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Usnea filipendula Stirt.” IN KOLON KANSERI HUCRE SOYLARI UZERINE
SITOTOKSIK AKTIVITESININ ARASTIRILMASI
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Danmisman: Dog. Dr. Ferda ARI

Diinyada ve iilkemizde Onemli saghik sorunlarmmdan biri olan kolorektal kanseri
tedavisinde halen tam olarak basar1 elde edilememistir. Bu nedenle yeni tedavi
rejimlerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Son zamanlarda, mantar ve alglerin
(veya siyanobakterilerin) simbiyotik ortakliklar1 sonucu olusan likenler, kanser
arastirmalarinda oldukca ilgi ¢cekmektedir. Bu calismada, Usnea filipendula Stirt. liken
tiiriiniin methanol ekstraktinin insan kolon kanser hiicre soylar1i (HCT-15 ve HT-29)
tizerine sitotoksik etkisi ve mekanizmalar1 arastirilmigtir. Sitotoksik aktiviteyi
belirlemek icin SRB ve ATP testleri kullamlmustir. Sitotoksik etkiden sorumlu olan
hiicre oliimii (apoptozis/nekrosiz) belirlenmesi i¢in, kaspazla-kirilmis sitokeratin 18
(M30) yontemi ve floresans boyama yontemleri (Anneksin-V ve Hoechst 33342 ve
propidyum iyodiir boyama) kullanilmigtir. Ayrica hiicre 6lim kinetigi parametreleri
(Kaspaz-3/7 ve Mitokondri Membran Potansiyeli) akim sitometri ile belirlenmistir.
Sonugta, Usnea filipendula metanol ekstraktinin HCT-15 ve HT-29 hiicrelerinde doza
ve zamana bagl olarak hiicre biiylimesini engelledigi belirlenmistir. Usnea filipendula
ekstraktinin IC50 degeri HCT-15 ve HT-29 hiicrelerinde sirayla 17,20 pg/ml ve 40,94
pg/ml olarak belirlenmistir. Ekstraktin her iki hiicre soyunda da apoptozisi arttirdigi
ozellikle HCT-15 hiicrelerinde Kaspaz-3/7 artisinin gozlenmesi hiicrelerin kaspaz
bagimli yolak {iizerinden apoptozise gidebilecegi belirlenmistir. Sonu¢ olarak, bu
calisma kapsaminda Usnea filipendula ekstraktinin HCT-15 ve HT-29 insan kolon
kanser hiicre soylar1 iizerinde apoptozisi (erken ve gec apoptozis) indiikleyerek
sitotoksik etkiye neden oldugu belirlenmisgtir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, Usnea filipendula, kolorektal kanser, kanser hiicre
oliimi
2016, viii + 68 sayfa
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As one of the major health problems worldwide and in our country, the treatment for
colorectal cancer has not been fully successful. Thus, there is a need for the
development of new treatment regimens. Recently, lichens which are complex
organisms living in a symbiotic relationship with fungi and algae (or cyanobacteria)
received special interest in cancer research. In this study, the cytotoxic activity and its
mechanisms of methanol extract of lichen Usnea filipendula Stirt. was investigated on
colon cancer (HCT-15 and HT-29) cell lines. SRB and ATP cell viability tests were
used to monitor cytotoxic activity. In order to determine the mode of cell death
(apoptosis/necrosis) responsible for the cytotoxic effect, caspase-cleaved cytokeratin 18
(M30) method and fluorescence staining techniques (Annexin-V, Hoechst 33342, and
Propodium iodide) were used. Cell death kinetics parameters (Caspase-3/7 activity and
Mitochondria Membrane Potential) were also investigated using flow cytometry.
Methanolic extract of Usnea filipendula showed dose and time-dependent anti-
proliferative effect in HCT-15 and HT-29 cells. The IC50 values of Usnea filipendula
methanol extract in HCT-15 and HT-29 cells are 17,20 pg/ml and 40,94 pg/ml,
respectively. The extract induces caspase-dependent apoptosis in both cell lines
especially in HCT-15 cells which increase of Caspase-3/7 activity was observed. As a
conlcusion, this reseach has shown that methanol extract of Usnea filipendula is
cytotoxic in colon cancer HCT-15 and HT-29 cell lines by inducing apoptosis (early or
late apoptosis).

Keywords: Apoptosis, Usnea filipendula, colorectal cancer, cancer cell death
2016, viii + 68 pages
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GIRIS

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi ve ¢cogalmasi sonucu olusan diinyada en dnemli
oliim sebeplerinden biri olan halk sagligi sorunudur. Diinya Saglik Orgiitii'ne bagl
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi’nin son yillardaki arastirmalar verilerine gore
diinyada 14 milyon insana kanser teshisi konmustur (Ferlay ve ark. 2012). Kolorektal
kanser (KRK) diinyada en yaygin goriilen kanserlerden biri olup kanserle iligkili
Oliimlerde ikinci sirasinda yer almaktadir (Siegel ve ark. 2013). Kanser tedavisinde yer
alan cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi uygulamalarindaki ilerlemelere ragmen kansere
bagl 6liim orani hala yiiksek seviyededir. KRK hastalarinda tiimor niiksii ve yayilimi
sonucu ise bu oran %40’in iizerine ¢ikmaktadir (Punt ve Tol 2009). Bu nedenle, hedefe
yonelik tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ilag kesfi yolunda, kemoterapétik ajan adaylari olarak dogal bilesiklerin 6nemi giderek
artmaktadir (Lee 1999, Schwartsmann 2000). Dogal bilesikler, biyolojik aktiviteye
sahip ¢ok cesitli kimyasal yapr ve yeni ilaglarin gelistirilmesi icin Onemli prototipler
saglamaktadir (Cragg 1998, Verpoorte 1998, Vuorelaa ve ark. 2004). Giiniimiizde
kullanilan baz1 antikanser ilaglar (vinkristin, vinblastin, etoposit, paklitaksel,
kamptotesin, topotekan, irinotekan gibi) bitkilerden elde edilmigtir. Bu ilaclar sitotoksik
etkiye sahip olup farkli mekanizmalarla hiicre cogalmasimm engellemektedirler.
Kullanilan antikanser ajanlarin %60’1 dogal kaynaklardan elde edilmistir. Biyoaktif
bilesikler yaprak, meyve, govde, bitki 6zii ve kok gibi bitkilerin ¢esitli boliimlerinden
elde edilmektedir (Bhanot ve Sharma 2011). 2008 yilinin bagindan itibaren ¢esitli
arastirmalar sonucu preklinik, faz I ve faz III klinik deneysel asamalarindan gecerek
Gida ve Ilag Idaresi (FDA) onay asamasina gelen 225 dogal iiriin temelli antikanser ilag
bulunmaktadir. Bunlardan 108 tanesi bitkilerden, 61 tanesi yar1 sentetiklerden, 25 tanesi
bakterilerden, 24 tanesi hayvanlardan ve 7 tanesi mantarlardan iiretilmigstir. Bilinen
18.000 dogal deniz iiriinlinden 22 tanesi veya bunlarin kimyasal tiirevleri ise klinik
degerlendirme asamasindadir. Bu ilerlemelere ragmen, halen 6zgiin antikanser ajanlarin
aray1s1 devam etmektedir (Burger ve ark. 2014).

Son zamanlarda mantar ve alglerin (veya siyanobakterilerin) simbiyotik ortakliklar
sonucunda olusan likenler, kanser aragtirmalarinda ilgi c¢ekmektedir. Likenlerin
antibakteriyel, antitiimor, antioksidan, anti-viral, anti-enflamatuar, sitotoksik, analjezik,

antipiretik ve antiproliferatif 6zelliklere sahip olduklar1 gosterilmistir (Molnar ve Farkas



2010, Mitrovic ve ark. 2011a). Parmeliaceae, Lecanorales takiminin en biiylik ve
kalabalik ailesidir. Parmeliaceae ailesi 87 cinse sahip olup, 2000'den fazla tiir
barindirmaktadir. En 6nemli cinslerden biri olan Usnea 500'den fazla tiire sahiptir. Bu
cins farkli iklim bolgelerinde ve habitatlarda genis bir yelpazede bulunmakta ve
kozmopolit bir dagilima sahip olmaktadir (Kantheti ve ark. 2012). Bu tez calismasinda,
Usnea filipendula Stirt. bitkisinden elde edilen metanol ekstraktinin kolon kanseri hiicre
soylar1 (HCT-15 ve HT-29) iizerindeki sitotoksik/apoptotik etkisinin arastirilmasi

amaglanmugtir.



1.KAYNAK OZETLERI

1.1.Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Kanser hiicrelerinde 2000 yilinda, hiicrelerin proliferatif (biiylime) sinyallerinin
siirekliligi, biiyiime baskilayici sinyallere duyarsiz olmasi, c¢evre dokulara yayilma
(invazyon) ve metastaz (farkli dokulara yayilma) aktivasyonu, simirsiz boliinme
yeteneginin etkinlestirilmesi, anjiogenezin (yeni kan damarlarinin yapimi) indiiklenmesi
ve hiicre Oliimiine kars1 direng gibi fenotipik 6zellikleri belirlendi (Sekil 1.1) (Hanahan
ve Weinberg 2000). Kanser olugsum siirecindeki hiicrelerde goriilen fenotipik
degisiklikler genetik degisimlerin sonucu olarak nitelendirilmektedir. Normal hiicrenin
kanser hiicresine degisim siireci hizli degildir. Baskiliyic1 genler, onkogenler ve DNA
tamirinde rol oynayan kritik genlerdeki mutasyonlar genetik degiskenlik ve
farklilagmaya neden olmaktadirlar. Bu edinilen fonksiyonel yetenekler kanser

hiicrelerinin hayatta kalmasina, cogalmasina ve yayilmasina olanak saglar.

Hicrelerin proliferatif
(biilyiime) sinyallerinin
surekliligi

Hucre 6limiine Biiyiime baskilyici
karsi direnc sinyallere duyarsiz olmasi

Cevre dokulara yayilma

Anjiogenezin ’
(invazyon) ve metastaz

indiklenmesi

Sinirsiz bélinme
yeteneginin etkinlestirilmesi

Sekil 1.1. Kanser hiicrelerinin 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg 2000).

