikli, ¢ok yillik bitkilerdir.
Yaprakeiklart ovat, kordat veya akuminat sekillerinde, uzunluklari 2.5-13.5 cm ve
genislikleri 1.5-7.5 cm olabilmektedir. Cigekleri Piskopos sapkasina benzer ve mor,
pembe, sar1, beyaz renklerindedirler. Cigegin dorder adet i¢ ve dis olmak iizere sekiz adet
canak yapragi vardir. Distakiler esit boyda degildirler ve igtekiler petaloiddir. Cicegin 1
ovaryumu ve 4 stameni vardir (14, 94). Epimedium tiirlerinde bitkilerin ¢igek boyu, petal
tipi ve i¢ ¢anak yapraklar1 gibi 6zellikler siniflandirilmasinda énemlidir. Tiirlerin petalleri
onemli bir cesitlilik gostermektedir (93). Yaprakeik sayisi, ¢igcekli govde tlizerindeki yaprak
sayis1 ve yaprakciklarin morfolojisi onemlidir. Yapraklar karakteristiktir ve sadece
yapraklardan cins tanimlanabilmektedir. Rizom sekli yani uzama ve kalinlik derecesi her
tiir icin nispeten sabittir. Govdesi diiz ve yuvarlaktir, az ¢esitlilik gostermesine ragmen bazi

tiirler i¢in 6zgiindiir (18).
2.4.2. Epimedium Cinsi’nin Etnofarmakolojik Kullanimi

Epimedium tiirlerinin yapraklarinin disinda rizomlar1 basta Guizhou eyaleti olmak

tizere Cin’in bazi bolgelerinde kullanilmaktadir. Yapraklar erkeklerde cinsel islev
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bozukluklari, osteoporoz ve kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilirken

rizomlar romatoid artrit ve astim tedavisinde kullanilmaktadir (16).

Bes farkli Epimedium tiiriiniin kurutulmus yapraklarindan elde edilen Epimedii
folium, 2010 yilinda Cin Farmakopesi’ne eklenmistir. Bu karisim Cin’in farkhi
bolgelerinde karaciger ve bobregin rejenerasyonu, bdbrek yetmezligi, impotens,
romatizma, uyusukluk spazmini tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir. Ayrica hastaliklar
onleyen ve viicudu gii¢lendiren bir takviye olarak da kullanilmaktadir. Epimedii folium,
Cin ve Japonya’da tek basina veya formiilasyonlariyla osteoporoz, cinsel islev bozuklugu,
hipertansiyon ve kronik obstriiktif akciger hastaligi gibi hastaliklarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (11).

Epimedium tiirlerinin toprak iistii ve toprak alt1 kisimlar1 Cin halk ilaglarinda anti-
romatizmal ila¢ olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Kore’de Epimedium koreanum

geleneksel olarak impotens, spermatore ve unutkanlik i¢in kullanilmaktadir (16, 95).

Epimedium acuminatum Franch. tlirlinlin toprak iistii kisimlar1 2000 yildan fazla bir
stiredir Cin, Japonya ve Kore’de tonik, afrodizyak ve anti-romatizmal olarak yaygin
kullanima sahiptir (99). Epimedium brevicornum Maxim., binlerce yildir kardiyovaskiiler
hastaliklar, kisirlik, impotens, amnezi, lumbago, artrit ve uzuvlarin uyusma ve zayifliginin
tedavisinde Cin’de yaygin olarak kullanilmaktadir (100). Epimedium tiirlerinden izole
edilen ikarin bileseni, erkeklerde cinsel islevin artirilmasinda ve yaglanmayla ilgili
hastaliklarin tedavisinde tibbi bitkisel tonikler olarak Asya iilkelerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (101).

2.4.3. Epimedium Cinsi’nin Kimyasal Bilesenleri

Epimedium tiirlerinden flavonoitler, polisakkaritler, ucucu yaglar, fitoseroller,
fenolik asitler ve alkoloitler dahil olmak iizere 260°tan fazla bilesen izole edilmistir (17).
141 flavonoit, 31 lignin, 12 iyonon, 9 fenol glikozit, 6 feniletanoid glikozit, 5 seskiterpen
ve cok sayida ikincil metabolitten olusan c¢esitli kimyasal icerik profiline sahiptir.
Bunlardan en 1iyi bilinenleri flavonoitlerken en belirgin bilesenler prenillenmis
flavonoitlerdir (102). Flavonoitlerden Ozellikle ikarin, epimedin A, epimedin B ve
epimedin C'nin biyolojik olarak aktif oldugu bilinmektedir (103). ikarin ana aktif
bilesendir. ikarisit II baska aktif bir flavonoit glikozittir ve ikarinin enzimatik hidrolizinden
elde edilen bir in vivo farmakolojik metabolitidir (11). Baohuozit I, baohuozit II, epimedin

A, epimedin B, epimedin C, kuersitrin, sagittatozit A, sagittatozid B, hiperozit, ikarisit I,
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ikarin ve astragalin izole edilen diger bilesiklerdir ve farmakolojik olarak ¢esitli 6zelliklere

sahiptirler (17).
2.4.4. Epimedium Cinsi’ne Ait Biyolojik ve Farmakolojik Calismalar

Epimedium tiirlerine ait biyolojik ve farmakolojik ¢aligmalar, tiirlerin antitiimor,
anti-osteoporoz ve yaslanma karsit1 gibi ¢esitli aktivitelerinin oldugunu ayrica
kardiyovaskiiler sistem, bagisiklik sistemi ve kemik metabolizmasi lizerinde de diizenleyici

etkilerinin oldugunu gostermektedir (104).

Farelerde yapilan bir deneyde Epimedium sagittatum’un yapraklarinin metanol
ekstresinin makrofajlar lizerinde uyarici bir etki gosterdigi ve retikiiloendotelyal sistemin
fagositik aktivitesini destekledigi goriilmiistiir. Bagka bir calismada E. sagittatum’un
kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda immiin yetmezligi ve cinsel islev bozuklugunu
tyilestirdigi bildirilmistir (105). Post-menopozal kadinlarda, 24 aylik randomize, ¢ift kor ve
plasebo kontrollii bir ¢alisma yapilmistir. Epimedium tiirevli fitodstrojen flavonoitlerin
endometriyum {iizerinde saptanabilir bir hiperplazi etkisine yol agmadan post-menopozal

kadinlarda kemik kaybini 6nlemede yararli etki gosterebildigi sonucuna ulasilmistir (106).

Erektil disfonksiyonu tizerindeki etkilerini aragtirmak i¢in yapilan klinik, ¢ift kor
bir ¢aligmada en az 45 giin boyunca bir grup erkege sildenafil verilirken diger gruba da
Epimedii folium takviyesi verilmistir. Bunun sonucunda da takviye kullananlarin sildenafil

kullananlara oranla cinsel doyumu daha fazla artirdig1 goriilmiistiir (107).

Farkli bir ¢alismada Epimedium ekstresinin ve ikarin bilesiginin periferik sinir
onarmi iizerindeki etkileri ezilme yarasi olan bir sican modelinde arastirilmistir. Ikarin
gruplarinin kontrole gore Epimedium ekstresi gruplarimin ise hepsine gore daha iyi
iyilesme gosterdigi goriilmiistiir. Bunun sonucunda da Epimedium ekstresinin periferik
sinir yenilenmesini etkili bir sekilde destekledigini ve hasarli sinirlerin islevini

tyilestirdigini gostermektedir (108).

Epimedii folium’un farkli konsantrasyonlardaki etanol ekstrelerinin insan meme
kanseri (MCF-7) hiicrelerindeki antiproliferatif etkisi incelenmistir. %95’lik etanol
ekstresinin  (100-800 pg/mL) hiicrelerin ¢ogalmasini yiiksek Olclide engelledigi
belirlenmistir. %70’lik etanol ekstresinin bir miktar ¢ogalmay1 engelledigi %20 ve 40’lik

etanol ekstrelerinin ise dikkate deger bir engelleme yapmadig1 gozlemlenmistir (109).
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Epimedii folium’dan izole edilen ikaritinin aktive edilmis hepatik stellat
hiicrelerinde intrinsik yolakla apoptozu indiiklemekte oldugu ve siganlarda karaciger

fibrozunun gelisimini iyilestirdigi goriilmiistiir (110).

Epimedium tiirlerinden elde edilen ve ana bilesen olan ikarin, kanser hastalarinda
lenfokinle aktive olmus dogal o6ldiiriicii hiicre ve dogal oldiiriicii hiicre aktivitesini
artirmaktadir (105). Ikarin; reaktif oksijen tiirlerine bagli, c-Jun N-terminal kinaz ve p38
yollarin1 inhibe ederek H9c2 sican kardiyomiyosit hiicrelerini anjiyotensin II’nin neden

oldugu hipertrofi ve apoptozdan korumaktadir (111).

Hepatoselliiler karsinom tedavisinde kullanilan arsenik trioksitin ikarin ile
kullanildigindaki aktivitesi incelenmistir. Ikarinin arsenik trioksitin aktivitesini in vitro ve
in vivo olarak giiclendirdigi bunu da hiicre i¢i reaktif oksijen tiirler iireterek ve NF-kB

aktivitesini inhibe ederek gerceklestirdigi sonucuna ulasilmigtir (112).

Ikarinin hepatoselliiler karsinom (HepG2) hiicrelerinin proliferasyonu ve hiicre
iskeleti lizerindeki etkilerini incelemek amaciyla bir ¢aligma yapilmis ve kontrol olarak
oksaliplatin kullamilmustir. Tkarinin kontrol grubuna kiyasla Bcl-2 protein ekspresyonunu

azaltarak apoptozu destekledigi ve aktin hiicre iskeletini bozdugunu gostermistir (113).

Ikarinin A549 hiicrelerine kars1 antikanser etkileri in vivo ve in vitro olarak
incelenmis ve bu siirecteki endoplazmik retikulum stres (ERS) sinyalinin rolii
arastirilmistir. Sonug olarak ikarin tedavisinin dozu ve siiresi arttik¢a kanser hiicrelerinin
canliliginin azaldigi ERS iliskili molekiillerin arttig1 gorilmistiir. Ayrica kaspaz-3
aktivitesi ve reaktif oksijen tiirlerinin sayis1 artmigtir. Apoptozla iligkili bir protein olan
PUMA nin ekspresyonunun arttirdig1 ve Bcl-2 protein ekspresyonunu azaltarak hiicrelerin

biiylimesini inhibe ettigi gdzlemlenmistir (114).

E. alpinum L. bitkisinin toprak {istli ve toprak alt1 kisimlarinin metanol ekstrelerinin
kronik miyeloid 16semi (K562) hiicrelerindeki sitotoksisite aktivitelerini belirlemek i¢in bir

caligma yapilmistir. Ekstrelerin doza bagiml aktivite gdsterdigi ortaya konulmustur (115).

E. koreanum Nakai sulu ekstresinin antiviral etkilerinin incelendigi bir calismada
western blot analizi, ekstrenin influenza viral protein ekspresyonunu doza bagl bir sekilde
azaltiginm1 ortaya koymaktadir. Ekstrenin viral baglanmayir dogrudan engelleyerek
influenza A virlisii enfeksiyonu {izerinde inhibitor etkiye sahip oldugu da ortaya

koyulmustur (116).
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Epimedium wushanense bitkisinin flavonoitlerinin 6nemli antioksidan ve

antimikrobiyal aktivite gosterdigi ortaya koyulmustur (117).
2.4.5. Epimedium pubigerum (DC.) C. Moren & Decne Tiirii

Tiirkiye’de “kesiskiilah1” ve “tekeotu” olarak bilinen cinse ait iki tiir dogal olarak
yetismektedir. Bunlardan biri Epimedium pubigerum (DC.) C. Moren & Decne tiirtidiir ve
Istanbul, Zonguldak, Kastamonu, Samsun, Ordu, Tokat, Giresun ve Trabzon illerinde
yetismektedirler (14, 118). Cok senelik otsu bir bitkidir. Boyu 30-50 cm olabilmektedir,
rizomu 1 cm kadar bogumlu ve yataydir. Govdesi dik ve silindir sekilde, seyrek tiiylii ve
tek yapraklidir. Yapraklari biternat, yaprakeiklart kalp seklindedir. Cigekler dort petal ve
sepalden olusur, petalleri soluk kirmizi renklidir (Resim 1). Mart-Mayis aylarinda da
ciceklenmektedirler (119). Cinse ait diger tiirler gibi yapisinda ikarin, epimedin A,
epimedin B ve epimedin C gibi biyolojik olarak aktif olan bilesikler bulunmaktadir (103).

Resim 1. Epimedium pubigerum (DC.) C. Moren & Decne bitkisine ait gorseller
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. GEREC
3.1.1.Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan cihazlar ve markalari

Cihazin Ad1 Marka
Buzdolabi (+4 °C) Argelik
CO2’li inkiibator Esco Lifesciences
Derin dondurucu (-20 °C) Argelik
Derin dondurucu (-80 °C) Thermo Scientific
Dikey elektroforez ve transfer sistemi Bio—Rad
Elektroforez gii¢ kaynagi (Yatay) Bio—Rad
Gorilintlileme sistemi Thermo Scientific
Hassas analitik terazi Ohaus
Hiicre kiiltiirii biyogiivenlik kabini Thermo Fischer
Ters 151k mikroskobu Zeiss
Jel goriintiileme sistemi Bio—Rad
LC-HR/MS Thermo Q Exactive
Manyetik karigtirict Heidolph MR
Membran goriintiileme sistemi Bio—Rad ChemiDoc™ MP
UV-Vis Spektrofotometre Thermo Scientific Multiskan Go
Orbital ¢alkalayici Bio-Rad UltraRocker™ Rocking
platform
Otomatik pipetler Socorex
pH metre Ohaus
Rotary evaporator Heidolph
Su banyolu ¢alkalayici Memmert
Sogutmal1 santrifiij Sigma
Vorteks Wisd
Yatay DNA elektroforezi Bio-Rad
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3.1.2.Kimyasal Maddeler ve Ekipmanlar

Kullanilan kimyasal maddeler ve ekipmanlar Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan kimyasallar, marka ve kodlar1

Kimyasal Ad1 Marka/ Kodu
Agaroz Sigma/ A9539
Aliiminyum kloriir (AICl3) Fluka/ 06220

Amonyum asetat (NH4CH3CO»)
Amonyum persiilfat (APS)
Asetik asit
A549 hiicre hatt1
Bikinkoninik asit (BCA) protein miktar: tayin kiti
BEAS-2B hiicre hatti
Bromofenol mavisi
Clarity Western ECL Substrate
Demir (II) siilfat (FeSOs4)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Doksorubisin HCI (DOX)
2,2-difenil-1-pikril hidrazil (DPPH)
Ditiyoeritrol
Etanol
Etidyum bromiir (EB)

Fetal Bovine Serum (FBS)
Folin-Coicalteu reaktifi
Fosfomolibdik asit
Hidrojen peroksit (H20,)
Izopropanol
96 kuyulu plaka
Gliserol
pBR322 plazmid DNA
Metanol

Isolab/ 903.026.1000
Bio-Rad/ 161-0700
Sigma/ A6283
ATCC/ CL-185™
Thermo Scientific/ 23225
ATCC/ CRL-9609™
Sigma/ B0126
Bio-Rad/ 1705061
Carlo Erba/ 344957
Gibco/ 41966—-029
Sigma-Aldrich/ D2975000
Aldrich/ D9132
Sigma/ 43815
Supelco/ 1009832511
Sigma/ E7637
Gibco/ 10500064
Sigma-Aldrich/ F9252
Sigma-Aldrich/ 221856
Sigma-Aldrich/ 18312
Sigma Aldrich/ 19516—1L
Nest/ 701001
Sigma/ G5516
Thermo Scientific/ SD0041
Isolab/ 947.046.2500
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Tablo 3. (Devam)

Kimyasal Ad1 Marka/ Kodu
0.5 mm uglu kaziyici SPLScar™/ 201924
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-difenil tetrazolyum Sigma Aldrich/ M2128

bromiir (MTT)

Sodyum hidroksit (NaOH)
Penisilin-streptomisin (10.000 U/mL)
Fenil metil siilfonil florid (PMSF)
Ponceau S

Polivinilidin floriir (PVDF) membran

Sodyum floriir (NaF)
Sodyum karbonat (Na2COs3)

Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum ortovanadat (NaVan—Na3;VO,)
Tetrametiletilendiaminden (TEMED)
TGX Stain-Free FastCast %10 Acrylamide Kit
Triton X 100
Trisma baz

Yagsiz sit tozu

Tekkim/TK.170510.01000
Gibco/ 15140122
Sigma/ 78830
Sigma/ P7170
Bio-Rad/ Immun Blot PVDF
membran
Sigma/ S7920
Sigma/ S7795
Sigma/ L4390
Sigma/ S6508
Sigma/ T9281
Bio-Rad/ 161-0183
Sigma/ T8787
Sigma/ T1503

Monn bio skimmed milk powder

3.1.3. Antikorlar

Kullanilan antikorlar Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Kullanilan antikorlar, marka ve kodlari

Antikor Ad1

Marka/ Kodu

Anti-mouse IgG HRP-linked antikoru
Anti-rabbit [gG HRP-linked antikoru
Anti B—aktin (§H10D10) antikoru
Sitokrom ¢ (D18C7) antikoru
P53 Ab antikoru

Anti-kaspaz-3 antikoru

Bio-Rad/ 170-5047
Bio-Rad/ 170-5045
Cell Signaling Technology / 3700S
Cell Signaling Technology / 11940S
Cell Signaling Technology / 9282S
Cell Signaling Technology / 9662S
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3.1.4.Cahismada Kullanilan Bitki

Bu tez calismasinda kullanilan E. pubigerum bitkisi ¢icekli durumda iken yaprak,
cicek ve rizomlar1 23 Nisan 2022 tarihinde Trabzon Dernekpazar1 Zincirlitas kdyiinden
toplanmustir. Bitkinin tespiti Dog. Dr. Yeter YESIL CANTURK ve Dr. Ogr. Uyesi Nurdan
YAZICI BEKTAS tarafindan yapilmistir ve Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Herbaryumuna bir numune 6rnegi birakilmistir (ISTE 118075).

Ekstraksiyon c¢alismalar1 Karadeniz Teknik Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Meslek
Bilimleri Boliimii Farmakognozi Anabilim Dali Laboratuvarlarinda Dr. Ogr. Uyesi Nurdan

YAZICI BEKTAS 1n destegiyle gerceklestirilmistir.
3.1.5. Kullanilan Cozeltiler

Kullanilan ¢ézeltiler, icerikleri ve hazirlanislar: Tablo 5°te verilmistir.

Tablo 5. Kullanilan ¢ozeltiler, igerikleri ve hazirlanislart

Cozelti Adi Icerik ve Hazirlams

0.5 N Folin reaktifi ¢ozeltisi 2.5 mL 2 N Folin-Ciocalteu fenol reaktif ¢ozeltisi

deiyonize suyla hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

5 mg/mL gallik asit ¢ozeltisi 3.9 mg gallik asit, 780 uL metanolde ¢oziildii.
%10’luk Na>COs ¢ozeltisi 3 g NaxCOs, 15 mL deiyonize suda ¢oziildii. Hacmi
30 mL’ye tamamlandi.
5 mg/mL kersetin ¢ozeltisi 5 mg kersetin, 1000 pL metanolde ¢o6ziildi.
%2 H202 1 mL %30’luk H202, 14 mL deiyonize suda
seyreltildi.
1 mM FeSOu4 ¢ozeltisi 4.170 mg FeSO4, 15 mL deiyonize suda ¢oziildii.
1 M amonyum asetat ¢dzeltisi 770.8 mg amonyum asetat, 10 mL deiyonize suda
¢Oziildi.
0.2 mM DPPH ¢ozeltisi 3.2 mg 2,2-difenil-1-pikril hidrazil (DPPH), 40.576
pL metanolde ¢oziildii.
%10’luk fosfomolibdik asit ¢ozeltisi 207.6 mg fosfomolibdik asit, 20.760 pL etanolde
¢Oziildi.
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Tablo 5. (Devam)

Cozelti Adr

Icerik ve Hazirlams

50 mM Tris-HCI (pH 7) tamponu

Agaroz jel elektroforezi ylirtitme tamponu (10x

TAE) (pH 8)

1X TAE Yiiriitme tamponu

Agaroz jel yiikleme boyast

%0.8’lik agaroz jel

5 mg/mL etidyum bromiir ¢ozeltisi

Tam hiicre kiltiirii ortami

MTT ¢ozeltisi

1 M Tris-HCI (pH 7.4) tamponu

5 M NaCl ¢ozeltisi
%20 Triton X-100 ¢ozeltisi

302.75 mg Trizma baz bir miktar saf 35 mL
deiyonize suda ¢oziildii. Seyreltik HCI ile pH degeri
7’ye ayarlanip son hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

24.2 gram Trisma bazi, 5.6 mL asetik asit,
10 mL 0.5 M EDTA; 400 mL deiyonize suda

¢oziildii, hacmi 500 mL’ye tamamlandi.

100 mL 10x TAE’ye 900 mL deiyonize su

eklenerek seyreltilir.

1 gram sodyum dodesil siilfat (SDS), 20
mg bromofenol mavisi (%0.2), 20 mg ksilen
siyanol (%0.2), 3 mL gliserol (%30); hacmi

deiyonize suyla 10 mL’ye tamamlandi.

800 mg agaroz, 100 mL 1xXTAE’de siticida
kaynatarak ¢oziildii. 7 pL 5 mg/mL etidyum
bromiir eklenerek agaroz jel tankina dokiildii.
50 mg etidyum bromiir, 10 mL deiyonize suda
¢Ozilmistir.

DMEM, %10 (h/h) FBS, %1’lik (h/h)
Antibiyotikler (10.000 pg/mL streptomisin +
10.000 tinite/mL, penisilin) toplam hacim 50 mL
olarak hazirland1.

250 mg MTT, 50 mL fosfat tamponunda ¢oziilerek
alikotlandi. Deney igin tam kiiltiir ortamu ile
seyreltilerek 0.5 mg/mL son konsantrasyonda
uygulandi.

121.1 gram Trizma baz, 800 mL deiyonize suda
¢oziildii. Derisik HCl ile pH degeri 7.4’e ayarlanip
hacmi 1 L’ye tamamlandi.