Normal hiicreler, boliinme asamasinda G, (durgun faz) fazindan aktif proliferatif faza
ilerlemeden 6nce mitotik biiyiime sinyallerine ihtiya¢ duyar. Bu gereksinim biiylime
sinyallerinin 6zerkligi olarak adlandirilir. Kanser hiicreleri ise proliferatif faza ilerlemek

icin biiyiime faktorlerine ihtiyag¢ duymaz. Kanser hiicrelerinde biiylime sinyalleri



Ozerkligini nasil kazanacagini agiklamaya yonelik lic molekiiler stratejisi Onerilmigtir.
Bunlar;

-hiicre digindan gelen biiylime sinyallerinde degisiklikler

-bu sinyallerin transelliiler iletimi ya da

-intraselliiler yolaklar {izerinden bu sinyalleri eyleme doniistiiriilmesidir (Fedi ve
ark. 1997).
Kanser hiicrelerinin sahip oldugu diger 6zellik biiyiime baskiliyic1 sinyallere karsi
duyarsiz olmalaridir. Normal hiicreler, hiicresel sessizligi siirdiirmek ve doku
homeostaz1 (dengesi) i¢in hiicre dig1 ortamda (ekstraselliiler matriks) veya civarmdaki
hiicrelerin yiizeyinde bulunan c¢esitli antiproliferatif sinyallere sahiptir. Kanser
hiicrelerinin  transkripsiyon faktorleri (E2F gibi) serbest birakarak hiicre
proliferasyonunu uyaran tumor baskiliyict proteinleri (retinoblastoma protein gibi)
bozarak antiproliferatif sinyallerden kagindig: diisiiniilmektedir. Buna ek olarak, kanser
hiicreleri ayrica integrinleri ve biiylime-karsiti sinyaller gonderen diger hiicre-yapisma
(adezyon) molekiillerinin ifadesini (ekspresyonunu) de inhibe edebilirler (Lukashev ve
Werb 1998, Giancotti ve Ruoslahti 1999).
Normal hiicreler sinirh replikatif potansiyele sahiptir ve hiicreler belirli sayida (60 ile 70)
boliindiikten sonra biiylimesi durmaktadir. Bu siirece yaglanma (senesens) denir. Ancak
nadir bir varyant hiicre (107 hiicrede 1 hiicre) limitsiz ¢ogalabilme yetenegi elde edebilir
ve bu ozellik 6liimsiizlesme olarak adlandirilir. Bu 6zellik tiimor ilerlemesi asamasinda
goriiliir ve habis (malignant) biiyiime durumunun gelismesi i¢cin 6nemlidir. Kanser
hiicreleri boyle bir durumda telomeraz enziminin ekspresyonunu arttirarak telomeri
devam ettirme yetenegi kazanmasi gerekmektedir (Bryan ve Cech 1999, Blackburn
2005).
Kanser hiicrelerinin sahip oldugu bir diger yetenek anjiogenezin siirdiiriilmesidir. Hiicre
fonksiyonu ve sag kalimi damarlar araciligiyla devamli olarak oksijen ve besin
maddeleri alimi lizerinden siirdiiriilmektedir. Organ olusumu (organogenez) siirecinde
yeni kan damarlarmin biiylimesi yani anjiogenez siireci oldukc¢a dikkatli diizenlenir.
Kanser hiicreleri, hiicre sayisindaki artisi desteklemek igin oksijen ve diger besin
maddelerine ihtiya¢ duyar ve bunu saglamak i¢in kan damarlarimin biiylimesini tegvik

eder (Hicklin ve Ellis 2005, Veikkola ve Alitalo 1999).



Primer tiimorler tiimor bolgesinden farkli yerlere hareket ederek yeni koloniler
olusturabilen ve cevre dokulara yayilabilen Oncii hiicrelerin ortaya ¢ikmasini saglar.
Boylece farkli dokulara yayilabilen yani metastaz yapabilme kapasitesine sahip
olmaktadirlar. Kanser hiicreleri viicutta ozellikle besin ve yer bakimindan zengin
bolgeleri tercih ederek koloni olustururlar. Metastazda, hiicreleri ekstraselliiler matrikse
baglayan hiicre-hiicre yapisma molekiilleri ve integrinler onemli rol oynamaktadir
(Aplin ve ark. 1998, Bendas and Borsig 2012). Epitelyal hiicrelerde ifade edilen hiicre-
hiicre etkilesimi saglayan molekiil olan E-kaderin Onemli proteinlerden birisidir.
Metastatik kanserler Ozellikle epiteliyel kanserlerde E-kaderin fonksiyonunun
kaybedildigi gosterilmistir. Proteazlar da, proteaz genlerin arttirarak diizenlenmesi (up-
regiilasyon) ve proteaz inhibitor genlerin azaltilarak diizenlenmesi (down-regiilasyonu)
araciligiyla kanser hiicrelerinin yeni dokulara yayilmasi ve metastazina katki saglar
(Christofori ve Semb 1999, Jeanes ve ark. 2008).

2011 yilinda Hanahan ve Weinberg, enerji metabolizmasinin yeniden diizenlenmesi ve
bagisiklik sistemi yikimindan kaginilmasi seklinde kanserli hiicrelerinin 6zelliklerine iki
yeni Ozellik daha eklemistir (Sekil 1.2) (Hanahan ve Weinberg 2011). Bunlara ilave
olarak genom kararsizligi/mutasyon ve tiimor baglatici enflamasyon olmak tizere iki
karakteristik 6zellik daha tanimlanmistir. Kanser genel olarak genetik bir hastalik olarak
diisiiniilmektedir. Kanser hiicreleri, kromozomlarin yeniden diizenlemesine neden olan
rasgele mutasyonlar olustururlar. Tiimor iligkili enflamatuvar yanit, biiylime faktorleri,
hiicre 6limii smirlayan yasam faktorleri, proanjiogenik faktorler, hiicre digi matriks
diizenleyen enzimler gibi bioaktif molekiilerin tiimor mikrocevreye katki saglayarak da

tiimoOr olusumunu ve ilerlemesini artirir.



Yeni Ozellikler

Enerji metabolizmasinin Bagisiklik sistemi
yeniden diizenlenmesi yikimindan kaginiimasi

Genom istikrarsizhgi ve &y Tumor baghtic
mutasyon enflamasyon

Karakteristik Ozellikler

Sekil 1.2. Kanser hiicrelerinin yeni ve karakteristik 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg
2011).

Son zamanlarda ise kanserin bir metabolik hastalik oldugu diisiiniilmektedir. Bu durum
kontrolsiiz hiicre c¢ogalmasina ve hiicre biiyiimesine katki saglayan enerji
metabolizmasindaki degisikligin bir sonucudur. Normal hiicrelerin glikoliz ve
mitokondrial oksidatif fosforilasyon yoluyla glukoz kullanilmasinin aksine, kanser
hiicreleri enerji liretmek icin glikoliz yolunu daha c¢ok kullanmaktadirlar (Zheng 2012).
Almanyali Otto  Warburg 1930'lu  yillarda  kanser  hiicrelerinin  enerji
metabolizmalarindaki bu anormal 6zelligi incelemistir. Glikoliz ile ATP iiretiminin 18
katlik diisiik verimliligini telafi etmek icin kanser hiicreleri sitoplazmaya oldukca fazla
glukoz gondererek glukoz tasiyicilarinin ekspresyonlarini arttirmaktadirlar (Jones ve
Thompson 2009, DeBerardinis ve ark. 2008, Hsu ve Sabatini 2008).

Bagisiklik hiicrelerinden kagma, gelismekte olan kanser hiicrelerinin bagka bir
ozelligidir. Bagisiklik sisteminin ge¢ evre timor ve mikrometaz asamasinda
engellemesinin bunda bir rolii olup olmadig1 tartismalidir. Bagisiklik sistemi kanser
hiicreleri ve tiimorlerin ¢ogunlugunu fark edip yok etmektedir. Ancak son yillarda
yapilan in vivo calismalar ve epidemiolojinin kanitlarina gore bagisiklik sistemi, tiimor

olusumu ve gelisiminin engellenmesinde rol oynamaktadir (Teng ve ark. 2008, Bindea



ve ark. 2010). Kanserin bazi formlarinda ise anti-tiimor bagisiklik tepkisi oldugu
bildirilmistir (Ferrone ve Dranoff 2010, Nelson 2008). Mesela kolon kanserli CD8"
sitotoksik T lenfosit (CTL) ve dogal katil hiicreler bakimindan kan degerleri yiiksek
olan hastalarin prognozu, lenfosit degerleri diisiik olan hastalarin prognozu ile
kargilastirildiginda, daha iyi oldugu goriilmiistiir (Pages ve ark. 2010, Nelson 2008).
Diinya Saglik Orgiitiine gore her yil tahmin edilen 8,2 milyon kanser nedenli 6liimler ve
beklenen %70’lik artis1 gdz Oniine alindiginda; kanserin biyolojisini anlamamiz tedavi
icin ¢ok degerli yaklagimlara 151k tutacaktir. Kanserin her kosetas 6zelligini anlamak
hastanin prognuzuna katki saglayan hedef ilaglarmin gelismesini de saglayacaktir.
Kanser, gelisimlere ragmen su an diinyadaki Oliimlerin %13 niin nedenini
olusturmaktadir (Anonim 2016a). Bundan dolay1, kanser hiicreleri ve normal hiicreler
arasindaki anormallikleri aragtirmaya calisan temel calismalar, kanser arastirmalarinda
oncelik teskil etmektedir.

1.2.Apoptozis

Hiicre oliimii nekroz ve apoptoz olmak iizere baslica iki alternatif ve farkli mekanizma
ile olugmaktadir (Kerr ve ark. 1972). Canli organizmanin homeostazi siirdiirebilmesi
acisindan apoptoz en onemli diizenleyici fonksiyonlardan biridir. Apoptozun 6ncelikli
bir fizyolojik hiicre 6liim bi¢cimi oldugu diisiiniilmesine ragmen yeni antikanser ilaglarin
gelistirilmesinde hedef olarak kullanilan bir yoldur (Russo ve ark. 2006). Bazi
hastaliklarda apoptoz fonksiyonel —olarak hasarhidir. Ornegin nérodejeneratif
hastaliklarda (alzheimer, huntington ve parkinson sendromlari, edinsel bagigiklik
yetmezligi sendromu, skleroz ve miyokardiyal enfarktiis gibi) apoptoz orani patolojik
bir sekilde artarken, otoimmiin lenfoproliferatif sendromu ve kanserde azaldif:
goriilmiistiir (Kerr ve ark. 1994, Ethell ve Buhler 2003, Hochhauser ve ark. 2003, Worth
ve ark. 2006).

Nekroz; iltihap, iskemi veya toksik yaralanma gibi digsal toksik faktorlere yanit olarak
olusan pasif, katabolik, ve patolojik bir hiicre 6liimiidiir (Kanduc ve ark. 2002). Normal
fizyolojik kosullar altinda meydana gelmez ve mitokondrinin sigmesi, erken hiicre zar1
parcalanmasi, kromatin dagilimi ve hiicre iskeleti yikilmasi ile karakterize edilmektedir.
Diger yandan apoptoz aktif, metabolik, genetik olarak kodlanmis ve evrimsel olarak
korunmus bir 6lim yoludur (Hengartner 2000). Apoptoz gelismenin herhangi bir

asamasinda istenmeyen hiicreleri ortadan kaldirarak hiicrenin dliimiine yol agan karigik



biyolojik bir siirectir (Meier ve ark. 2000). Bundan dolay1 bu siire¢ normal homeostazin
stirdiiriilmesi ve habis (malign) hiicrelerin yok edilmesi i¢in onemlidir (Leist ve Jaatella
2001).