14.61 gram NaCl, 50 mL deiyonize suda ¢oziildii.
20 mL Triton X-100, 80 mL deiyonize suda

¢Oziildi.
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Tablo 5. (Devam)

Cozelti Adr

Icerik ve Hazirlams

500 mM EDTA c¢ozeltisi (pH 8)

50 mM NaPPi ¢ozeltisi
1 M NaF c¢ozeltisi
200 mM NaVan (Na3VOy) ¢ozeltisi

100 mM PMSF ¢ozeltisi

Tris-Glisin-SDS (TGS) yiirlitme tamponu

10x TBS ¢ozeltisi

9%0.1 Tween 20 igeren TBS ¢ozeltisi

5X yiikleme tamponu

%5’lik siit tozu ¢ozeltisi

TBST ¢ozeltisi

20.81 gr EDTA tetrasodyum tuzu 75 mL deiyonize
suda ¢oziildii. Derisik NaOH ile pH’1 ayarlanip
hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

1.115 gram NaPPi, 50 mL deiyonize suda ¢oziildii.
2.1 gram NaF, 50 mL deiyonize suda ¢oziildii.
3.68 gram Na3;VOy, 90 mL deiyonize suda ¢oziildii.
pH degeri 10’a 1 N HCl ile ayarlandi. Cozeltinin
renksiz olana kadar kaynatildi ve sogutuldu.
0.174 gram PMSF, 10 mL etanolde ¢o6ziildii.

80 mL 10x Tris-Glisin tamponu, 5 mL %20 SDS;
715 mL deiyonize suda ¢6ziildii.

29.71 gram Trizma baz, 110 gram NaCl; 800 mL
deiyonize suda ¢6ziildii. Derigik HCI ile pH degeri
7.6’ya ayarlanip hacmi 1 L’ye tamamlandi.
10x TBS ¢ozeltisi deiyonize suyla 1x’ e seyreltildi.
100 pL Tween 20 ¢ozeltisi, 1x TBS ile 100 mL’ye
tamamlandi.

0.25 M Tris-HCI (pH 6.8), %10 SDS, %50 gliserol,

9%0.01 bromofenol mavisi; 10 mL ¢ozeltide olacak
sekilde eklendi. Son konsantrasyon 0.5 M olacak
sekilde ditiyoeritrol eklendi.

1.2 gram yagsiz siit tozu, 24 mL %0.1 Tween 20
iceren TBS’de ¢oziildii.

100 mL 10x TBS, 800 mL deiyonize suyla
seyreltildi. 2.5 mL %20’1lik Tween 20 eklendi.

Hacmi 1 L ye tamamlandi.
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3.2. YONTEM

3.2.1. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

E. pubigerum bitkisine ait herba (SME) ve rizom (RME) kisimlar1 havada
kurutulmus ve toz haline getirilmistir. Her iki kistmdan 20 gram olacak sekilde tartim
yapilmistir ve metanol eklenerek maserasyon yontemiyle 8 saat boyunca ekstre edilmistir.
Bu igslem 3 defa tekrar edilmis ve elde edilen ekstreler birlestirilip rotary evaporatorde
yogunlagtirtlmistir (14). Ekstreler, calisma c¢ozeltisi konsantrasyonu 10 mg/mL olacak
sekilde metanol ile ¢oziilerek calismaya hazir hale getirilmistir. Elde edilen ekstreler ve

calisma ¢ozeltisi ¢aligmalar boyunca kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.
3.2.2. LC-HR/MS Analizinin Gerg¢eklestirilmesi

E. pubigerum bitkisinden hazirlanan ekstrelerin fenolik ve flavonoit madde profili
LC-HR/MS yontemi kullanilarak tespit edilmistir. Ekstre numuneleri iizerine son
konsantrasyonu 3 ppm olacak sekilde 100 mg/L’lik internal standart ¢6zeltisi eklenmistir.
Numune 0.45 pm filtreden gecirilerek analize hazir hale getirilmistir. Tablo 6’da HPLC ve
gradiyent sistem sartlari, Tablo 7°de kiitle spektrometresi ve ¢evre sartlar1 verilmistir (120,

121).

Tablo 6. HPLC ve gradiyent sistem sartlar1
HPLC Sartlan
Mobil faz A: %1 Formik asit-H,O

Mobil faz B: %1 Formik asit-Metanol
Analitik Kolon: Troyasil C18 HS- 150x3mm 5 pm

Gradiyent sistem sartlari

Zaman Mobil faz akis hizi %B
0.00 0.35 mL/dakika 50
1.00 0.35 mL/dakika 50
3.00 0.35 mL/dakika 100
6.00 0.35 mL/dakika 100
7.00 0.35 mL/dakika 50

15.00 0.35 mL/dakika 50
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Tablo 7. Kiitle spektrometresi ve ¢evre sartlari

Kiitle spektrometresi sartlari

Sistem: Thermo ORBITRAP Q-Exactive

Iyon kaynagn: Elektrosprey iyonizasyon (ESI)
Kiitle tarama arahg: 100-900 m/z
Sheat gaz akis hizi: 45
Aux gaz akis hzi: 10
Sprey voltaj1 (kV): 3.80
Kapiler sicakhgi (°C): 320
Auxilary gas heater sicakhgi (°C): 320
S-lens RF diizeyi: 50.0

Cevre Sartlan
Sicakhik: (22.0 + 5.0) °C
Bagil nem: (50+15) %rh

*Tanimlamalar ILMER Kiitiiphanesi’ne gore yapilmustir.

3.2.3. Toplam Fenolik ve Flavonoit Madde Miktar: Tayini

E. pubigerum bitkisinden hazirlanan ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoit madde

miktari tayini spektrofotometrik yontem kullanilarak tespit edilmistir.
3.2.3.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Ekstrelerin  toplam fenolik madde miktar1 tayini Folin-Coicalteu reaktifi
kullanilarak spektrofotometrik olarak incelenmistir (122). Folin-Coicalteu reaktifi bir
madddenin indirgeme kapasitesini dlgmektedir (123). Deney tiliplerine farkl
konsantrasyonlarda (0.3125-5 mg/mL) olacak sekilde 20 pL ekstrelerden eklenerek gerekli
seyreltmeler metanol eklenerek gerceklestirilmistir. Ardindan her bir tiipe 400 uL 0.5 N
Folin-Coicalteu reaktifi, 680 uL deiyonize su ve 400 pL %10’luk Na>COs eklenmistir.
Elde edilen karigimlar 120 dakika karanlikta bekletildikten sonra 96 kuyucuklu plakaya
aktartlmistir. Spektrofotometre cihaziyla 760 nm’de metanolden olusan kore karsi
absorbanslart Olcililmiistlir. Standart bilesik olarak gallik asit kullanilmistir. Deney {i¢

tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Ekstrelerin toplam fenolik madde miktar1 gallik asit
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kalibrasyon egrisinden yararlanilarak mg gallik asit esdegeri (GAE)/ekstrenin gram kuru

agirligi olarak verilmistir (124).
3.2.3.2. Toplam Flavonoit Madde Miktar1 Tayini

Ekstrelerin toplam flavonoit madde miktar1 tayini aliiminyum nitrat kolorimetrik
yontemi kullanilarak incelenmistir. 10 mg/mL olarak hazilanan ¢alisma cozeltilerinden
uygun miktarlarda almmarak 5 mg/mL’ye seyreltilmistir. Deney tiliplerine farklh
konsantrasyonlarda (0.3125-5 mg/mL) olacak sekilde 250 pL ekstrelerden eklenerek
gerekli seyreltmeler metanol eklenerek gerceklestirilmistir. Ardindan her deney tiipline 25
uL %10’luk AICI3, 25 pL 1 mM NH4CH3CO2 ve 700 pL deiyonize su eklenmistir. Elde
edilen karigimlar 30 dakika karanlikta inkiibasyona birakildiktan sonra 96 kuyucuklu
plakaya aktarilmis ve 415 nm’de etanolden olusan kore karst absorbanslari
spektrofotometrik olarak Olgiilmiistiir. Deney {i¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
Standart bilesik olarak kersetin kullanilmistir. Ekstrelerin toplam flavonoit madde miktari

mg kersetin esdegeri (KE)/ekstrenin gram kuru agirligi olarak verilmistir (125).

3.2.4. Antioksidan Aktivitenin Incelenmesi

3.2.4.1. DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesinin Belirlenmesi

Bu yontem, antioksidanlarin kararli bir serbest radikal olan DPPH’1 siiplirmesi
sonucu rengin giderek acilmasi temeline dayanan spektrofotometrik bir deneydir.
Ekstrelerin DPPH’1 siiplirme kapasitesi Ol¢iilmektedir (127). 10 mg/mL olarak hazilanan
calisma ¢ozeltilerinden uygun miktarlarda alinarak 1 mg/mL’ye seyreltilmistir. Ardindan
kuyu icleri farkli konsantrasyonlarda (20-200 pg/mL) olacak sekilde ekstreler 96
kuyucuklu plakaya eklenmistir. Her kuyucuga 200 uL 0.2 mM DPPH c¢o6zeltisi eklenerek
30 dakika karanlikta inkiibasyona birakilmigtir. 517 nm’de absorbans degerleri
spektrofotometrik olarak Ol¢lilmiistiir (A1). Kor olarak da 0.2 mM DPPH’1in metanoldeki
cozeltisinin 517 nm’deki absorbans degerleri Slgiilmiistiir (Ao). Bu ¢alismada standart
bilesik olarak gallik asit kullanilmigtir. DPPH radikallerinin inhibisyonu asagida verilen
“Esitlik 1” denklemi kullanilarak farkli konsantrasyonlar i¢in hesaplanmisir. Deney ii¢ giin

ti¢ tekrarli olarak gergeklestirilmistir ve degerlerin standart sapmasi hesaplanmugtir.

Yolnhibisyon = 2= x 100 (Esitlik 1)

0
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3.2.4.2. Fosfomolibdenyum indirgeyici Antioksidan Kapasite Olciimii

PRAP deneyi, antioksidan varliginda molibden VI’'nin molibden V’e indirgenmesi
sonucu olusan yesil rengin absorbans degerlerinin 6l¢iimiine dayanmaktadir (126). Deney
tiplerinin her birine 400 pL %10’luk fosfomolibdik asit ¢ozeltisinden eklenmistir.
Ardindan 5 mg/mL olarak hazilanan ¢aligma ¢ozeltilerinden uygun miktarlarda alinarak 1
mg/mL’ye seyreltilmistir. Deney tiiplerinin farkli konsantrasyonlarda (40-200 pg/mL)
olmas1 saglanacak sekilde 1 mg/mL konsantrasyonlardaki ekstrelerden 100 pL alinarak
deney tiiplerine eklenmistir ve gerekli seyreltme etanol ile yapilmistir. Kor olarak 400 pL
%10’luk fosfomolibdik asitin 100 pL etanoldeki c¢ozeltisi kullanilmistir. Karigimlar
Thermo-shaker cihazinda 80 °C’de 30 dakika inkiibe edilmis ve 96 kuyucuklu plakaya
aktarilarak 600 nm’de absorbans Ol¢limii yapilmistir. Standart bilesik olarak kersetin

kullanilmistir. Sonug olarak absorbans degerleri verilmistir.
3.2.5.DNA Etkilesim Calismalari

E. pubigerum bitkisinden hazirlanan ekstrelerin DNA etkilesim c¢aligmalar
stipersarmal pBR322 plazmid DNA kullanilarak agaroz jel elektroforez ydntemiyle
belirlenmistir. Agaroz jel elektroforezi, elektriksel bir alan varliginda yiiklii molekiillerin
jel tizerindeki gogiine dayanmaktadir. Go¢ hizi molekiillerin biiytikliigline ve yapisina,
agaroz jel konsantrasyonuna, uygulanan elektrik akiminin siddetine ve iyonik kuvvete
bagl olarak degismektedir (128). Siipersarmal plazmid DNA’nin ekstrelerle etkilesimi
sonrasinda zincirlerdeki kirilma durumuna goére farkli formlar olusmaktadir. Kirilma
olmadigi durumda siipersarmal konformasyonunda bir degisiklik meydana gelmez ve
nispeten yiiksek bir elektroforetik hareketlilige sahip olan Form I olusmaktadir. Tek
zincirde kirilma oldugunda Form II olusur ve yiik yogunlugu diisiik oldugundan diisiik bir
elektroforetik hareketlilige sahiptir. Her iki zincirde kirilma oldugunda lineer olan Form III
olusmaktadir. Form III, Form I ve Form II arasinda bir hareketlilige sahiptir (129) (Sekil
6). Deneyde kullanilmak iizere 5 mg/mL ¢alisma ¢ozeltilerinden gerekli miktarlarda alinip

seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda (0.2-2.5 mg/mL) ¢alisma ¢ozeltileri elde edilmistir.
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Sekil 6. Siipersarmal DNA'nin kirilma durumuna gore olusan formlar (Li’den, 130)