Apoptozisin erken evrelerinde hiicrelerin kii¢tilmesi, ¢ekirdek biiziilmesi ve kromatinin
niiklear membran civarinda toplanmasi/yogunlagsmas1 gozlemlenmektedir. Apoptotik
hiicre membrani intakt olup lizerinde kiiciik cepcikler “membran blebleri” olusur. Daha
sonraki evrede cekirdek yogunlasip kromozomal DNA’nin niikleozaomal birimlerine
parcalanmas1 gozlenmektedir. Kromatin kondansasyonu, niikleozomlar arasindaki
baglanti bolgelerinin ayrilmas: ile karakterizedir. Karomatinde 180-200 baz c¢iftinden
olusan parcalar, elektroforezde ip merdiven (ladder pattern) goriintiisii olustururlar.
Interniikleozomal DNA parcalanmasinin kalsiyum artigina duyarli endoniikleazlar ile
oldugu ileri siiriilmektedir. Hiicre biiziilmeye ve kiigiilmeye devam eder ve
makrofajlarin taniyabilecegi kiiciik parcalara ayrilir. Igerisinde sitoplazma ve organeller
ve bazilarinda c¢ekirdek parcalar: da bulunan bu pargaciklara apoptotik cisimcikler denir
(Sekil 1.3). Iki katli lipit tabakada fosfolipit asimetrisi, hiicre zarmm bir 6zelligidir.
Apoptoz sirasinda ya ATP translokaz yetmezligi ya da diger enzim sisteminin
aktivasyonu i¢ ve dig plazma membran arasinda fosfotidil serinin (PS) dig yiizey
tabakaya yerlesmesi ile sonuclanir. Yiizeydeki PS floresan izotiyosiyanat (FITC) isaretli
anneksin V kullanilan akim sitometri ile belirlenebilir. Apoptotik cisimcikler sitokin
salgilanmasimni ve inflamasyon olugumunu uyarmaksizin makrofajlar ya da komsu
hiicreler tarafindan fagosite edilirler. Apoptotik cisimcikler fagosite edilmez ise
sekonder nekroz olarak adlandirilan bir siire¢ icerisine girerek degrede olurlar (Saraste

ve Pulkki 2000).
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Sekil 1.3. Apoptoz ve nekrozda olusan yapisal degisimler (Van Cruchten ve Van Den
Broeck 2002).

Apoptotik hiicrelerde goriilen morfolojik degisikleri sistein proteazlar tarafindan
olusturur. Bu proteazlar birbirinin homologudur ve kazpaz olarak bilinen biiyiik bir
protein ailesinin tiyesidir (Hengartner 2000). Kazpazlar (cysteinyl aspartate-specific
proteinases) son derece korunmus olup bagta insanlar ve hayvanlar olmak tizere bocek
nematod ve hidra gibi alt formlarinda da bulunur (Koonin ve Aravind 2002). Insanlarda
11°dan fazla kazpaz belirlenmis olup bu sayisinin iligte ikisinin apoptozisde rol aldigi
bilinmektedir (Li ve Yuan 2008). Kazpazlar aktif merkezinde sistein amino asiti olan
pro-enzim olarak sentez edilirler (Degterev ve ark. 2003). Pro-apoptotik kazpazlarin iki
grubu vardir: Bunlarm ilk grubu baslatic1 kazpazlar1 olusturmakta (prokazpaz-2, -8, -9,
ve -10) diger grubu ise efektor kazpazlari (prokazpaz-3, -6, ve -7) olusturmaktadir
(Thornberry ve Lazebnik 1998).

Apoptoz hiicre yiizey resoptorlerinin ligasyonu, DNA tamir mekanizmalari
bozukluklarina bagl olarak olusan DNA hasari, 151 tedavisi ve sitotoksik ilaglarin
tedavisi, sagkalim sinyallerinin olmamasi, ve gelisimsel Oliim sinyaller gibi ¢esitli
uyaranlar tarafindan tetiklenebilmektedir (Gewies 2003).

Apoptozis; homeostaz, embriyonik gelisim ve doku rejenerasyonunda ayrica kanserde
de onemli bir rol oynamaktadir (Luo ve ark. 2012). Apoptosuzu baglatmak ya da

engellemek icin sitokinler, sitotoksik ilaglar, hormonlar, oksidatif stres, sitokorom c ve



endoplasmik retretikulum (ER) stres gibi ¢esitli uyaricilar kullamilmaktadir. Kiigiik bir
protein (5-10 kDa) olan sitokinler hiicre proliferasyonu ve apoptozis indiiklemesinde
baskin olarak supresor bir rol oynamaktadir (Lebman ve Edmiston 1999). Sitotoksik
ilaglar enzimlerin aktivasyonunu, protein ekspresyonlarini ya da hiicre dongiisii gibi
farklt mekanizmalarla apoptozisi indiikleyerek hiicre Oliimiinii uyarabilmektedirler.
Hormonlar da apoptosizi regiile edebilmektedirler. Ornegin leptin, kirilmis kaspaz-3 ve
Bcl-2 proteini azaltarak apoptozisi inhibe edebilmektedir (Wendrenmaire ve ark. 2011).
Glukokortikoidler, progesteron, tiroid hormonlar1 ve estrojen gibi farkli hormonlar
farkli kanser hiicrelerinde apoptozisi indiikleyici rol oynamaktadir (Hongmei 2012).
Proapoptotik bir protein olan sitokrom c, Bak/Bax dengesinin degistirerek apoptozisi
indiikleyebilmektedir (Kanno ve ark. 2002). Hipoksi, kalsiyum dengesinin bozuklugu,
oksidatif stres, besin yoksunlugu, metabolik degisiklikleri gibi stresli kondiisyonlarda
ER uyarimli stress apoptozisi tetiklenir. ER stres kanserin gelisi kanserin gelisimiyle
iligkilidir (Logue ve ark. 2013).

1.2.1.Apoptozis Mekanizmalari

Apoptozis indiiklenmesinde iki temel sinyal yolunun rol aldig1 bilinmektedir:
ekstrinsik/0liim reseptorii yolak ve intrinsik/mitokondri yolak. Bu iki yol birbirinden
goriiniiste ayridir ancak son asamasinda tek bir 6nemli noktada birlesir (Earnshaw ve
ark. 1999).

Ekstrinsik Apoptosis

Apoptozisin ekstrinsik yoluyla indiiklenmesi, plazma membranindaki ektraseliiler
ligandlar ve 6liim resoptorlerin aktivasyonu ile baslar (Sekil 1.4). Fas (Apo-1 or CD95)
ve tiimor nekroz faktor reseptorii (TNF-R) tipik Oliim reseptorleridir. Sitozolik 6liim
alan1 (death domain; DD) igeren iki reseptdr de TNF-R ailesine aittir. TNFR ailesinin
tiim {lyeleri spesifik bir sekilde liganlar1 taniyan ve 6liim reseptorleri ile aktiflesecek
sistein-zengin ekstraseliiler subdomains bolgelerine sahiptirler. Apoptozu gerceklestiren
enzimler sistein aspartik asit proteazlardir. Oliim bolgesi olarak adlandirilan korunmus
DNA dizisi igeren bolge sinyalizasyon Oliim reseptOriiniin sitoplazmik parcasii
olusturmaktadir. Reseptor-kaynakli yolu, Oliim Indiikleyici Sinyal Kompleksine (Death
inducing signaling complex; DICS) baslatic kazparlarin (kaspaz-8 ve 10) alim1 yol acar.
DISC, adaptor protein Fas iligkili 6liim alanin1 (FADD) ve TNFR-1 iligkili 6lim bolgesi
proteinini (TRADD) icerir. Bu o0lim bolgeleri prokaspaz-8’i aktiflestirmektedir.
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Aktiflesmis kaspazlar hemen efektor kaspazlari (3, 6, 7) aktiflesirir. Sekil 1.4’de
gosterildigi gibi baglatic1 kaspazlar, protein-protein etkilesim motiflerini barindiran
uzun bir ‘prodomain’ icerir. Bu motifler, ya 6liim etkileyici alan1 (DED; death effector
domain) ya da kaspaz takviye alanidir (CARD; caspase recruitment domain). Kaspazlar
bu motifler sayesinde adaptor molekiillerle etkilesimlerini saglarlar (Lamkanfi 2011).
DICS aslinda Fas, FasL, FADD, ve pro-kaspaz-8 iceren bir komplekstir. Prokaspaz-8
molekiiller DISC yakinia getirilir, aktif kaspaz-8 hemen kaspaz-3 veya diger kaspazlari

ay1rir, sonugta apoptozis olusur (Lawen 2008).

Ligand
(FasL, TNF-a, TRAIL)

Oliim Reseptorii
(Fas, TNFR1, DR5, ...)

Adaptor

o
(FADD, TRADD) %a

Prokaspaz-8

‘ “m ~—» Kaspaz-3, -6, -7
aktivasyonu T

Aktif Kaspaz-8

APOPTOZIS

Sekil 1.4. Ekstrinsik apoptozis yolag: (Sartorius ve ark. 2001).

Intrinsik Apoptozis

Mitokondriyal yolu DNA hasari, oksidatif stres, aclik ve sitotoksik ila¢ tedavisi gibi
ektraselliiler ve intraseliiler stresler aktif hale getirir. Apoptozisi baglatan sartlarin
cogunlukla mitokondri i¢ membran potansiyelinin bozukluguna ve gegirgenliginin ani
artirmasimma neden olmaktadir. Apoptotik sinyaller, sitoplazmadaki apoptotik proteaz
aktiflestiren faktorii-1’e (Apoptotic Protease Activating Factor-1, Apaf-1) baglanan ve
mitokrondri zarlar arasindan gelen sitokrom c iceren molekiillerin serbest birakmasina
yol acar (Sekil 1.5). Sitokrom c’nin serbest birakmasi, mitokondri membran
potansiyelinin bozulmasina ve mitokondri gegirgenlifine neden olmaktadir. Sitokrom
c¢’nin Apaf-1’e baglanmasi, kaspazlarin aktivasyonu ile apoptozom olusumu meydana

gelir (Denault ve Salvesen 2002, Kroemer ve Reed 2000).
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Sekil 1.5. Mitokondri/sitokrom-c aracili apoptozis yolagi (Zimmermann ve ark. 2001).

Mitokondrial apoptotik yolu, Bel-2 ailesine ait olan apoptotik faktorler etkiler. Bel-2,
hiicrenin ¢ogalmasi desteklemesi yerine hiicre Oliimii inhibe edilen ilk onkogen
belirlenmigtir. Hiicre dongiistiniin S-fazina girisi geciktirerek ilerlemesini diizenleyen
Bcl-2 proteini ilk bulunan proto-onkogendir (Vaux ve ark. 1988). Bcl-2, kesinikle
yasam fonksiyonlar1 i¢in Bcl-2 homolog bolgeye (BH1-BH4) sahiptir. Bcl-2 protein
ailesinin ii¢ tane grubu vardir. Ilk grup Bel-2 ve Bel-X, gibi anti-apoptotik proteinler,
ikinci grup Bax ve Bak gibi pro-apoptotik proteinler ve liciincii grup Bad, Bik, Bid, ve
Bim gibi pro-apoptotik proteinlerdir. Bcl-2 ve Bcl-X, , Bcl-2 protein ailesinin en dnemli
olan anti-apoptotik tiyeleridir (Cory ve Adams 2002, Mund ve ark. 2003).

Apoptozisdeki Bcl-2 ailesinin roliinii agiklamak iizere pek ¢ok model ortaya ¢ikmistir.
Bir modele gore Bcl-2 iiyeleri kaspazlarin aktivasiyonu dogrudan kotrol etmektedirler
(Strasser ve ark. 2000), oysa diger modele gore mitokondrial biitiinliigii koruyarak
gorev yaptiklari ileri siiriilmektedir (Wang 2001). Conradt ve Horvitz (1998) tarafindan
onerilen modele gore, BH3-only iiyeler transkripsiyonel upregiilasyonu (Bax, Noxa,
Puma), subseliiler yerellestirme (Bim, Bmf), defosforilasyonu (Bad), ve proteoliz (Bid)
gibi mekanizmalarla aktiflestirilmektedirler. Aktive edilmis BH3-only proteinleri pro-

apoptotik tyeleri inhibisyonda anti-apoptotik Bcl-2 iiyeleri engellemektedir. Sonug
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olarak, proapoptotik faktorler apoptozom olusumunda ve kaspaz aktivasyonunda rol
oynayan sitokrom c gibi sitoplazmaya mitokondri i¢ zarindan serbest birakilir (Gewies
2003). Bu faktorler mitokondriden sitokrom c’nin serbest birakilmasini engeller. Ayrica
mitokondriden gelen diizenleyici proteinler olarak bilinen apoptozis inhibitor proteinler
kaspaz aktivitesini inhibe edebilmektedir.