Lineer

Form |

Siipersarmal

3.2.5.1. DNA Hasar1 Calismasi

Bu ¢alisma ekstreler siipersarmal pBR322 plazmid DNA {izerinde olusabilecek
hasar1 tespit amaciyla gergeklestirilmistir. Agaroz jel kuyu igerikleri 10 pL olacak sekilde
olusturulmustur. Kuyu igerisine 1 pL siipersarmal pBR322 plazmid DNA, 7 puL tampon
cozelti (50 mM Tris-HCI (pH 7)) ve kuyu i¢i konsantrasyonlar1 40-500 pg/mL olacak
sekilde 2 pL ekstre eklenmistir. Negatif kontrol olarak saf su kullanilmistir. Standart
bilesik olarak ise gallik asit kullanilmigtir. Olusturulan karisimlar jel yiikleme boyasiyla
%0.8’1lik agaroz jele (0.25 pg/mL EB igeren) yiiklenmistir. 1x TAE yiiriitme tamponu
ilavesinden sonra 100 V, 400 mA akim uygulanarak 90 dakika boyunca jelde
yiiriitiilmiistiir. Sonuglar BioRad Gel Doc XR system cihazi yardimiyla goriintiilenip,

Image Lab Version 4.0.1 programi ile niikleaz ytizdeleri hesaplanmistir (131).
3.2.5.2. DNA Hasarindan Koruma Etkisi

Bu c¢aligmada siipersarmal pBR322 plazmid DNA {izerinde farkli reaktifler
kullanilarak hasar meydana getirilmistir. Ekstrelerin DNA’y1 bu hasarlara kars1 koruyup
korumadigint belirlemek amaclanmistir. Bu amaci gergeklestirmek igin agaroz jel

elektroforez yontemi kullanilmigtir.

Fenton reaksiyonu: Fe’*’iin siiperoksitle indirgenip Fe?* olmasi ve Fe**’nin H,O, ile

reaksiyona girerek hidroksil radikalini olusturmasi fenton reaksiyonu olarak bilinmektedir.

Bu calismada fenton reaksiyonu gerceklesmesi icin 1 mM FeSOs ve %2 H»O:
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kullanilmistir. Ekstrelerin hidroksil radikalinin neden oldugu DNA hasarina karst koruyucu

etkileri, Yeung ve arkadaslarinin gelistirdigi yonteme gore belirlenmistir (132).

Agaroz jel kuyu icerikleri 10 pL olacak sekilde olusturulmustur. Kuyu igerisinde 1
pL stipersarmal pBR322 plazmid DNA, 5 pL tampon ¢ozelti (50 mM Tris-HCI (pH 7)),
kuyu i¢i konsantrasyonlar1 40-500 pg/mL olacak sekilde 2 pL ekstre ve 1 pL 1 mM FeSO4
ve 1 uL %2 H»O» eklenmistir. Negatif kontrol olarak saf su kullanilmistir. Standart bilesik
olarak ise gallik asit kullanilmistir. Olusturulan karigsimlar jel yiikleme boyasiyla 9%0.8’1ik
agaroz jele (0.25 pg/mL EB igeren) yiiklenmistir. 1x TAE yiirlitme tamponu ilavesinden
sonra 100 V, 400 mA akim uygulanarak 90 dakika boyunca jelde yiiriitiilmiistiir. Sonuglar
BioRad Gel Doc XR system cihazi yardimiyla goriintiilenip, Image Lab Version 4.0.1

programu ile niikleaz yiizdeleri hesaplanmigtir (131).

Isik varhginda metilen mavisi: Metilen mavisi boya olarak kullanilan bir kimyasaldir ve
ayn1 zamanda etkili bir fotoduyarlastirici bilesiktir. Isik varliginda metile mavisinin singlet
oksijen tireterek DNA {izerinde hasar olusturduguna dair ¢alismalar bulunmaktadir (133).
Bu calismada ekstrelerin 151k varliginda metilen mavisi kullanilarak olusturulan DNA

hasaria kars1 DNA’y1 koruma potansiyeli incelenmistir.

Agaroz jel kuyu icerikleri 10 pL olacak sekilde olusturulmustur. Kuyu igerisinde 1
pL siipersarmal pBR322 plazmid DNA, 6 pL tampon ¢ozelti (50 mM Tris-HCI (pH 7)),
kuyu ici konsantrasyonlar1 40-500 pg/mL olacak sekilde 2 pL ekstre ve 1 pL metilen
mavisi (500 pM) eklenmistir. Negatif kontrol olarak saf su kullanilmistir. Standart bilesik
olarak ise gallik asit kullanilmistir. Karigimlar 6nce 30 dakika beyaz 1s13a (17.5 mW/cm?)
daha sonra 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Olusturulan karisgimlar jel
yiikleme boyasiyla 9%0.8’lik agaroz jele (0.25 pg/mL EB iceren) yiiklenmistir. 1x TAE
yiirlitme tamponu ilavesinden sonra 100 V, 400 mA akim uygulanarak 90 dakika boyunca
jelde yiiriitiilmiistiir. Sonuglar BioRad Gel Doc XR system cihazi yardimiyla goriintiilenip,

Image Lab Version 4.0.1 programi ile niikleaz ytizdeleri hesaplanmigtir (131).
3.2.6. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

E. pubigerum bitkisinden hazirlanan ekstrelerin A549 hiicreleri iizerindeki
sitotoksik  etkinliklerinin tespit edilmesi amaciyla [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromiir] (MTT) hiicre canlilik testi ve hiicre go¢li analizleri

gerceklestirilmistir.
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3.2.6.1. MTT Testi ile Sitotoksisite

Bu ¢alismada, ekstrelerin sitotoksisite profilleri MTT testi ile degerlendirilmistir.
Bu caligmada kanserli hiicre olarak A549 hiicreleri, saglikli hiicre olarak ise insan brons

epitel (BEAS-2B) hiicreleri kullanilmistir.

Hiicreler, DMEM (10% FBS, v/v)'de Kkiiltiirlenmistir ve %5 CO>'lik nemli
atmosferde 37 °C'de %1'lik antibiyotiklerle (10.000 pg/mL streptomisin ve 10.000 U/mL
penisilin) desteklenmistir. Her iki hiicre kaplandiktan sonra 24 saat 37°C'de %5 CO:
ortaminda inkiibe edilerek bir konfluent katman olusturulmustur. 24 saat sonra hiicreler,
%35 (v/v) dimetil siilfoksit (DMSO) igeren hiicre kiiltlirii ortami ile seyreltilmis cesitli
konsantrasyonlarda (0.125—1 mg/mL) SME ve RME ile muamele edilmistir. Pozitif kontrol
olarak DOX kullanilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan besiyeri uzaklagtirilmig ve
ardindan her kuyuya MTT (0.5 mg/mL) eklenmistir. 2 saat 37 °C'de inkiibe edilmistir. Bu
stirenin ardindan ortam uzaklagtirilip formazan kristallerini ¢6zmek i¢in kuyulara 100 pL
izopropanol ilave edilmistir. Optik yogunluk spektrofotometrik olarak 570 nm'de
Olciilmiigtiir (134). Hiicre canliligi yiizdesi “Esitlik 2” denklemi kullanilarak tespit
edilmisgtir.

YoHiicre canliigy = ZPkentrol2Dtedasi 1 (Esitlik 2)
kontrol

Her ekstrenin hedef kanserli hiicre hatti lizerindeki etkinliklerini tanimlamak igin
secicilik indeksi (SI), “Esitlik 3" denklemi kullanilarak hesaplanmistir (135).

SI = [0BEas—28 (Esitlik 3)
1C€504549

3.2.6.2. Hiicre Gocii Analizi

Ekstrelerin hiicre gogii lizerindeki etkisini belirlemek i¢in in vitro yara iyilestirme
testi yapilmistir. Ekstrelerin gé¢ onleme potansiyelleri A549 hiicrelerinin 72 saate kadar
olan migrasyon hizlariyla degerlendirilmistir. A549 hiicreleri, 24 kuyucuklu bir plaka i¢ine
7x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir ve bir konfluent katmani olusturmak {izere
24 saat inkiibe edilmistir. Ertesi giin ¢izik/yara olusturmak i¢in 0.5 mm uclu kaziyici
kullanilmistir ve ¢izikler olusturulduktan sonra her kuyucuk fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi
ile yikanmustir. Olusturulan ¢iziklerin hemen goriintiisii alinmistir (to). Bu asamadan sonra,

farkli konsantrasyonlarda (0.125-1 mg/mL) ekstreler uygulanmis ve 37°C'de %5 CO»
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ortaminda inkiibe edilmistir. Negatif kontrol olarak ortamla muamele edilen gruplar
kullanilmistir. 1k cizikten sonraki 24, 48 ve 72. saatlerde de giziklerin goriintiileri
alinmistir ve migrasyon hizi ImageJ Software tarafindan “Esitlik 4”de verilen denklem ile

analiz edilmistir (136).

(tpaninda yara alani)—(tgop aninda yara alani)

%Yara iyilesmesi = x 100 (Esitlik 4)

tpaninda yara alani

to: Cizik olustugu zaman

tson: Cizik olusturulduktan 72 saat sonrast

3.2.7.Western Blotlama Analizi

A549 hiicrelerinde E. pubigerum bitkisinden elde edilen ekstrelerin hiicre ici
toplam sitokrom c, p53 ve kaspaz-3 ekspresyonu iizerindeki etkileri western blot yontemi
ile analiz edilmistir. Protein elektroforezine hazirlik asamasinda homojenat elde etmek i¢in
icerisinde A549 hiicrelerinin bulundugu tiipler isimlendirilmistir. Tiiplerin igerisine 150 pL
lizis tamponu eklenerek pipetaj yapilmis ve 15 dakika bekletilmistir. Ardindan rcf
13000xg, +4°C’de 10 dakika boyunca santrifiij yapilmistir. Tiip igerisinden siipernatantlar

alinarak farkli eppendorflara aktarilmis ¢calisma boyunca buzda muhafaza edilmistir.

Homojenatlardaki total protein tayini i¢in bikinkoninik asit (BCA) protein dlgiim
kiti kullanilmigstir. Kitte bulunan ve konsantrasyonu bilinen siir serum albuminden (2
mg/mL) gerekli diliisyonlar yapilarak 0-2000 pg/mL’lik standartlar hazirlanmigtir.
Soliisyon A ve soliisyon B 50:1 oraninda karigtirilarak ¢alisma hazirlanmistir. Ekstrelerden
ve standart ¢ozeltiden 25 pL almarak 96 kuyucuklu plakanin kuyucuklarina eklenmistir.
Ardindan her kuyucuga 200 pL caligma ¢ozeltisi eklenerek su banyosunda oda sicakliginda
30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucu olusan renk degisimi 562 nm’de

spektrofotometrik olarak ol¢iilmiistiir.

Protein elektroforezi i¢in jel hazirlanmasinda TGX Stain-Free FastCast %10
Acrylamide Kit kullanilmistir. Kit igerisinden ¢ikan resolver A ve B soliisyonlarindan 3’er
mL alinip ve karistirildiktan sonra %10’luk APS ¢6zeltisinden 30 pLL ve TEMED’ten 3 pL.
eklenerek ayirma jeli hazirlanmistir. Ayirma jeli, jel standina yerlestirilen ve kisa cami 6ne
bakan kisa ve uzun camlar arasina hava kabarcig1 olusturmayacak sekilde dokiilmiistiir.
Ardindan kit igerisinden c¢ikan stacker A ve B soliisyonlarindan 1’er mL alinip ve

karigtirilarak %10’luk APS’den 10 pL ve TEMED’ten 2 pL eklenerek yiikleme jeli
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hazirlanmistir. Hazirlanan yiikleme jeli, camlar arasina kisa camin {izerine ¢ikacak sekilde
dokiiliip ve tarak yerlestirilmistir. Jellerin polimerizasyonunu saglamak i¢in 30 dakika

beklenmistir.

Jellerin polimerizasyonu gerceklesirken numuneler yiiklemeye hazir hale
getirilmistir. Bu islem i¢in de eppendorflar isimlendirilerek her birinde 30 pg protein
olacak sekilde sirasiyla siipernatantlar ve 5x yiikleme tamponu eklenmistir. Deiyonize
suyla son hacim 30 pL olacak sekilde karisimlar seyreltilmistir. Numuneler vortekslenip 2-
3 saniye de santrifiijlendikten sonra kaynar su banyosunda 2 dakika kaynatilmigtir.

Ardindan tekrar vortekslenip santrifiijlenerek hazir hale getirilmistir.

Hazirlanan jeller, jel standindan ¢ikarilarak deiyonize suyla yikanip kurulanmigtir.
Taraklar ¢ikarilmadan 6nce kuyucuk yerleri asesat kalemiyle isaretlenerek goriiniir hale
getirilmistir. Jeller, uzun cam 6ne bakacak sekilde elektroforez tankina yerlestirilip jeller
arasina TGS yiirlitme tamponu eklenerek sizdirma kontrolii yapilmistir. Sizma olmadigi
icin tank uygun seviyeye kadar TGS yiiriitme tamponuyla doldurulup yilikleme yapmak
icin taraklar cikarilmigtir. Her jelin ilk kuyucuguna 3 pL molekiil agirlik standarti
eklenmistir. Diger kuyucuklara numunelerden 30 pL alinarak eklenerek yiikleme islemi
tamamlanmistir. Numuneler 100 V’da ortalama 90 dakika en son 25 kDa’lik molekiil

agirlik ¢izgisi goriilene kadar yiirtitiilmiistiir.

Transfer isleminde PVDF membran kullanilmistir. Jellere uygun boyutta PVDF
membran kesilerek 10 dakika orbital calkalayicida metanolle 1slatilmistir. Daha sonra 15
dakika da soguk transfer tamponuyla calkalayici da islatilmistir. Bu esnada elektroforezde
TGS yiirlitme islemi tamamlanan jeller tanktan ¢ikarilarak deiyonize suyla yikanmigtir.
Ince bir spatula ile camlar ayrilarak jel iizerindeki kuyucuk ve protein bulunmayan kisimlar
temiz bir jilet yardimiyla kesilmis ve kalan kisim soguk transfer tamponunun bulundugu
bir kaba aktarilmigtir. Transfer tamponu eklenmis ayr1 bir kaba, transfer kasedi siyah yiizii
altta olacak sekilde yerlestirilmistir. Uzerine sirayla transfer tamponuyla 1slatilmis siinger
ve whatman kagidi koyulup iizerine de whatman kagidina aktarilmis jel koyulmustur. Daha
sonra tekrar transfer tamponunda 1slatilmis whatman kagidi ve siinger koyularak kasetin
seffaf yiizliyle kaset kapatilmistir. Olusturulan kasetler transfer tamponu dolu tanka
yerlestirilmis ve tank i¢ ortam sicakliginin dengeli olmasi i¢in tanka temiz bir buz akiisii ile
balik koyulmustur. Buz dolu bir kap icerisine yerlestirilen tank manyetik karistirici iizerine

koyularak 80 V’da 2 saat transfer islemine birakilmistir.
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Transfer islemi tamamlandiktan islemin dogrulugunu ve yeterliligini teyit etmek
icin kasetten ¢ikarilan membran Ponceau S ¢ozeltisiyle boyanmistir. Daha sonra membran
Ponceau S ¢ozeltisinden deiyonize suyla yikanarak arndirilmig ve saf metanolle de birkag
saniye yikandiktan sonra oda sicakliginda 15 dakika kurumaya birakilmistir. Kuruyan
membran metanolle 1slatilarak 3 kere 10’ar dakika olacak sekilde TBST ¢ozeltisiyle

yikanmuistir.

Yikanma isleminden sonra membranlar bloklama islemi i¢in %5’lik siit tozu
cozeltisi ile oda sicakliginda 90 dakika orbital calkalayicida inkiibasyona birakilmigtir.
Bloklama sonrasinda membranlar anti-sitokrom c (1:1000), anti-p53 (1:500) ve anti-kaspaz
(1:1000) ve anti-B aktin (1:3000) antikorlariyla +4°C’de orbital ¢alkalayicida gece boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin inkiibasyon tamamlandiktan sonra membranlar TBST
cozeltisiyle orbital ¢alkalayicida 3 kere 10’ar dakika yikanmistir. Membranlar sitokrom c,
p53 ve kaspaz-3 proteinleri i¢in anti-rabbit, B aktin i¢in anti-mouse IgG HRP antikorlariyla
diliisyon oran1 1:5000; %5’lik siit tozu ¢ozeltisi olacak sekilde oda sicakliginda 60 dakika
orbital ¢alkalayicida inkiibe edilmistir.

Sekonder inkiibasyon tamamlandiktan sonra membranlar 3 kere 10’ar dakika daha
TBST ile yikanmigtir. Membranlar ECL soliisyonu ile yikanarak goriiniir hale getirildikten
sonra ChemiDoc™ MP (Bio-Rad) goriintiileme cihaziyla uygun protokoller kullanilarak
goriintiilenmigtir. Kantitatif analizler i¢in yogunluk analizi Image J yazilimi kullanilarak

yapilmustir.
3.2.8.1statiksel Analiz

Tiim istatiksel analizler i¢cin GraphPad Prism Software version 6.0 kullanilmistir.
Gruplar arasindaki anlamli farkliliklar karsilagtirmak i¢in T-testi kullanilmigtir. P degeri
<0.05, sitotoksisite testi ve hiicre gocii analizi deneyleri i¢in istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir. Western blot analizleri Student T-testi ile analiz edilmistir. p < 0.05, p <
0.01 ve p <0.001 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. LC-HR/MS Analiz Sonug¢lari

Bu calismada, E. pubigerum'dan elde edilen SME ve RME'nin fitokimyasal
bilesenleri LC-HR/MS yontemi yardimiyla incelenmistir. Sonuglar Tablo 8’de
sunulmustur. Ayrica ekstrelere ait kromatogramlar EK 1’de sunulmustur. Sonuglara gore
SME igerisinde 22, RME igerisinde ise 21 bilesigin varlig1 ortaya konulmustur. Fumarik
asit her iki ekstre icerisinde de en yliksek miktarda bulunan bilesik olarak kaydedilmistir.
Fumarik asit, RME igerisinde 12745.52 mg/kg, RME icerisinde ise 10460.05 mg/kg olarak
tespit edilmistir. Bunun disinda RME igerisinde yiiksek miktarda bulunan ikinci bilesik ise

(-)-epikatesin olarak tespit edilmistir.

Tablo 8. SME ve RME’nin fitokimyasallarinin kantitatif tayini (mg/kg)

Bilesikler m/z R¢ SME R¢ (RME) RME
(SME) (mg/kg) (dk) (mg/kg)
(dk)
Askorbik asit 175.0239 2.28 85.75 2.30 41.44
Klorojenik asit 353.0860 2.51 4380.15 2.51 358.53
Fumarik asit 115.0031 2.18 12745.52 2.18 10460.05
(-)-Epikatesin 289.0703 2.37 759.53 2.55 2192.92
Orientin 447.0910 3.03 0.80 3.97 0.22
Kafeik asit 179.0340 3.07 45.30 - <LOD
(+)-trans 303.0495 3.64 1.19 - <LOD
taksifolin
Luteolin 7- 593.1482 3.84 44.10 5.23 4.50
rutinozit
Vanilik asit 167.0341 3.88 482.11 3.89 208.92
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Tablo 8. (Devam)

Bilesikler m/z R¢ SME R: (RME) RME
(SME) (mg/kg) (dKk) (mg/kg)
(dk)
Luteolin-7- 447.0910 3.94 207.69 3.97 3.06
glukozit
Rutin 609.1430 4.20 72.84 4.72 237.79
Hiperozit 463.0858 431 1627.79 431 439.78
Dihidrokaempferol  287.0546 4.69 0.35 4.68 0.50
Oleuropein 539.1743 - <LOD 4.76 1.37
Kersitrin 447.0910 5.00 158.13 5.01 44.84
Mirisetin 317.0287 5.08 1.64 5.07 0.12
Kersetin 301.0338 5.61 16.47 5.61 1.91
Naringenin 271.0598 5.66 1.74 5.69 1.44
Luteolin 285.0390 5.76 18.08 5.98 2.11
Asasetin 283.0597 7.01 3.01 7.01 1.17
Emodin 269.0442 8.36 0.75 8.37 6.48
Apigenin 7-0- 473.1071 5.70 4.08 5.71 154.19
acilglukozit
Apigenin 7-metilat  283.0600 7.01 0.40 7.01 0.17

4.2. Toplam Fenolik ve Flavonoit Madde Miktar1 Tayini

SME ve RMEnin toplam fenolik ve flavonoit madde miktar1 tayini
spektrofotometrik yontemler kullanilarak incelenmistir. Sonuglar Tablo 9’da sunulmustur.
Toplam fenolik madde miktar1 tayini i¢in standart bilesik olarak kullanilan gallik asite ait

standart grafik (R?=0.9982) (Sekil 7a), toplam flavonoit madde miktar1 tayini igin ise
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kersetine ait standart grafik (R?>=0.9922) (Sekil 7b) ¢izilmistir. SME ve RME'nin toplam
fenolik icerikleri sirastyla 104.64+4.06 mg GAE/g kuru agirlik ve 215.65+8.11 mg GAE/g
kuru agirlik, toplam flavonoit icerikleri ise sirasiyla 50.20+£5.28 mg KE/g kuru agirlik ve
23.52 +8.22 mg KE/g kuru agirlik olarak bulunmustur.