1.3.Kolorektal Kanser

Kolon ve rektum birlikte yaklasitk 2 metre uzunlugundaki karinin sag alt ceyrek
dairesinde bulunan sindirim sisteminin kalin bagirsak denen kismini olusturur. Kolon
ve/veya rektal duvarlarinda polip olarak adlandirilan ya malign ya da benign olabilen
tiimorler olusturabilir. Benign polipler zamanla adenoma polipler olusturabilir ve
aslinda kolorektal kanserin %95’1 adenomat6z poliplerinden olugsmaktadir. Poliplerde
olusan kanserlesme zamanla kolon ve rektal duvarlarinda biiylimeye baglar ve daha
malign bir hal alir. KRK akciger, kemikler ve beyin gibi viicudun uzak kisimlarina
yayilabilmektedir (Anonim, 2016c¢).

2012 yilinda Diinya Saghk Orgiitii Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC)
tarafinca yayimlanan GLOBACAN verilerine gore, kolorektal kanser, erkeklerde
liciincii sirada yer alirken, kadinlarda ikinci sirada goriilen kanser tipini olusturmaktadir
(Sekil 1.6). Avrupa’nin orta ve dogudaki iilkelerinde her iki cinsiyette toplam kanser
Oliimiiniin %8,5’1 KRK nedeniyle olmaktadir (Ferlay ve ark. 2012). Tiirkiye’de ise
Saglik Bakanligi’nin raporuna gére KRK goriilme siklig1 agisindan tiim kanserler i¢inde
%8,3 ile kadinlarda iiclincii ve %9,1 ile erkeklerde iiclincii sirada yer almaktadir

(Anonim, 2016d).

Kanser Girulme Sikhg ve Oliim Oram Kanser Goriillme Sikhg ve Oliim Oram
(Erkek. YSH. 100.000) (Kadin. YSH. 100.000)
Safra kesesi #Oliim Orant Safra kesesi Olum Oram
Girtlak [ Gonilme Sikhg1 Girtlak Giriilme Siklig:
Beyin SSS" Beyin
Pankreas R Pankreas
Lisemi Losemi
Bibrek EESS Bobrek B
Yemek borusu  RRRR— Yemek borusu  SESSS
Karacifer R—— ' Karaciger —
Mide = — Mide R
Kolorektum SEESSSSSS Kolorektum
Prostal S — Akciger
Akciger Meme
10 15 0 25 0 5 10 15 20 25 30

Sekil 1.6. Diinya’da kanser goriilme siklig1 ve 6liim oranlar1 (Ferlay ve ark. 2012).
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KRK’lerde 6liim oranini azaltmak amaciyla, gaitada gizli kan (GGK), sigmoidoskopi,
GGK+sigmoidoskopi, ¢ift kontrast baryumlu enema, fekal DNA testi ve kolonoskopi
gibi birgok tarama testleri kullanilmaktadir. Kolon kanserinin baglangic evresinde
karinda dolgunluk hissi, hafif agri, istah kaybu, kilo kaybi, ¢cabuk yorulma, ishal ya da
kabizlik goriilebilmektedir. Bu sikayetlerin olmasi durumunda hastanin mutlaka
incelenmesi gerekmektedir (Anonim, 2016c¢).

KRK tedavisinde cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve hedefe yonelik tedaviler
uygulanmaktadir. Cerrahi tedavisi, kolonun tamamen veya bir kism1 ve yakindaki lenf
diigimlerinin de alinmasini icerir. Radyasyon terapi, x-ray veya parcaciklar gibi yiiksek
enerjili 1sinlar kanser hiicrelerini 6ldiiriir. Kemoterapi radyasyon terapisini daha efektif
yaptirabilir. Kemoterapide etkinligi arttirmak icin iki veya daha fazla ilaglar birlikte
kullanilabilmektedir. KRK i¢in en ¢ok kullanilan ilaglar:

* S-fluorourasil (5-FU), vitamin gibi bir ilag leucovorin ile verilir

* Kapesitabin (Xeloda®)

* Irinotekan (Campstosar®)

* QOksaliplatin (Eloxatin®)

e Trifluridine ve tipirasil, tek veya kombinasyon olarak (Anonim, 2016¢).
Kolorektal kanserin ileri evresinde, ana tedavi kemoterapidir. Klinikte ozellikle 5-
flurourasil ve levamizol 6 ve 12 aylarinda hastalara verilmektedir. Karaciger ve akciger
metastaz yasanan hastalar icin ise 5-flurourasil, leucovorin ve irinotekan ilaclarla
sistemik kemoterapi uygulanmaktadir. Adjuvan tedavi, kanser hastaliinda ana tedaviye
yardimel bir tedavi yontemidir. Tiimoriin boyutu, ozellikleri ve yayilimina bakarak
koruyucu tedavi olarak uygulanan yontemlerle (kemoterapi, hormon tedavisi, akilli ilag
ve radyoterapi tedavileri), kanserin yenileme ihtimalini azaltmay1 hedefler. Adjuvan
tedavisine ameliyetten 8 hafta sonra baslanilmasi 6nerilmektedir (Chau ve Cunningham
2006). Adjuvan tedavisinde genel verilen ilag kombinasyonlar1 FOLFLOX (5-FU,
leukovorin, oksaliplatin), CapeOx (kapesitabin, oksaliplatin), ve 5-FU ile leukovorin
kombinasyonudur. FOLFLOX ve CapeOx daha etkili oldugu diisiiniilmekte ama yan
etkiler daha fazla olmaktadir.
1.3.1.Risk Faktorleri
En yiiksek risk artig1 genetik temelli olsa da, KRK’lerin ¢ogunlugunu ailesel kanserden

cok sporadik vakalar olusturmaktadir (Wei ve ark. 2004). Sporadik KRK icin yas en
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biiyiik risk faktoriidiir. Epidemiyolojik caligmalar yas, cinsiyet, adenomatdz poliplerin
kigisel gecisi, ailesel Oykii, cevresel faktorler, beslenme diizeni, sigara, alkol tiikketimi ve
fiziksel hareketsizlik gibi risk faktorler olarak gosterilmistir (Anonim 2016f).

50 yas1 ve iizerinde olanlarda kolorektal kanser sik olarak goriilmektedir. Kanser
istatistik verilerine gore 2008 ve 2012 yillar1 arasinda yeni kolorektal kanser vakasinin
%20’s1 55 yagin altinda, %21,5’1 55 ve 64 yaslar arasinda, %23,9’u 65 ve 74 yaslar
arasinda, %?22,6’s1 75 ve 84 yaslar arasinda ve %12,2°si ise 84 yas lizerinde oldugu
belirtilmektedir. Erkeklerde KRK sebebiyle 6liim orani daha yiiksek olmaktadir. 2008
ve 2012 yil arasinda kolorektal kanserin 100.000 kiside belirlenen insidansi erkeklerde
48,9 iken kadinlarda 37,1 olarak belirlenmistir (Ferlay ve ark. 2012).

Cevresel faktorler KRK’nin gelisme olasilifini artirmaktadir. KRK riskine c¢evresel
faktorlerin etkisi oldukca fazladir. Bu cevresel faktorler beslenme diizeni, sigara, agir
bir sekilde alkol tiiketimi, fiziksel hareketsizlik ve sismanlik gibi faktorlere
dayanmaktadir. Yiiksek et tiikketimi ve yag Ozellikle hayvan yagi agisindan zengin bir
beslenme diizeni KRK’in ©Onemli riskleri arasindadir (Larsson ve Wolk 2006).
Kolorektal kanserden Oliimlerinin %12’si sadece sigara i¢cmeye baghh oldugu
belirlenmistir (Tsong ve ark. 2007). Ozellikle geng yaslarda alkol tiiketiminin fazla
olmas1 KRK riskini arttirmaktadir (Longnecker ve ark. 1990). Sismanlik hem erkekler
hem de kadinlarda KRK riskini arrtirmakta ozellikle erkeklerde daha etkili oldugu
belirtilmektedir (Shimizu ve ark. 2003).

1.4.Likenler

Hastaliklarin tedavisinde bitkisel ilaglar uzun zamandir pek ¢ok iilkede geleneksel
olarak kullanilmaktadir (Malhotra ve ark. 2007). Gelismekte olan iilkelerde terapotik
madde olarak bitki materyalleri birinci sirada yer almaktadir (Shukla ve ark. 2010).
Giliniimiizde, ilag sanayinde likenler gibi asagi bitkileri de kapsayan cesitli
organizmalarin tibbi potansiyelleri arastirilmaktadir (Boustie ve Grube 2005). Halen
klinikte bitkilerden izole edilmis dogal iirlinler vinkristin, vinblastin, etoposit,
paklitaksel, kamptotesin, topotekan, irinotekan gibi ilaglar kullanilmaktadir (Bhanot ve
Sharma 2011, Demain ve Vaishnav 2011).

Likenler, bazi mantarlar (¢ogunlukla Ascomycetes) ve fotosentetik alglerden
(cogunlukla Chlorophyta) meydana gelen simbiyotik ve mutualistik (her iki ortagin da
fayda sagladigi) birlikteliklerdir. Sekil ve yasayis bakimindan kendilerini olusturan alg
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ve mantarlardan tamamen ayr1 bir yap1 gosterirler. Renksiz bir mantar hifinden olusan
tallusun yapisina katilan fotosentetik canli (fotobiyont), genellikle yesil alg ya da bir
siyanobakteridir; fakat bazen sari-yesil alglerden veya kahverengi alglerden de
olustuklar1 bilinmektedir. Simbiyotik organizmalardan alg, klorofil tasidigindan
fotosentez yapar ve birligin karbohidrat gereksinimini karsilar. Mantar ise su ve
madensel maddelerin alinmasinda gdrev alir (Cocchietto ve ark. 2002). Likenler, yilda
36,6 milimetrelik biiyiime orani ile en yavas biiyiliyen bitkilerden biridir. Yaklasik
olarak 18500 liken tiirii bilinmektedir (Feuerer ve Hawksworth 2007).

Yeryiiziindeki ¢cogu ekosistemde agac (epifitik), kaya (epilitik) ve toprak (epigeik) gibi
cesitli tipte ‘substrat’ (tutunduklari ortam) iizerinde gelisen bitkisel canlilardir
(Cobanoglu 2015). Diinyada genis bir yayilisa sahiptirler ve denizlerden yliksek
daglara, sicak bolgelerden kutuplara kadar degisiklik gosteren alanlarda ve zor
kosullarda bulunurlar. Likenler bulundugu kayalar1 parcalayarak toprak olusumuna
katki saglarlar (Cocchietto ve ark. 2002). Likenler kan ve kalp hastaliklari, bronsit,
uyuz, astim, karin ve karaciger agrisi, clizzam, biiylimiis dalak, yanma hissi, kusma, ve
hazimsizlik tedavisinde kullanilmaktadir (Shukla ve ark. 2010, Zambare ve Christopher
2012).