Tablo 9. SME ve RME'nin toplam fenolik ve flavonoit madde miktari

Toplam fenolik icerik Toplam flavonoit icerik
mg GAE/g kuru agirhk mg KE/g kuru agirhk
SME 104.64+4.06 50.20+5.28
RME 215.65+8.11 23.5248.22
a) 4 b) °]
23 3 (2} d
- 2- -
o y=0.7307x+0.0933 S 54 =0.0072x+0,.286
P N R?=0.9982 é 2 :;2;0_9;2); 2009
14
c 1 1 Ll Ll 1 c ) L) ] L] 1
0 1 2 3 4 5 0 100 200 300 400 500
mg/mL Hg/mL

Sekil 7. Gallik asit (a) ve kersetine (b) ait standart grafik

4.3. Antioksidan Aktivitenin incelenmesi

4.3.1.DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesinin Belirlenmesi

Ekstrelerin radikal siipiirme etkileri, DPPH yo6ntemi kullanilarak incelenmistir.
Sonuglar Tablo 10’da verilmistir. Bu ¢alismada pozitif kontrol olarak gallik asit
kullanilmistir. Sonuglar, her iki ekstrenin de DPPH radikalini konsantrasyona bagl bir
sekilde siipiirdiiglinii ortaya koymustur. RME'nin radikal siiplirme ytizdeleri 80 pg/mL ve
200 pg/mL'de sirastyla %72.64£3.59 ve %90.14+1.33 olarak tespit edilmistir. SME ve
RME'in ICso degerleri sirasiyla 146.24 pg/mL ve 64.79 pg/mL olarak hesaplanmigtir.
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Gallik asit 20, 40 ve 80 pg/mL'de RME'den daha yiiksek aktivite gosterse de, 200

pg/mL'de benzer aktivite gostermistir.

Tablo 10. Ekstrelerin DPPH radikal siiplirme aktivitelerinin yiizdesi (%)

% 20 pg/mL 40 pg/mL 80 pg/mL 200 pg/mL
SME 6.59+2.89 15.274+2.99 27.62+3.30 68.01+£2.70
RME 21.50+4.87 43324491 72.64+3.59 90.14+1.33

Gallik asit 92.07+0.50 91.96+0.63 92.00+0.65 92.16+0.57

4.3.2. PRAP Aktivitesinin Belirlenmesi

Ekstrelerin PRAP aktiviteleri, spektrofotometrik yontem kullanilarak incelenmistir.
Sonuglar Tablo 11°’de verilmistir. Bu c¢alismada pozitif kontrol olarak kersetin
kullanilmistir.  Sonuglar her iki ekstrenin de konsantrasyona bagli olarak PRAP
aktivitesinde artis oldugunu ortaya koymasina ragmen pozitif kontrol olarak kullanilan

kersetine gore diisiik absorbans gosterdigi belirlenmistir.

Tablo 11. Ekstrelerin PRAP aktivitesi (absorbans)

% 40 pg/mL 80 pg/mL 200 pg/mL
SME 0.0744+0.017 0.0861+0.004 0.1056+0.005
RME 0.0704+0.022 0.0865+0.004 0.120140.009

Kersetin 0.1768+0.014 0.329740.029 0.6402+0.024

4.4. DNA Etkilesim Calismalar:

Bu c¢aligmada, ekstrelerin pBR322 plazmid DNA {izerindeki DNA hasar1 ve
koruyucu etkileri agaroz jel elektroforezi kullanilarak incelenmistir. Sonuglar Sekil 8, 9 ve
10°da verilmistir. Bu ¢alismada pozitif kontrol olarak gallik asit kullanilmistir. Sekil 8'de
goriildiigii tizere, SME ve RME c¢alisilan konsantrasyonlarda (40-500 pg/mL) herhangi bir
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plazmid DNA {izerinde herhangi bir hasar olusturmamistir. Plazmid DNA'nin Form I

yiizdeleri incelendiginde yaklagik olarak %100 oldugu goriilmiistiir (Sekil 8).
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Sekil 8. Ekstrelerin hidrolitik niikleaz aktivitesi. 1: DNA kontrol; 2: DNA + 40 pg/mL
SME; 3: DNA + 80 pg/mL SME; 4: DNA + 200 pg/mL SME; 5: DNA + 500
ug/mL SME; 6: DNA + 40 pg/mL RME; 7: DNA + 80 ug/mL RME; 8: DNA +
200 pg/mL RME; 9: DNA + 500 ug/mL RME; 10: DNA + 40 pg/mL gallik asit;
11: DNA + 80 pg/mL gallik asit; 12: DNA + 200 pg/mL gallik asit; 13: DNA +
500 pg/mL gallik asit.
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Ekstrelerin ayni1 konsantrasyonlarda Fenton reaktifi (Sekil 9) ve singlet oksijen
(Sekil 10) tarafindan indiiklenen DNA hasar iizerindeki koruyucu etkileri arastirilmistir.
Plazmid DNA, Fenton reaktifine maruz birakildiginda, olugsan hidroksil radikali DNA'ya
zarar vererek Form ['in ylizdesini diisiiriirken Form II'nin yiizdesini artirmistir. (Sekil 9,
bant 2). Daha sonra ekstrelerin artan konsantrasyonlar: ilave edildiginde DNA iizerindeki
hasarin 6nlendigi gozlenmistir. Ayrica plazmid DNA 151k varliginda metilen mavisine
maruz kaldiginda singlet oksijen olusur ve bu durum giicli DNA hasarina neden
olmaktadir. Sekil 10'da goriildiigli lizere, olusan singlet oksijenin olusturdugu hasar
sonrasinda, plazmid DNA'nin siipersarmal formu tamamen kaybolmustur. 40, 80 ve 200
pg/mL'de SME ve RME varliginda singlet oksijen hasar1 korunamazken, her iki ekstrenin

500 pg/mL varliginda DNA hasari1 kismen 6nlenmistir.
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Sekil 9. Ekstrelerin Fenton reaktifi ile DNA iizerinde olusturulan hasar1 koruma etkisi. 1:
DNA kontrol; 2: DNA + 1 mM FeSO4 + %2 H20»; 3: DNA + 40 pg/mL SME + 1
mM FeSOs + %2 H202; 4: DNA + 80 ug/mL SME + 1 mM FeSO4 + %2 H,0»; 5:
DNA + 200 pg/mL SME + 1 mM FeSO4 + %2 H>03; 6: DNA + 500 pg/mL SME
+ 1 mM FeSOs4 + %2 H202; 7: DNA + 40 pg/mL RME + 1 mM FeSO4 + %2
H>O»; 8: DNA + 80 ug/mL RME + 1 mM FeSOs + %2 H>0»; 9: DNA + 200
png/mL RME + 1 mM FeSO4 + %2 H202; 10: DNA + 500 ug/mL RME + 1 mM
FeSO4 + %2 H202; 11: DNA + 40 pg/mL gallik asit + 1 mM FeSO4 + %2 H20g;
12: DNA + 80 pg/mL gallik asit + 1 mM FeSO4 + %2 H>02; 13: DNA + 200
ng/mL gallik asit + 1 mM FeSOs + %2 H>O2; 14: DNA + 500 pg/mL gallik asit +
1 mM FeSOs + %2 H20,.
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Sekil 10. Ekstrelerin 151k varliginda metilen mavisi ile DNA {iizerinde olusturulan hasari
koruma etkisi. 1: DNA kontrol + beyaz 151k (30 dakika); 2: DNA + 25 uM
metilen mavisi + beyaz 1s1k (30 dakika); 3: DNA + 40 pg/mL SME + 25 uM
metilen mavisi + beyaz 151k (30 dakika); 4: DNA + 80 ug/mL SME + 25 uM
metilen mavisi + beyaz 151k (30 dakika); 5: DNA + 200 pg/mL SME + 25 uM
metilen mavisi + beyaz 151k (30 dakika); 6: DNA + 500 pg/mL SME + 25 uM
metilen mavisi + beyaz 151k (30 dakika); 7: DNA + 40 ug/mL RME + 25 uM
metilen mavisi + beyaz 151k (30 dakika); 8: DNA + 80 ug/mL RME + 25 uM
metilen mavisi + beyaz 1s1k (30 dakika); 9: DNA + 200 pg/mL RME + 25 uM
metilen mavisi + beyaz 151k (30 dakika); 10: DNA + 500 ug/mL RME + 25 uM
metilen mavisi + beyaz 1s1k (30 dakika); 11: DNA + 40 pg/mL gallik asit + 25
UM metilen mavisi + beyaz 151k (30 dakika); 12: DNA + 80 pg/mL gallik asit +
25 uM metilen mavisi + beyaz 151k (30 dakika); 13: DNA + 200 ug/mL gallik
asit + 25 uM metilen mavisi + beyaz 151k (30 dakika); 14: DNA + 500 pg/mL
gallik asit + 25 pM metilen mavisi + beyaz 151k (30 dakika).

4.5. MTT Testi ile Sitotoksisite Analizi

MTT testinin sonuglarina gére, SME ve RME'nin A549 hiicreleri lizerinde 24 saat
maruz birakilmast sonrasinda her iki ekstre de konsantrasyona bagli sitotoksisite
gostermistir. Sonuglar Sekil 11 ve 12°de verilmistir. Calismada pozitif kontrol olarak DOX
kullanilmistir. Sekil 10°da goriildiigii tizere, RME 0.5 ve 1 mg/mL konsantrasyonlarda
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli olarak sitotoksik etki gostermistir (p < 0.001).
Ekstrelerin sitotoksisite profili BEAS-2B hiicreleri ile benzer sonuglar gostermistir. RME,
I mg/mL’de saglikli hiicrelerde 6nemli sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir (p <
0.001). SME ve RME’nin selektiflik indeksi (SI =Saglikli hiicre dizisi BEAS-2B i¢in ICsp)
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/ (kanserli hiicre dizisi A549 i¢in ICso) hesaplanmistir. SME ve RME i¢in SI degerleri
strastyla 1.05+0.03 ve 1.884+0.10'dur. Ekstrelerin BEAS-2B ve A549 hiicreleri iizerindeki

SI degerlerine gore RME'nin SI oraninin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
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Sekil 11. A549 hiicrelerinde ekstrelerinin sitotoksisite profili. Kontrol ve gruplar
arasindaki istatistiksel farkliliklar *p < 0.05; **p < 0.01; **p < 0.001. Kontrol
(DMSO 0.5%, v/v); DOX: (0.29 pg/mL = 1 pM; 1.45 pg/mL =5 puM; 2.9
pg/mL = 10 uM).
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Sekil 12. BEAS-2B hiicrelerinde ekstrelerinin sitotoksisite profili. Kontrol ve gruplar
arasindaki istatistiksel farkliliklar *p < 0.05; “p < 0.01; *p < 0.001. Kontrol
(DMSO 0.5%, v/v); DOX: (4.06 ng/mL = 0.007 uM; 16.24 ng/mL = 0.031 uM;
32.48 ng/mL = 0.062 uM).
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4.6. Hiicre Gocii Analizi

SME ve RME'nin A549 hiicrelerinin in vitro migrasyonu tiizerindeki etkilerini
degerlendirmek i¢in 72 saat boyunca yara iyilestirme testi gerceklestirilmistir. Sonuglar
Sekil 13 ve 14’te verilmistir. Calismada pozitif kontrol olarak DOX kullanilmistir.
Ekstrelerin farkli konsantrasyonlarma (0.125-1 mg/mL) maruz birakilan A549 hiicrelerinin
migrasyon hizina gore, 1 mg/mL SME ve RME varliginda 6nemli bir migrasyon dnleyici
etkiye yol actig1 tespit edilmistir (Sekil 13). Sekil 14°te gosterildigi gibi RME varliginda
anti-migrasyon etkisinin daha yiliksek oldugu bulunmustur. 0.5 mg/mL SME, RME'ye
kiyasla A549 hiicrelerinin migrasyonunda daha yiiksek bir azalmaya neden olmasina
ragmen bu durumun istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlenmistir. Test edilen tim

konsantrasyonlarda en yiiksek go¢ karsit1 aktivite pozitif kontrol ile gdzlenmistir.
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Sekil 13. Ekstrelerin varliginda A549 hiicrelerinde migrasyon orani (72 saat). Kontrol ve
gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklar “p < 0.05; *p < 0.01; *p < 0.001.
Kontrol (DMSO 0.5%, v/v); DOX: (0.29 ug/mL = 1 uM; 1.45 pg/mL =5 pM;
2.9 pg/mL = 10 uM).
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Sekil 14. Ekstrelerin varliginda A549 hiicrelerinde migrasyon orani. Hiicre migrasyonu
analizi, yara iyilestirme testi ile gerceklestirilmis ve goriintiiler, 10 % biiyiitme
orantyla (EVOS M5000, Thermo-Scientific) ¢ekilmistir. DOX, 0.29 pg/mL=1

pM'de test edilmistir.
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4.7. Western Blotlama Analizi