1.4.1.Likenlerin Biyolojik Etkinlikleri

Liken maddeleri olarak adlandirilan sekonder (ikincil) metabolit varlig: likenlerin 6zgiin
yonlerinden biridir (Sekil 1.7). Bunlar agirlikli olarak mantarlar tarafindan amorf ya da
kristal formunda iiretilir ve liken hiflerin ylizeyine salgilanirlar (Mitrovic ve ark.
2011b). Kiigiik molekiiller baskin olmalarina ragmen, sekonder metabolitler likenin
%20 kuru agirligini olusturmaktadir. Huneck (1999)’ya gore, liken maddelerinin esas
gorevleri iyice anlasilmamis olmakla birlikte, viriis, bakteriler, protozoon parazitler,
bocekler ve nematodlar gibi organizmalara karsi, ¢evresel stres faktorleri, ultraviyole
isinlar ve asirt kuruluga karsi likenin korunmasini ve liken metabolizmasinin
diizenlenmesini saglarlar. Kimyasal yapilarina gore liken maddelerinin ¢ogu alifatik,
sikloalifatik, aromatik ve terpen bilesikleridir. Uzun zamandan beri likenlerden elde

edilmis suda ¢6zlilmeyen metabolitler ilag olarak kullanilmaktadir (Singh ve ark. 2013).
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Sekil 1.7. Baz1 liken maddeleri ve kimyasal yapilar1 (Shukla ve ark. 2010).

Bu bilesiklerin {iretilmesi igin enerji ve karbon kaynaklarinin yiiksek oranda
kullanilmas: sebebiyle bunlarin savunma mekanizmasinda 6nemli bir rol oynacagi
diistiniilmektedir. Liken maddelerinin %50’den fazlas1 simbiyotik iliskiyi siirdiirmek ve
cesitli abiyotik ve biyotik faktorlerden korunmak icin sentezlenir (Correche ve ark.
2002). 800 taneden fazla liken maddesi tanimlanmistir ve hala yeni maddeler
kesfedilmektedir (Zambare ve Christopher 2012). Bu bilesiklere olan ilgi, koruyucu
farmakoforlar olarak potensiyel kaynak olmalarindan ileri gelmektedir (Correche ve ark.

2002). Bilinen liken maddelerinin bazilar1 depsidler, depsidonlar, kromon, ksantron,
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dibenzofuran, emodin, antrakinon, androkokin, pulvinik asit, terpenilkinonlar ve
terpendir. Cesitli liken tiirlerinden bir¢cok kimyasal madde izole edilmistir. Sekonder
metabolitlerdeki fenolik yapilar oksidatif strese karsi korunma mekanizmasina katki
saglamaktadir (Hidalgo ve ark. 1994). Esas olarak atronorin, evernik, fisodik ve usnik
asit gibi liken asitleri baz1 metabolik enzimlerin gii¢lii inhibitorleridir. Enteresan sekilde
bu enzimler poliamin metabolizmas: ile iliskili arjinaz, arjinin dekaboksilaz, ornitin
dekarboksilaz gibi 6nemli enzimler olabilmektedir (Legaz ve ark. 2001, Matsubara ve
ark. 1998, Kinoshita ve ark. 2002). Liken polisakkaritlerden depsidler ve depsidonlar
antitim0r, immiin sistemi uyarici1 ve antiviral Ozellikleri dolayisiyla ozellikle ilgi
cekmektedirler (Olafsdottir ve Ingolfsdottir 2001).

Likenlerde en ¢ok bulunan sekonder metabolitler depsid ve depsidonlardir. Literatiirde
depsidonlarin ¢ogunun antioksidan etki gibi 6nemli fizyolojik 6zelliklere sahip oldugu
belirtilmektedir (Manojlovic ve ark. 2012). Ayrica depsideler ile depsidonlar
karsilagtirildiginda depsidonlarin daha etkili oldugunu gosterilmistir (Hidalgo ve ark.
1994). Depsidonlar polisiklik yapisindan dolayr hem eter bagi hem de ester bagina
sahiptir. Bu kimyasal 6zelligin inhibitdr aktivite i¢in 6nemli oldugu gosterilmistir
(Neamati ve ark. 1997). Depsidon ve depsid bilesiklerden pannarin, 10-kloropannarin
ve sphareoparinin lenfositler iizerinde yliksek sitotoksik aktivitesi gosterdigi
belirtilmistir (Correche ve ark. 2002). 15 liken metabolitinin fare hepatositlerinin primer
kiiltiiri tizerine etkileri degerlendirilmis ve bunlar arasinda salazinik asit, stiktik asit, ve
psoromik asit gibi bilesenlerin en etkili apoptotik depsidonlar oldugu gosterilmistir
(Correche ve ark. 2004).

1.4.2.Usnea cinsinin taksonomisi ve morfolojik ozellikleri

Usnea (Parmeliaceae) cal1 gibi tiirleri, radyal simetrik solgun sarimsi yesil dallari, agigsi,
tallusu ve kikirdakli merkez ekseni olan bir cinsdir (Ohmura 2002, Wirtz ve ark. 2006).
En kolay tayini yapilan cinslerden biri Usnea cinsidir. Diinya ¢apinda 6zellikle kutup ve
tropikal alanlarinda bulunan 700'den fazla bildirilen tiirleriyle Usnea yaygin olarak
dagilim gosteren epifitik bir liken cinsidir (Kirk ve ark. 2008). Ancak bildirilmis
tiirlerinin neredeyse yarisinin sinonim olduguna inanilmaktadir (Clerc 1998). Usnea
cinsinin fotobiyontlar kismi iyi c¢alistlmamis olmasina ragmen, Trebouxia ve
Trentepohlia cinsi tek hiicreli yesil algleri igerdigi belirlenmistir (Balarinova ve ark.

2013, Rafat ve ark. 2014, Friedl ve Budel 2008). Diger bir yesil alg cinsi olan
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Poterioochromonas cinsinin de, Usnea longgisima’nin tallusunda bulundugu
saptanmistir (He ve Zhang 2012).

Liken tallusuna ait olan bir dizi morfolojik karakter Usnea tiirlerinin tanimlanmasinda
kullanilmaktadir. Ornegin tallusun taban kismimin rengi, segmentasyonun sikligs, ikincil
dallanma durumlar1 ve iireme yapilarinin yapisi tayinde kullanilabilmektedir (Clerc ve
Herrera-Campos 1997, Clerc 2006). Usnea cinsinde bulunan likenlerin siniflandirilmasi
ilk olarak onlarin morfolojik karakteristiklerine dayansa da tiir diizeyinde tayin ve
fotobiyontlarin ayirimi igin yeterli degildir. Usnea’nin tiir diizeyinde morfolojik
tanimlanmas1 ¢ogunlukla vejetatif formda ortaya ¢ikan yakin morfolojik benzerlikler
dolayisiyla oldukga zordur (Clerk 1992).

Taksonomistler Usnea cinsinde tiirleri ayit etmek i¢in tallusun renk ve uzunlugu,
yerlesim sekli, ana dallarin kalinligi, tallusun taban kisminin pigmentasyonu, fibril
yapilari, korteks ¢ikintilari, korteks parlakligi, korteks papillalari, korteksin kalinligi,
medulla ve merkezi eksen, cografik ayrilma gibi gesitli karakterleri kullanmaktadirlar.
Usnik asidin yliksek konsantrasyonu pek ¢ok Usnea tiiriinde tipik olarak sar1 yesil tallus
rengi olustururken, diisiik konsantrasyonu yesilimsi tallus rengine sebep olabilmektedir.
Bundan dolayi, tallusun rengi teshis karakteri olarak iyi bir 6zellik degildir tavsiye
edilmez (Clerc 1998).

Randlane ve ark. (2009) medulla renginin tiir diizeyinde tanimlamada taksonomik bir
karakter olabilecegini rapor etmistir. Bununla birlikte, tiirler arasinda medulla renginde
¢esitlilik oldugu da belirlenmistir. Ornegin, Usnea strigosa beyazdan kirmiziya kadar
cesitlilik gosterir ve bu varyasyon usnik asit, norsistik ve psoromik asit gibi organik
asitlerin varlig1 ya da yoklugu ile ilgili olmamaktadir (Randlane ve ark. 2009).
1.4.3.Usnik Asit

Usnea cinsinin gesitli tiirlerinin antifungal, antibakteriyel, analjezik, ates diiriicii, anti-

enflamatuvar gibi biyolojik aktiviteleri arastirilmistir (Cizelge 1.1).
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Cizelge 1.1. Usnea tiiriileri ve bazi biyolojik aktiviteleri (Shukla ve ark. 2010)

Liken Tiirii Karakterize edilmis metaboliti Biyolojik Aktivitesi
U. campestris Usnik asit Antifungal ve antibakteriyel
U. diffracta Diffraktaik asit, usnik asit Analjezik ve ates diiriicii
U. diffracta Diffraktaik asit, usnik asit Anti-enflamatuvar
U. diffracta Dekarboksi stenosporik asit Staphylococcus aureus
U. longissima Usnik asit, depsid Fotosistem II inhibitorii
U. longissima Usnik asit Bitki biiylime inhibitorii
U. longissima Likesterinik, usnik asit ve Epstein-Barr viriis

evernik asit aktivasyonun inhibe etmesi

U. misaminensis | Usnik asit Diiz kas gevsetici

Usnea cinsinden karakterize edilmis bilesikler arasinda usnik asit antikanser 6zelligi ile
non-genotoksik bilesik olarak ilgi cekmektedir (Mayer ve ark. 2005). Usnik asit [2,6-
diacetyl-7,9-dihydroxy-8,9b-dimethyl-dibenzofuran-1,3(2H ,9bH)-dibenzo-furandione;

C,sH,40,; molekiiler agirligi: 344.315 g/mol] sar1 ve kristal bicimindedir (Ingolfsdottir
2002). Bu biyoaktif bilesik Ramalina, Cladonia, Lecanora, Evernia and Parmelia gibi
diger bazi cinslerde de bulunmaktadir (Cansaran ve ark. 2006). 9b pozisyondaki metil
grubunun oryantasyonu ile degisen usnik asidin iki enansiyomer formu (-) usnik asit ve
(+) usnik asit vardir (Sekil 1.8) (Cocchietto ve ark. 2002). Bu yaygin liken metaboliti
tibb1 biyoaktiviteleri genis bir sekilde incelenmistir. Usnik asit likenlere ait bir sekonder
metabolit gibi goriilmektedir. Usnik asidin yiiksek dozlarda hiicre membran biitiinliigii
etkileyerek hepatotoksik etkiye neden oldugu gosterilmistir (Oksanen 2006). Yine
oksidatif fosforilasyon ve mitokondriyel solunumda hasarlara neden olmaktadir
(Oksanen 2006). insan 16semi (K526) ve endometriyal karsinoma (Ishikawa ve HEC-50)
hiicre soylar1 {lizerinde usnik asidin antiproliferatif etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
Usnik asidin Okaryotik protein kinazlar1 inhibe ederek bazi bitki patojenleri iizerine

antifungal aktivitelere sahip oldugu da bildirilmistir (Zambare ve Christopher 2012).
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Sekil 1.8. (-) ve (+) Usnik asidin kimyasal yapilar

Usnik asidin esas biyolojik roliiniin; ¢cok yavas biiyliyen likenlerde, antibiyotik aktivite
gostererek mikroorganizmalara kars1 kimyasal bir koruyucu olarak iiretilmesi olduguna
inanilmaktadir. Bu durum muhtemelen likenlerin yiizyillarca yasayabilmesinden
kaynaklanmaktadir. Usnik asit liken maddeleri arasinda en etkili antibiyotiktir. Ghione
ve ark. (1988) dental plak olusumuna neden olan Streptococcus mutans tizerinde usnik
asidin antibakteriyel etkisini arastirmis ve (+) enantiomerin plak ve ciiriik olusumunu
onledigini gdstermistir. Bugiin bazi1 agiz bakimi iiriinleri i¢inde (+) usnik asit
bulunmaktadir. Diger ¢alismalarda usnik asidin stafilokoklar, enterokoklar, anaerobik
bakteriler, Enterococcus faecalis, Enterococcus faeciumi, ve Staphyloccocus aureus
gibi diger bakteri tiirlerine karsi antibakteriyel aktiviteye neden oldugu belirlenmistir
(Cocchietto ve ark. 2002).

Tiimdr-promotor uyarict Epstein-Barr viriis ve Papilloma viriis genital enfeksiyonuna
kars1 (+) usnik asidin antiviral aktiviteye sahip oldugu gdsterilmistir. (+) usnik asitin
Afrika maymunlardan elde edilen herpes simplex tip I ve poliotip II viriisleri ile enfekte
edilmis bobrek hiicreleri lizerindeki sitopatolojik etkiyi inhibe ettigi belirtilmektedir
(Scirpa ve ark. 1999).

1.4.4.Usnea filipendula Stirt

Usnea filipendula Stirt (Yaygin adi: Balikkil¢igr Sakal Likeni) soluk gri-yesil renkli bir
likendir ve asil1 sekilde gelisim formu ile aga¢ govdelerinde 20 cm'e kadar uzayabilen
cok dalli piiskiillii yapiya sahiptir (Sekil 1.9). Bu liken tiirleri Pasifik Kuzeybati'da genis
bir alana yayilmistir ancak esas olarak Cascades silsilesinin batisinda bulunmaktadir.
Usnea scabrata tiiriine benzer ancak daha koyudur ve daha kalin korteks ve farkl
kimyaya sahiptir. Gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) metoduyla Usnea

filipendula’nin ana bilesigi 1,8-Cineole (Okaliptol) belirlenmistir (Timotius ve ark.
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Sekil 1.9. Usnea filipendula Stirt. tiiriiniin morfolojik goriintiisii (Anonim 2009).

Bursa’da Uludag’in Abietum zonunda, 1500-1900 m'lik yiikseklik alan1 icerisindeki beg
lokaliteden Uludag goOknar agaclari (Abies nordmaniana) iizerinden kirkalti epifitik
liken kaydedilmigtir. Yiikseklik Uludag'daki Uludag Goknar’i iizerindeki epifitik
likenlerin dagilimi ve cesitliligini kontrol eden baglica faktorlerden biridir. Bu
likenlerden birisi Usnea filipendula’dir (Oztiirk ve Giiveng 2010). Quercus tiirleri
iizerinden Quercus cerris, Quercus petraea, ve Quercus iberica gibi Usnea filipendula
tayin edilmistir (Tore ve Oztiirk 2009, Oran ve Oztiirk 2012). Mustafa Kemalpasa
ilgesinde 710 m’lik yiikseklik alaninda Pinus tiirii iizerinden (Yazic1 ve Aslan 2006) ve
Inegol ilgesinde Fagus orientalis iizerinde Usnea filipendula tiiriiniin varligi rapor
edilmistir (Oran 2011).

Eskisehir’in kuzeyindeki Siindiken Daglarinda 43 cinse ait toplam 93 liken tiirii
bulunmusgtur. Tiirkiye’nin en énemli orman agaclari olan Pinus nigra, Pinus sylvestris,
ve Pinus brutia Stindiken Daglarinda bulunmaktadir. Bu bolgede yeni kaydedilen liken
tiiri ise U. filipendula’dir (Yilmaz ve ark. 2015). Bolu bolgesindeki Abant gdliin kiizeyi
ve giineyinde Abies nordmanniana ve Pinus sylsvestris agaclardan Usnea filipendula
tayini gergeklestirilmigtir (Cobanoglu ve Akdemir 2004).

Artvin’da Coruh vadisinda yapilan calismasina gore 41 liken cinse ait olan 94 tiir
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tanimlanmugtir. 450-1100 m’lik ytikseklik alani icerisindeki Fagus orientalis lizerinden
Usnea filipendula kaydedilmistir (Aslan ve ark. 2002). Osmaniye bolgesinde yapilan
calismasinda Picea orientalis lizerinden (Yazic1 ve ark. 2008), Isparta’da ise Quercus
vulcanica lizerinden (Oran ve ark. 2007), Gaziantep’de ise Pinus sylvestris lizerinden

Usnea filipendula tayinleri gergeklestirilmistir (Halic1 ve ark. 2007).
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2MATERYAL VE YONTEM
2.1.Materyal
2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
-Rosewell Park Memorial Institute Medium (RPMI), Lonza
-Fetal Sigir Serumu (FBS), Biochrome AG
-Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10.000U/ml penisilin, 10mg/ml streptomisin),
Gibco
-Fosfat tuz tamponu (PBS), Gibco
-% 0,05 Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Gibco
-Dimetil siilfoksit (DMSO), Sigma
-Tripan mavisi (%0.,5), Biological Industries
-Trikloroasetikasit (TCA)
-Asetik asit
-Sulforhodamine B (Santa Cruz)
-Tris Baz (TBS)
-Muse Kaspaz 3/7 Kit (Millipore)
-Adenozin 5-trifosfat (ATP) Biyoliiminesans Kit (Sigma)
2.1.2 Kullamlan Sarf Malzemeler
-25 cm’® ve 75 cm” lik flask, Orange Scientific
-6 kuyulu plate, Orange Scientific
-96 kuyulu flat plate, Orange Scientific
-5ml ve 10ml hacimlerinde enjektorler, Set inject
-10uI’lik pipet uglari, Biohit
-100p1’1ik pipet uclari, Expell
-1000uI’lik pipet uglar1, Ayset
-Steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Orange Scientific
-Steril santrifiij tiipleri (15 ml), Orange Scientific
-Steril santrifiij tiipleri (50 ml), Nest
-Thoma lami, Bright —Line, Hausser Scientific Horsham, PA, USA

-Kriyovial, Corning Incorporated Corning
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2.1.3. Kullanilan Cihazlar

- Hassas terazi, SHIMADZU AUW220D

- CO, inkiibatorii, Sanyo, Japonya

- Mikroplate inkiibator ve ¢alkalayici, Heidolph, Almanya
- Buharl sterilizator (Otoklav), Niive OT4060, Tiirkiye

- Steril kabin, ESCO, Singapur

- Multipipet cihazi, Multipette eppendorf, Hamburg, Almanya
- Inverted mikroskop, Olympus CKX41, Japonya

- Aspirator, Rocker 300, Tayvan

- Kuru hava sterilizatorii, Elektro-mag M 420, Tiirkiye

- Santrifiij, Rotina 35R, Almanya

- 10ul1, 100p1 ve 1000uI’lik pipet seti, Orange Scientific

- 0,5-5ml pipet, Brand

- 10ml pipet, Eppendorf

- 5-5pul Transferpipet, Thermo Scientific

- Pipet boy, ISO fill

- 20-200u1 Transferpipet, Brand, Almanya

- ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) reader
- Luminometre (FLx800 Mikroplate Floresans Okuyucu)
- Muse™ Cell Analyzer (Millipore, Almanya)

2.2.Yontem

2.2.1.Usnea filipendula Liken Tiiriiniin Toplamasi ve Tayini

Calismanin ana materyalini olusturan Usnea filipendula Uludag ve Bursa cevresindeki
uygun lokalitelerden Mayis 2010 yilinda Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii
Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. Sule Oztiirk ve Ars. Gor. Dr. Seyhan Oran tarafindan
toplandi. Tayin anahtarlar1 ve flora kitab1 kullanilarak tayin edildi (Purvis ve ark.1994).
Ornekler Uludag Universitesi herbaryumunda kullanilincaya kadar saklandi.

2.2.2.Usnea filipendula Liken Tiiriiniin Ekstraksiyonu ve Liyofilizasyonu

Ekstraksiyon ve liyofilizasyon islemleri Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii
Ogretim Uyesi Saymm Dog. Dr. Serap Celikler tarafindan gerceklestirildi ve tez

calismasinda hocamizdan temin edilerek kullamildi. Usnea filipendula ekstaksiyonu
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metanol ve su ile Soksalet ekstraktoriinde gerceklestirilmis olup ekstraksiyon rotary
evaporator cithazinda 40 °C’deki vakum altinda yogunlastirlmistir (25-30 dakika).
Donmus haldeki ekstraktlar kuru hale getirilmek ilizere vakum altinda, uygun kosullarda
ve sicakliklarda liyofilize edilmistir (41-42 saat). Liyofilize olarak temin edilen Usnea
filipendula ekstresi tez ¢aligmasinda kullanilmigtir.
2.2.3.Usnea filipendula Ekstraktinin Hazirlanmasi
Usnea filipendula ekstraktinin (UFE) stok cozeltisi 100 mg/ml (0,05 gr bitki ekstrakti +
0,5 ml DMSO) olacak sekilde DMSO ile ¢oziilmesi saglandi. Bu ¢oziinmiis stoktan
20’ser ul olacak sgkilde alikot yapilarak -80°C’de saklandi. Calismalar icin gerekli
seyreltmeler ise kiiltiir besiyerinde (RPMI 1640) ile yapildi.
2.2 4. Hiicre Kiiltiirii
Hiicre kiiltiirii, kontrollii sartlar altinda hiicrelerin boliiniip ¢ogalmasini kapsayan bir
stirectir. Calismamizda HCT-15 ve HT-29 insan kolon kanser hiicre soylar1 kullanildi.
Kullanilan hiicre soylarinin 6zellikleri asagida belirtilen sekildedir.
HCT-15 Kolon Kanser Hiicre Soyu

* Erkek hasta’dan izole edilmis

* Dukes tip C, adenokarsinom

* Epitelyal morfolojisine sahip

e Keratin pozitif

* KRas pozitif

HT-29 Kolon Kanser Hiicre Soyu
¢ Kadin hasta’dan izole edilmis
* Myc pozitif (viral onkogen)
e Ras pozitif
*  Myb pozitif (viral onkogen)
*  p53 poztif
* Ros negatif

* Src negatif
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2.2.4.1.Hiicre Soylarmin Stoktan Cikartilmasi

Hiicreleri cogaltmak amaciyla, -80 °C’de kriyovial i¢inde saklanan HCT-15 ve HT-29
hiicre soylar1 sicak su banyosuna alinarak hizli bir sekilde ¢oziildi. Hiicre
stispansiyonu; %5 (HCT-15 i¢in) %10 (HT-29 i¢in) FBS, %1 penisilin-streptomisin %1
L-glutamin (Gibco) ve %1 non-esensiyel amino asit (sadece HT-29 i¢in) iceren 5 ml
RPMI (“Rosewell Park Memorial Institute Medium”) besiyeri icerisine alindi. Falkon
tiip 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant kisim aspire edildi ve hiicre
peleti lizerine 1 ml besiyeri ilave edilerek hiicrelerin stispansiyon hale gelmesi saglandi.
Falkon tiip iizerine 4 ml besiyeri ilave edildi ve 5 ml’lik hiicre siispansiyonu 25 cm® lik
flasklar (Thermo Scientific) icerisine alinarak 37 °C’de, %5 CO, i¢eren ortamda inkiibe
edildi.