Bu caligmada, hiicre 6liim mekanizmasini aydinlatmak icin ekstrelerin varliginda
A549 hiicrelerinin hiicre i¢i sitokrom ¢ (Cell Signaling Technology; 11940S), p53 (Cell
signaling Technology; 9282S) ve kaspaz-3’iin (Cell signaling Technology; 9662)
ekspresyon seviyeleri western blotlama teknigi kullanilarak incelenmistir. Sonuglar Sekil
15 ve 16°da verilmistir. Sonuglar, kontrole kiyasla 1 mg/mL'de RME varliginda A549
hiicrelerinde sitokrom c ekspresyonunun yaklasik 1.55 kat arttigin1 gostermistir (p < 0.01).
Bununla birlikte, sitokrom ¢ ekspresyonu SME varliginda da 1.25 kat artmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. (Sekil 15a). Ote yandan, A549 hiicrelerinde
RME maruziyeti sonrasinda p53 ekspresyonunun kontrole gore istatistiksel olarak arttig
tespit edilmistir (p < 0.01) (Sekil 15b). Kaspaz-3 ekspresyon seviyesi 24 saatlik RME
maruziyeti sonrasinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde artig

gostermistir (p < 0.05). Bu artig yaklasik 1.72 kat olarak tespit edilmistir (Sekil 16).
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Sekil 15. RME ve SME varliginda A549 hiicrelerinde p53 ve sitokrom c ekspresyonlarinin
western blot analizi. (a) A549 hiicrelerinin sitokrom c ekspresyonu goriintiileri
ve densitometrik verileri. (b) A549 hiicrelerinin p53 ekspresyonu goriintiileri ve
densitometrik verileri. Veriler ortalama+ SEM (n=4 grup) olarak sunulmustur.
*p<0.05, **p <0.01, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, Student t testi ile test
edilmisgtir.
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Sekil 16. RME ve SME varliginda A549 hiicrelerinin kaspaz-3 ekspresyonu goriintiileri ve
densitometrik verileri. Veriler ortalama+ SEM (n=4 grup) olarak sunulmustur.
*p<0.05, **p <0.01, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, Student t testi ile test

edilmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Berberidaceae familyasinin bir tiyesi olan Epimedium cinsi, Avrupa'da geleneksel
olarak astim, akciger kanseri gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (137).
Epimedium tiirlerinde, bugiline kadar tanimlanmis olan flavonoitler, fenol glikozitler,
feniletanoid glikozitler ve seskiterpenler gibi 260 aktif bilesik bulunmaktadir (95). Ma ve
arkadaslarinin (94) hazirladigr derleme ¢alismasinda icerdigi aktif bilesikler sayesinde
Epimedium  cinsinin  afrodizyak etkileri, kemik metabolizmasi, bagisiklik ve
kardiyovaskiiler sistem tizerindeki etkileri, kikirdak biiylimesi, anti-hipertansif, antitimor,
antioksidan etkileri gibi ¢esitli 6zellikleri iizerine in vitro ve in vivo biyolojik ¢aligmalarin
bulundugu ortaya konulmustur. Bu boliimde tez calismasi ile E. pubigerum bitkisinin
fitokimyasal karakterizasyonu, biyolojik aktiviteleri ve sitotoksisite profilinin incelenmesi
ve akciger kanseri tedavisindeki kullanim potansiyelinin ortaya ¢ikarilmasi ile ilgili elde
edilen bulgularin literatiir ile karsilastirmali  inceleme sonuglarmi  sunmak

hedeflenmektedir.

Tez calismasinda E. pubigerum bitkisinin SME ve RME ekstreleri kullanilarak
deneyler gerceklestirilmigtir. Ekstrelerin fitokimyasal bilesenleri LC-HR/MS yontemi ile
analiz edilmistir. Tablo 8’de sunuldugu iizere bitkinin SME’si 22, RME’si 21 bilesik
icermektedir. SME’de 12745.52 mg/kg, RME’de 10460.05 mg/kg olmak {lizere her iki
ekstrede de fumarik asit en yliksek miktarda bulunan bilesiktir. Fumarik asit, sitrik asit
dongiisliniin 6nemli bir metabolitidir. Gida katki maddesi olarak da kullanilan bu bilesik
skleroz, sedef ve kanser hastaliklarinin tedavisinde kullanilan bilesiklerin onciistidiir (138).
RME’de yiiksek miktarda bulunan ikinci bilesik (-)-epikatesindir (2192.92 mg/kg).
Epikatesin, genellikle yesil cay, lizim ve kakaoda bulunan polifenolik yapisinda bir
bilesiktir (139). Epikatesinin farkli kanser hiicre hatlarindaki etkilerini ortaya koyan
caligmalar bulunmaktadir. Bu c¢alismalar epikatesinin servikal kanser (HeLa), gastrik
adenokarsinom (MKN45) ve insan mesane kanseri (TCCSUP) hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe ettigini gostermektedir (140-142). Ayrica epikatesinin A549
hiicreleri ve saglikli insan akciger fibroblast (Hel 299) hiicrelerindeki proliferasyonu ve
hiicre canliligi {izerindeki etkisini aragtirmak, bir kemoterapdtik olan sisplatin ile
kullanildiginda etkisini belirlemek i¢in bir ¢alisma gergeklestirilmistir. Sonu¢ olarak
epikatesinin konsantrasyona bagli olarak A549 hiicrelerinin proliferasyonunda inhibitor

etki gosterirken Hel 299 hiicrelerinin proliferasyonunu engellememistir. Sisplatin ile
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kombine edildiginde ise etkisinin sinerjistik oldugu goriilmiistiir. Ayrica her iki tedavinin

de apoptotik hiicre 6liimiinii indiikledigi sonucuna ulagilmistir (143).

Ekstrelerin fitokimyasal analizi gergeklestirildikten sonra toplam fenolik ve
flavonoit igerigi tayini yapilmistir. Tablo 9°da sunuldugu tizere RME’nin toplam fenolik ve
flavonoit igerigi 215.65+8.11 mg GAE/g kuru agirlik ve 23.52+8.22 mg KE/g kuru agirlik
olarak bulunmustur. Sonuglar RME’nin toplam fenolik igeriginin SME’den daha yiiksek
oldugunu gosterirken SME’nin 50.20+5.28 mg KE/g kuru agirlik ile toplam flavonoit
iceriginin RME’den daha yiliksek oldugu gostermistir. Lee ve arkadaslar1 (144), E.
koreanum Nakai bitkisinin kok, gdvde ve yapraklarinin %70’lik etanol ekstrelerinin toplam
fenolik ve flavonoit icerigi analiz etmistir. Kok kisminin toplam fenolik ve flavonoit igerigi
sirastyla 2.47+0.02 mg klorojenik asit esdegeri/g ve 2.07 mg KE/g bulmustur. Kok kismi
diger kisimlara kiyasla daha yiiksek igerige sahip oldugu goriilmektedir. Zhang ve
arkadaglar1 (145), E. koreanum Nakai’nin kok ve yapraklarinin farkli fraksiyonlarinin ve
ekstrelerinin toplam fenolik ve flavonoit icerigini analiz etmistir. Bitkinin yapraklarinin ve
kok kisminin toplam fenolik icerigi sirasiyla 64.19+2.54-182.99+0.60 mg GAE/g kuru
agirhik ve 15.23+3.40-75.81+2.19 mg GAE/g kuru agirlik degerleri arasinda degisiklik
gosterdigi gortilmiistiir. Genel olarak yapraklarin toplam fenolik igerigi kok kismina oranla
daha yiiksek oldugu sonucuna ulagilmistir. Ayrica benzer sekilde toplam flavonoit
iceriginin yapraklarda kok kismina kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Munir ve
arkadaglar1 (146), Folin-Ciocalteu yontemiyle Epimedium gandiflorum bitkisinin toplam
fenolik ve flavonoit igerigini analiz etmistir. igerikleri sirastyla 1010.72+12.49 mg GAE/g
kuru agirlik ve 241.8+11.18 pg GAE/g kuru agirlik olarak hesaplanmstir.

SME ve RME’nin antioksidan aktivitesini belirlemek amaciyla DPPH ydntemi
kullanilmistir. Tablo 10’da ekstrelerin radikal siipiirme aktivitelerinin yiizdelerine yer
verilmistir. ICso degerleri ise SME ve RME igin sirastyla 146.24 pg/mL ve 64.79 pg/mL
olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar dogrultusunda RME’nin daha yiiksek DPPH radikal
siipiirme aktivitesi gdsterdigini goriilmektedir bu durumun toplam fenolik igerigi ile
uyumlu bulunmustur. Benzer bir ¢alismada Zhao ve arkadaglari (147) farkli kurutma
islemlerinden sonra E. koreanum Nakai’nin radikal siipiiriicti 6zelliklerini DPPH y6ntemini
kullanarak arastirmis ve ICso degerlerinin 87.44—118.12 pg/mL arasinda degistigi sonucuna

ulagmistir. Lee ve arkadaslar1 (144), E. koreanum Nakai flavonoidlerinin %70’lik etanol

ekstrelerinin antioksidan aktivitelerini arastirmak i¢in DPPH ve farkli yontemler
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kullanmigtir. DPPH testi sonucunda yapraklarin 20 mg/mL’de %380’lik bir siipiirme
yiizdesiyle diger kisimlara oranla en yiiksek radikal siipiiriicii etkiyi gosterdigi
goriilmistlir. Yang ve arkadaslar1 (148), Epimedium pubescens bitkisinden izole edilen
flavonoitlerinin radikal siipiiriicli etkilerini DPPH ydntemi yardimiyla analiz ettiginde ICso
degerini 52.10 ug/mL olarak hesaplamistir. Naseer ve arkadaslari (149), Epimedium elatum
bitkisinin toprak alti ve toprak {istii kistmlarinin metanol ekstrelerinden izole edilen 10
bilesenin antioksidan potansiyellerini arastirmak amaciyla DPPH testi gergeklestirmistir.
Bilesenlerden flavonoit oldugu bilinen dibenzilidenaseton’un ICso degeri 4.32 uM olmak
iizere diger bilesikler de ICso degerleri 4.32—-13.98 uM arasinda degismektedir. Genel
olarak bu bitkiden elde edilen bilesenlerin antioksidan kapasiteleri yiiksek bulunmustur.
Xu ve arkadaglar1 (150), E. acuminatum Franch. bitkisinin toprak iistii kisimlarindan
saflagtirllmis notral ve asidik polisakkaritlerinin radikal siiptirme 6zelliklerini DPPH
yontemiyle analiz ettiler ve doza bagimli olarak radikal yakalama aktivitesi gosterdiklerini,
asidik polisakkaritlerin daha yiiksek radikal siipiirme aktivitesi gosterdigi gézlemlenmistir.
Sonuglardaki farkliliklarin nedeni bitkilerdeki bilesiklerin yetistikleri iklim, toprak, nem

kosullarina gore degisiklik gostermesi olabilmektedir.

Ayrica bu tez ¢alismasi kapsaminda ekstrelerin plazmid DNA’ya karst DNA hasar1
ve DNA hasar1 koruyucu etkileri arastirtlmistir. Agaroz jel elektroforezi yontemi
kullanilmistir, bu yontem ¢6ziinmiis biyomolekiillerin elektriksel bir alanda kiitle/yiik
oranina gore yer degistirmesine dayanmaktadir. Plazmid DNA'nin elektroforez iizerinde
bilinen ii¢ formu (Form I, II ve III) vardir (131). Plazmid DNA'da hasar meydana
geldiginde bu formlarda degisiklikler meydana gelmekte bdylece hasarin miktar
belirlenmektedir (125). Bu tez calismasinda kullanilan konsantrasyonlarda ekstrelerin Sekil
8’de gorildiigii lizere plazmid DNA'da herhangi bir hasar olusturmadig: ortaya ¢ikmustir.
Fenton reaktifi ile olusturulan DNA hasarinda ise Sekil 9°da goriildiigii tizere form I
yiizdesinin azaldigi, form II yilizdesinin ise arttif1 gozlenmistir. Ekstreler eklendiginde
form I yilizdesinin yeniden arttig1 gozlenmistir. Sonuglar, ekstrelerin Fenton reaktifinin
neden oldugu DNA hasarina kars1 koruyucu bir etkiye sahip oldugunu gostermistir. Yine
bir baska yontemde metilen mavisi ve 151k varliginda olusan singlet oksijen Sekil 10°da
goriildiigi iizere DNA'da ciddi bir hasara neden olmustur. Farkli konsantrasyonlarda ekstre
eklendiginde ise sadece 500 pg/mL'sinde kismi koruyucu etki gozlenirken, diger
konsantrasyonlarda koruma gozlenmemistir. Her iki sonu¢ da RME'nin SME'den daha

giiclii bir DNA koruyucu etkisi oldugunu gostermistir. Benzer bir ¢alismada Yang ve
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arkadaslar1 (151) Epimedium brevicornu’dan elde edilen polisakkaritlerin enzimatik su
ekstrelerinin DNA koruyucu etkilerini arastirmistir. Sonuglar bitkinin DNA hasar1 tizerinde
olduk¢a yiiksek inhibitdr etkiler gosterdigini ortaya koymustur. Munir ve arkadaslar
(152), Epimedium grandiflorum "un hidroetanolik ekstresinin Fenton reaktifi ile olusturulan
DNA hasarmm1 Onleme yeteneklerini agaroz jel elektroforezi yontemini kullanarak

degerlendirdiler. Ekstrenin hasar1 6nleme potansiyelinin oldugu goriilmiistiir.

Yine bu tez calismasi kapsaminda ekstrelerin A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarina
kars1 sitotoksik etkileri arastirilmistir. Sitotoksisite, canli hiicreler iizerindeki toksik etki
oranini ifade etmektedir. Yaygin olarak kullanilan sitotoksisite testlerinden biri MTT
testidir. MTT testinde olusan rengin kolorimetrik olarak olciildiglii formazana
indirgenmektedir. Uretilen formazan miktar1 canli hiicre sayisim vermektedir (153). In
vitro yara iyilestirme testi ile farkli hiicre modellerinin ¢esitli uyaranlara karst verdigi
yanitlar incelenmektedir. %70-80 konfluensiye ulagmis hiicre tabakasinda ince bir ¢izik
olusturularak farkl saat araliklarinda hiicrelerin davranislart incelenir. Sonugta elde edilen
goriintliler 151k mikroskobunda incelenerek kaydedilmektedir. Ulasilmak istenen sonug
arastirilan maddelerle hiicrelerin bulunmadigi, gé¢ edemedigi bir alan olusturmaktir (154).
Bu tez calismasinda Sekil 11 ve 12°de goriildiigii tizere SME ve RME’nin A549 hiicreleri
izerinde konsantrasyona bagli bir sitotoksisite gosterdigi tespit edilmistir. Bununla birlikte
0.5-1 mg/mL’de RME’nin SME’ye kiyasla 6nemli bir sitotoksik etki gdsterdigini ortaya
koymustur. Ayrica her iki ekstrenin sitotoksik etkileri BEAS-2B hiicreleri ile de benzer
sonuglar vermistir. Ek olarak SME ve RME’nin A549 hiicrelerindeki migrasyon tizerindeki
etkilerini 72 saat boyunca degerlendirmek i¢in in vitro yara iyilestirme testi yapilmigtir.
Sekil 13°te goriildiigii iizere 1 mg/mL‘de SME ve RME’nin 6nemli bir migrasyon onleyici
etkiye yol agtigi ancak pozitif kontrol olarak kullanilan DOX’un test edilen tiim
konsantrasyonlarda en yiiksek migrasyon Onleyici aktiviteyi gosterdigi goriilmiistiir.
Zulfiqar ve arkadaslar1 (155), E. grandiflorum bitkisinin metanol ekstresinden izole
ettikleri 30 bilesenin dort farkli kanser hiicrelerindeki (insan melanoma (SK-MEL), HeLa,
insan epitelyal meme (BT-549) ve insan over kanseri (SKOV-3) hiicreleri) sitotoksik
etkileri hiicre proliferasyonu deneyi kullanilarak belirlenmistir. Bu bilesenlerden
epimedigrandiozit A, korepimeozit A ve B, epimozit ve ikarisit II’in ICso degerleri 945
uM arasinda degisirken kanser hiicre hatlarinda sitotoksik etki gdsterdigini ortaya
koymuslardir. Pang ve arkadaslar1 (156), Epimedium brevicornu nun yapraklarindan elde

edilen metanol ekstresinden izole ettikleri bilesiklerin HepG2 hiicrelerindeki sitotoksik
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etkilerini MTT testini kullanarak incelemistir. Bu bilesiklerin ICso degerleri 32.8-87.3 uM
arasinda deger gosterirken HepG2 hiicrelerine karsi sitotoksik aktivite gosterdiklerini
ortaya koydular. Zhang ve arkadaglari (157), E. koreanum Nakai bitkisinin yaprak
ekstresinden izole ettigi sekiz bilesigin A549 ve insan akciger mukoepidermoid kanser
(NCI-292) hiicrelerindeki sitotoksik aktivitelerini MTT testi ile incelenmistir. izole edilen
bilesiklerden bes tanesinin ICso degerleri 5.7-23.5 uM arasinda degisirken, her iki hiicrede

de hiicre proliferasyonunu inhibe ettikleri gozlemlenmistir.

Bildigimiz kadariyla E. pubigerum'un sitotoksik etkileri ve hiicre olim
mekanizmasi hakkinda herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle ekstrelerin
A549 hiicrelerinde hiicre oliimiine neden oldugu konsantrasyonda sitokrom c, p53 ve
kaspaz-3 ekspresyonunu belirlemek ve bodylece 6lim mekanizmalarini agiklamak igin
western blotlama teknigi kullanilmistir. Apoptoz, hiicre ici ve hiicre disi sinyaller
tarafindan diizenlenen programlanmis hiicre oliimii olarak tanimlanmistir. Apoptoz ile
hiicre oliimiiniin bes farkli yoldan gerceklesebilecegi bilinmektedir. Bunlardan en yaygin
olanlar1 intrinsik (mitokondriyal) yol ve ekstrinsik (8liim reseptdrii) yoldur. Intrinsik yol,
metabolik ve hipoksik stres tarafindan indiiklenirken, ekstrinsik yol, 6liim ligandlar1 olarak
bilinen Fas-L veya tiimor nekroz faktorii-a tarafindan indiiklenmektedir (158, 159).
Mitokondriyal membran yapisinin bozulmasi, sitokrom c'nin mitokondriden sitoplazmaya
gdc etmesine neden olur ve kaspaz enzimlerinin aktivasyonu sonucunda hiicre apoptoza
girmeye tesvik edilir ve hiicre 6liimiiniin meydana geldigi bir siireci baslatir (160, 161).
Tiimor baskilayict genlerden biri de DNA'ya bagli olarak c¢ekirdekte bulunan p53
proteininin sentezinden sorumlu olan TP53'tiir. TP53, kanserde siklikla mutasyona ugrayan
bir gendir (8). TP53 geninden eksprese edilen p53 proteini, DNA hasari, hipoksi,
onkogenlerin asir1 ekspresyonu veya metabolik sinirlamalar dahil olmak {izere bir dizi
farkl: stresor {izerinde aktive olan bir transkripsiyon faktorii olarak islev géormektedir (162).
Bu protein, programlanmis hiicre 6liimiiniin kontroliinde, DNA onariminda ve DNA hasar1
meydana geldiginde sentezde Onemli bir rol oynamaktadir. p53 proteininin
etkisizlestirilmesi, adenomun karsinoma doniismesine neden olmaktadir (163). p53
proteinini kodlayan genlerdeki mutasyonlar, akciger epitel hiicrelerinde tiimor olusumda da
onemli bir rol oynamaktadir. KHDAK hastalariin yaklasik %50’sinin bu genlerinde
mutasyon oldugu ve bu hastalarin ¢cok daha koétii prognoza sahip oldugu ve kemoterapi,
radyoterapi gibi tedavi yontemlerine karsi daha direngli olduklari goriilmiistiir (164).

Sitokrom c, mitokondri i¢ yiizeyinde yer alan apoptozda gdrevli bir enzimdir. Mitokondri
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aracilt apoptoz i¢in Onemli bir belirtectir ve apoptoz indiiklendikten sonraki siiregte
mitokondriden hiicre dis1 bosluga ve kan dolasimina salinmaktadir. Bu durum normal
fizyolojik kosullarda gerceklesebilirken kanserli hastalarda da gerceklesebilen ve apoptoza
Ozgl bir siiregtir. Cesitli calismalar farkli tiirlerde de olmakla beraber akciger kanseri igin
de uygulanan tedavinin bir sonucu olarak serum sitokrom c seviyesinin 6nemli bir gosterge
oldugunu ortaya koymaktadir (165). KHDAK hastalarinda saglikli bireylere oranla {i¢ kat
daha az serum sitokrom c seviyeleri tespit edilmistir. Kemoterapi alan hastalarin tedavi
sonrasinda serum sitokrom c seviyelerinin arttig1 tespit edilmistir (43). Apoptotik hiicre
olimiinde yer alan proteinlerden bir digeri de kaspaz-3 proteinidir, KHDAK’de tiimor
olusumuna dahil oldugunu gosteren veriler bulunmaktadir. Ayrica kaspaz-3 ekspresyonu
bu tiimorlerde olumlu bir prognoza isaret edebilmektedir (166). Tiim bu nedenlerle p53,
sitokrom ¢ ve kaspaz-3 proteinlerinin ekspresyonlar1 kanser etiyolojisinde dnemlidir. Bu
tez caligmast ile ilk defa, Sekil 15°te goriildiigii tizere 1 mg/mL’de RME varliginda
kontrole kiyasla sitokrom ¢, p53 ve kaspaz-3 ekspresyonunun onemli Olgiide arttigini
gosterilmistir. Bu sonuglar, RMEmin A549 hiicrelerinde apoptozu indiikledigini ortaya
koymustur. Elde edilen tiim veriler sonucunda, RME'in SME'de goriilen etkiye kiyasla
teorik olarak daha giiclii bir adjuvan terapétik ajan oldugu 6nerilebilmektedir. Bu hipotezin
desteklenmesi amaciyla genotoksik analizler ve in vivo c¢alismalarin planlanmasi

Onerilmektedir.
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