2.2.4.2 Hiicre Soylarmin Pasajlanmasi

Kullanilan hiicreler 25 cm”lik flaks yiizeyini tamamen kapladiklarinda yani konfluent
olduklarinda flaks igerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicrelerin serumdan tamamen
armdirilmasi i¢in 25 cm®lik flaks icerisine 2 ml 1X PBS ilave edildi ve hiicrelerin
yiizeylerinin hafifce yikanmasi saglandi. Flaks icerisindeki PBS in aspire igleminden
sonra flaks ylizeyine yapisan hiicrelerin ayrilmas: i¢in 0,5 ml %0,05 Tripsin-EDTA
soliisyonu kullanild: ve hiicreler 37 °C’de, %5 CO,’li ortamda 5 dk inkiibe edildi. Flaks
mikroskop altinda bakildig1 zaman hiicrelerin yiizeyden ayrildig1 gozlendi. Hiicrelerin
tamami yiizeyden ayrildiktan sonra tripsinin inhibe edilmesi i¢in en az iki kati kadar
besiyeri ilave edildi. Bu sayede ylizeyden ayrilan hiicrelerin, hiicre membranlarinin
tripsinden zarar gormesi engellenmis oldu.

Flask igerisindeki hiicre siispansiyonu, igerisinde besiyeri bulunan (falkondaki toplam
hacim tripsinin 10 kati olmali) 15 ml’lik falkon tiip icerisine alindi. 800 rpm’e 5 dk
santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire edildi ve elde edilen hiicre peleti 1
ml hiicre besiyerinde c¢oziindiikten sonra 9 ml besiyeri ilave edildi ve 10 ml’lik hiicre
siispansiyonu 75 cm®lik flasklara almarak 37 °C’de, %5 CO, igeren ortamda
inkiibasyona birakildi. Bu sekilde hiicreler istenilen sayiya gelene kadar ¢ogalmalari
sagland.

2.2.4.3.Hiicre Soylarimin Stoklanmasi

Hiicreler flask yiizeyini tamamen kapladiklarinda flask icerisindeki besiyeri aspire

edilerek ortamdan uzaklagstirildi. Hiicreler 1X PBS ile hafifce yikandiktan sonra PBS
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aspire edilerek uzaklastirildi ve hiicrelerin flask yiizeyinden kalkmalarmi saglamak
icin %0,05 Tripsin-EDTA soliisyonu eklendi. Hiicreler 37°C ’de %5 CO,’li ortamda
5dk inkiibasyona birakildi. Mikroskopla bakildiginda flask yiizeyinden ayrildigi kabul
edilen hiicrelere, tripsinin inhibe edilmesi i¢in en az iki kat1 kadar besiyeri ilave edildi.
Flask icerisindeki hiicre siispansiyonu icerisinde besiyeri bulunan 15 ml’lik falkon tiip
(Orange Scientific) icerisine alindi. 800 rpm’de 5 dk santrifii yapildiktan sonra
stipernatant kisim aspire edildi ve pelet tizerineher bir kriyovial i¢in 1,5 ml dondurucu
medium (5 ml DMSO + 5 ml FBS + 40 ml DMEM) karanlik ortamda ilave edildi.
Hiicre siispansiyonu kriyovialler igerisine boliinerek -80 °C’ye kaldirildi.

2.2.4.4 Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

HCT-15 hiicre soyu i¢in kullanilan besiyeri ortami i¢in %5 FBS, %1 Penisilin-
Streptomisin Soliisyonu  (10.000 U/ml penisilin, 10 mg/ml streptomisin), %1 L-
glutamin iceren RPMI 1640 soliisyonu kullanildi. HT-29 hiicre soyu i¢in kullanilan
besiyeri ortami icin %10 FBS, %1 Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10.000 U/ml
penisilin, 10 mg/ml streptomisin), %1 L-glutamin, %1 esansiyel olmayan amino asit
iceren RPMI 1640 soliisyonu kullanildi.

2.2.4.5.Hemositometre ile Hiicrelerin Sayimi

Hiicreleri sayabilmek amaciyla tripsinizasyon iglemi sonucunda elde edilen hiicre
stispansiyonundan 20 pl 0,5 ml’lik tiipe alind1 ve iizerine esit miktarda % 0.5 tripan
mavisi konarak iyice karigmasi saglandi. Hematositometre distile su ile iyice temizlendi.
Bu karisimdan 12 pl alinarak thoma lamina koyuldu ve mikroskopta bu lam iizerinde
bes alanda hiicre sayimi yapildi. Bulunan sayr sulandirma katsayisi ile carpilarak 1ml
besiyerinde bulunan hiicre sayis1 hesaplandi.

2.2.5.SRB (Sulforhadamine B) Metodu

SRB metodu hiicre kiiltiiriinde sitotoksisitenin belirlenmesinde kullanilan, hiicrelerdeki
total protein Ol¢ciimiine dayanan kolorimetrik bir metoddur. Bu metot, Amerika’da bu
konularda referans merkez olarak kabul edilen NCI (“National Cancer Institute”)’nin
calisigt  bir yontem oldugundan, anti-kanser ila¢ aragtirmalarinda siklikla
kullanilmaktadir. Siilforhodamin B (SRB) protein baglayabilen anyonik bir boyadir.
Triklorik asetik asit ile sabitlenen pH altinda bazik aminoasitler ile elektrostatik bir
kompleks olusturur ve hizla renk degisimi gozlenir. Bu renk degisimi 560 ve 580 nm

absorbanslar da kolayca olg¢iiliir.
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SRB Metodu I¢in Kimyasallarin Hazirlanmasi:
* %10 (w/v) TCA: 10 gram TCA, 100 ml deiyonize su ile 100 ml ye
tamamlanarak % 10 (w/v) Trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi elde edildi.
* %1 Asetik asit ¢ozeltisi: Iml aseik asit 99 ml su ile hazirlanarak % 1’lik astetik
asit ¢cozeltisi elde edildi.
* %04 w/v SRB: %1’ lik asetik asit i¢cinde hazirlandi.
* 10mM Tris baz: 121 mg tris bazi ise 100 ml deiyonize su ile tamamlanarak, 10
mM pH: 10,0 tris bazi elde edildi.
Pasajlama isleminden sonra 75cm?’lik flaks igerisinde konfluent olan hiicreler, hiicre
pasaj protokoliindeki gibi tripsin ile kaldirildi. Flask icerisindeki hiicre siispansiyonu,
icerisinde besiyeri bulunan (falkondaki toplam hacim tripsinin 10 kati olmali) 15 ml’lik
falkon tiip icerisine alindi. 800 rpm’de Sdk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim
aspire edildi ve elde edilen hiicre peleti 1 ml hiicre besiyerinde ¢oziindiikten sonra 9 ml
besiyeri ilave edildi ve 10 ml’lik hiicre siispansiyonu elde edildi. Hiicreler, 96 kuyulu
plate icerisine son hacim 200 x1 medium (RPMI 1640) iginde 5x10° hiicre/kuyu olacak
sekilde ekildi. Kor (negatif kontrol) icin kullanilacak kuyulara ise 200 yxl medium
eklendi.
Liyofilize edilip saklanan liken 6rnegi Usnea filipendula stok ¢ozeltisi 100 mg/ml (0,05
gr bitki ekstraktt + 0,5 ml DMSO) olacak sekilde DMSO ile ¢oziinerek hazirlandi. SRB
testi icin, liken Ornegin farkli konsantrasyonlar: (1,56-100 pg/ml) hiicre besiyerinde
hazirlanarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina uygulandi. HCT-15 ve HT-29 hiicreleri
sayilarak 100 pl besiyeri igerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde her bir kuyuya ilave
edildi. Hiicrelerde oliimiin negatif kontrolii (maksimum canlilik, MO) olarak sadece
besiyeri ortamu icerisinde ekilen hiicreler kullanildi. Kor i¢in ayrilan kuyular igerisine
ise 200 pl besiyeri ilave edildi. Ardindan hiicreler 24, 48 ve 72 saat 37 °C, %5 CO,’li
ortamda inkiibasyona birakildi.
24, 48 ve 72 saatlik tedavi siiresi sonunda hiicresel proteinleri fikse etmek icin her
kuyuya 50 ul TCA (Trikloro asetik asit) eklenerek +4°C’ de 1 saat fikse edildi.
Fiksasyon siiresi sonunda plate ters cevrilerek TCA dokiildii. TCA’y1 uzaklastirmak icin
kuyular 5 kez deiyonze su ile yikandi. Her yikamanin sonunda plate ters ¢evrilerek
dokiildii. Yikama sonunda SRB soliisyonundan her kuyuya 50 ul eklendi ve 30 dakika

oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda SRB plateden
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dokiilerek uzaklagtirildi. Baglanmis boyay1 uzaklastirmak i¢in kuyular 5 kez %1’°lik
asetik asitle yikandi. Her yikamanin sonunda plate ters c¢evrilerek dokiildii. Yikama
sonunda platelerde ki kuyular igerisinde hi¢ damla kalmayacak sekilde havada
kurutulduktan sonra proteinlere baglanan boyanin ¢oziinebilmesi i¢cin 10 mM tris bazi
(150 ul/kuyu) eklendi. Boya soliisyonunu homojenize hale getirmek i¢in plate en az 10
dk 150 rpm’de shaker da inkiibe edildi. Optik dansite ELISA okuyucuda 564 nm’de
okundu.

% Canlilik hesabu:

Ilag uygulanmamus kontrol hiicre canlilift %100 olarak kabul edilerek, ilag uygulanan
hiicrelerin canlilik oranlar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanda.

% Canlihik= [100x(Bilesik ile muamele edilen hiicre absorbansi ortalamasi-kor
ortalama)/(Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi-kor ortalama)]

2.2.6.ATP (Adenozin Trifosfat) Canhlik Metodu

Bu yontemin prensibi hiicre kiiltiirlinde biiyiitiilen kanser (veya herhangi bir cesit)
hiicrelerindeki intraseliiler ATP igeriginin Ol¢iilmesi esasina dayanir (Andreotti ve ark.
1995). ATP seviyesi Ol¢timii liiminesans teknolojisine dayandigi icin canli hiicre sayisi
ile miikemmel bir korelasyon gostermektedir ve kolorimetrik bir test olan SRB testine
gore daha hassas ve giivenilirdir (Ulukaya ve ark. 2008). ATP yontemi; liisiferinin Mg*
iyonlar1 ve ATP varliginda liisiferaz enzimi ile oksiliisiferine katalize olup liiminesans
sinyal olusturmasina dayanmaktadir. Liiminesans sinyal (ATP konsantrasyonu) ile
hiicre sayis1 arasinda dogrusal bir iligki bulunmaktadir (Andreotti ve ark., 1995; Mueller
ve ark., 2004).

ATP testi icin UFE’nin farkli konsantrasyonlart (1,56-100 pg/ml) hazirlanarak 96
kuyulu hiicre kiiltiir kaplarma uygulandi. HCT-15 ve HT-29 hiicreleri sayilarak 100 ul
besiyeri icerisinde 5x10° hiicre olacak sgkilde her bir kuyuya ilave edildi. Ardindan
hiicreler, 72 saat 37°C, %5 CO,’li ortamda inkiibasyona birakildi.

Negatif kontrol (maksimum canlilik, MO, muamele uygulanmamis, hiicre kontrolii) i¢in
200ul besiyeri igerisine 5x10° hiicre ekildi. Pozitif kontrol (minimum canllik,
MI, %100 oldiren doz) olarak, 100 pl hiicre siispansiyonu igerisine hiicre
Olimiinii %100 indiikledigi bilinen %]1°lik Triton X-100 (Sigma, St. Louis, MO)
cozeltisinden 100 pl ilave edildi. Hiicreler 37°C’de %5’lik CO,’li etiivde 72 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda her kuyudan 150 pl atilarak 50 pul ATP
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kitinin (Sigma FLASC 1KT Adenosine 5' triphosphate bioluminescent somatic cell
assay kit, St. Louis, MO) i¢inde yer alan hiicre lizis tamponu (2X) eklendi ve hiicre
icerisindeki ATP’nin hiicre disina ¢ikmasi saglandi. 20 dakikalik bekleme siiresini
takiben, 50 ul hiicre siispansiyonu beyaz renkli 96 kuyucuklu ekim kaplarina aktarildi
ve ardindan 50 pl/kuyucuk lusiferin-lusiferaz enzimi iceren soliisyon ilave edildi.
Reaksiyon sonunda olusan ATP miktar1 (lusiferin-lusiferaz bioluminesans reaksiyonu
yardimiyla) 6lgme zamani 1 saniye olacak sekilde luminometre (Bio-Tek, Winooski,
USA) kullanilarak olciildii. BoOylece bilesiklerle muamele edilen ve edilmeyen
hiicrelerin RLU degerlerine gére UFE’nin sitotoksik/sitostatik etkileri hakkinda bilgi
edinildi. % Canlilik agagidaki formiile gére hesaplandi:

% Canlihk= [100x(Bilesik ile muamele edilen hiicre absorbansi ortalamasi-
Kor)/(Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi—Kor)]

2.2.7 Kaspazla Kirilmis Sitokeratin-18 (M30) Metodu

Apoptozis esnasinda sitoiskeletin 6nemli bir protein olan CK18 (sitokeratin 18) sadece
apoptotik hiicrelerde aktiflesen bir enzim grubu olan kaspazlarin etkisiyle kirilarak,
kirllmis, CK18’1 (CK18-Asp396) olusturmaktadir (Leers ve ark. 1999). M30
monoklonal antikor, dzellikle CK18’in Asp396°’da kirilan fragmanini (M30 antijen)
taniyarak CK’lerin apoptotik bir belirte¢ olarak kullanimini saglamaktadir (Ueno ve ark.
2003). Boylece apoptozise 0zgii bir belirte¢ olan kirllmig CK18, ELISA yoOntemiyle
saptanmaktadir. Bu 6zel CK18’1 tantyan M30 antikoru hiicrelerin bulundugu ortamla
temas ettirilirse ve eger ortamda apoptotik hiicreler de var ise, apoptozisin varlif1
gosterilmis olur (Leers ve ark. 1999).

Basit olarak, ELISA metoduyla M30 antijen fragmentini belirlemek icin, HCT-15 ve
HT-29 hiicreleri sayilarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarma 200 pl igerisinde 5x10°
hiicre olacak sekilde (3 tekrarl) ekim yapildi. 72 saat 37 °C, %5 CO,’li ortamda
inkiibasyonu takiben hiicreleri zedelemeden iizerlerinden 100 pl besiyeri uzaklasfirildi.
UFE’nin konsantrasyonu 100 pl igerisinde 200 pg/ml (son konsantrasyon 100 pg/ml)
olacak sekilde hiicrelerin iizerlerine uygulandi. Negatif kontrol kuyularmmdan 100 ul
besiyeri uzaklasfirildi ve yerine 100 pl taze besiyeri ilave edildi. Ilag uygulamalarini

takiden hiicreler 72 saat 37 °C, %5 CO»’li ortamda inkiibasyona birakildi.

72 saatlik inkiibasyon sonunda tiim kuyulara 10 pl %10’luk NP-40 (Sigma, St. Louis,
MO) ilave edildi. 15 dakika oda sicakliginda 600 rpm calkalayicida inkiibasyona
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birakildi. Tiim kuyulardaki supernatant toplandi ve 2000 rpm’de 30 saniye santrifiij
edilip M30 Apoptosense ELISA (M30-Apoptosense ELISA kit, Peviva, Bromma,
Sweden) kit icerigine uygun olarak calispldi. Supernatantlar, kitin igerisinde yer alan
CK18’1 taniyan fare monoklonal M30 antikoru kapli striplere 25 pl pipetlendi. Tiim
ornekler tizerine 75 ul horseradish peroksidaz konjugati eklendi. 4 saat boyunca 600
rpm calkalayicida oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
orneklere 250 pl yikama soliisyonu ilave edilerek 5 kez yikama yapildi ve hemen
ardindan 200 pl TMB substrat1 ilave edilerek 20 dakika karanlikta oda sicakliginda
bekletildi. Reaksiyonu durdurmak icin 1N H,SO, iceren 50 pl stop ¢ozeltisi ilave edildi
ve olusan renk siddeti, spektrofotometrik olarak 450 nm’de (FLASHScan S12, Jena,
Almanya) okundu. Okunan absorbans degerlerinden elde edilen standart grafikten U/L
degerleri hesaplandi.

2.2.8 Floresan Boyama Yontemi ile Oliim Modunun Belirlenmesi

2.2.8.1. Hoechst 33342 Boyama Metodu

Floresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini dolayisiyla
niikleusu goriiniir hale gelebilmektedir. Hoechst 33342, DNA'ya baglanabilen
dolayisiyla hiicre membranindan niifuz edebilen bir boyadir. Canli ve 6lii (apoptotik/
nekrotik) hiicrelerin ¢ekirdeklerini boyamak icin kullanilmaktadir. Hoechst boyama
yontemi kullanilarak ekstraktla muamele uygulanmis hiicrelerin 6liim sekilleri, niikleus
morfolojisine bakilarak yapilabilmektedir. Apoptotik hiicrelerde; cekirdegin normal
hiicrelere gore daha kiiciik olma 0zelligi aranirken, nekrotik hiicrelerde ise cekirdegin
normal hiicrelerden biraz daha biiyilk olmasi ve daha az boya almasi oOzelligi
aranmaktadir.

Hoechst boyama yontemi igin; 96 kuyulu plate de her kuyuda 200 pl igerisinde 5x10°
hiicre/ml ve UFE’nin konsantrasyonlar: (100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml ve 12,5 pg/ml)
olacak sekilde ekim yapildi. Ardindan hiicreler 72 saat 37°C, %5 CO,’li ortamda
inkiibasyona birakildi. 5 pl Hoechst (Cell Viability Imaging Kit; nuclei dye, Roche,
Mannheim, Germany) 5 ml PBS icerisine pipetlendi ve kisa bir vorteks yapildi. Her
kuyuya 50 pl hazirlanmis, olan bu karisymdan ilave edildi ve hiicreleri kaldirmamaya
dikkat edilerek pipetaj yapildi. 37°C, %5 CO,’li ortamda 30 dakika inkiibasyon

sonrasinda floresan mikroskop altinda degerlendirildi.
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2.2.8.2.Anneksin-V ve Propidyum Iyodiir Boyama Metodu

Normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde membran lipidlerinden biri olan
PS bulunmaktadir. Eger hiicre apoptozisle 6liirse normalde i¢ yilizde yerlesmis olan PS
molekiilleri hiicre zarmin dis yiiziine transloke olurlar (Sgkil 2.1). Bu yer degistirme
apoptotik hiicrelerde heniiz membran biitlinliigiiniin bozulmadig: yani 6liimiin erken
donemlerinde meydana gelmektedir (Van Engeland ve ark. 1998). Anneksin-V hiicrenin
dis ylizeyine transloke olan PS baglanabilen bir protein oldugu i¢in, floresan bir madde
(6rn. FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicreler goriiniir hale getirilebilmekte ve floresan
mikroskobu ile incelenebilmektedir. Nekrotik hiicrelerin yiizeylerinde de Anneksin-V
baglanmas1 goriilebildigi icin yontem c¢alisilirken ikinci boya olarak propidyum iyodiir
eklenmektedir. Propidyum iyodiir (PI), sadece membran hasarli hiicrelere girebilen,
dolayisiyla tiim Olii hiicreleri (primer nekrotik veya gec apoptotik/sekonder nekrotik)
boyayabilen floresan niikleik asit boyasidir. Bu boya canli hiicreler tarafindan disari
atilmaktadir. Primer nekrozis (hiicre hacminin artmasi fakat fragmente ya da piknotik
nukleuslarin gézlenmemesi) toksik kosullar (hipoksi, iskemi, hipertermi, vb.) altinda
gerceklesen klasik oOliim seklidir. Sekonder nekrozis ise piknotik ya da fragmente
niikleus 1ile karakterize olup apoptozisin gec¢ safhasidir. Hiicre Kkiiltiirii ortaminda
apoptozise giden hiicrelerin membranlar1 intakt (erken apoptozda) olmasina ragmen
daha ileri donemlerde gec¢ apoptozis/sekonder nekrozun gelismesi ile hiicrelerin
membran biitiinliikleri bozulmaktadir. Sekonder nekroz asamasina kadar olan siire
icinde hiicreler non-vital boyalar denilen (PI) boyalar ile boyanacak olurlarsa apoptozis
baglamis olmasmma ragmen membran intakt olmasindan dolayr bu boyalarla
boyanamazlar. Sekonder nekroz gelistikten sonraki asamalarda hiicreler membran
biitiinliiklerinin bozulmasi ile non-vital boyalar ile boyanmaya baglarlar. Dolayisiyla PI
pozitif ve Hoechst pozitif boyanmaktadirlar. Hiicreler es zamanli olarak Anneksin-V-
Fluorescein (yesil floresan) ve non-vital boya olan propidyum iyodiir (kirmizi floresan)
ile boyanir. Canli hiicreler; Anneksin V-/PI-, erken apoptotik hiicreler; Anneksin V+/PI-
ve ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicreler; Anneksin V+/PI+ boyanirlar ve bu sekilde
birbirlerinden ayirt edilirler (Giiles ve Eren 2008, Ulukaya ve ark. 2011).
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Sekil 2.1.Apoptotik hiicrelerde fosfotidil serin translokasyonu (Van Engeland ve ark.
1998’den degistirilerek alinmaistir).

HCT-15 ve HT-29 hiicreleri sayilarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 200 pl
igerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde (3 tekrarli) ekim yapildi ve sonrasinda UFE nin
konsantrasyonlar: (100pg/ml, 50ug/ml ve 25pug/ml) olacak sekilde hiicrelerin iizerlerine
uyguland1. Negatif kontrol kuyularma 100 pl besiyeri ilave edildi. Ilag uygulamalarimi
takiden hiicreler 12 ve 24 saat siireyle 37 °C, %5 CO,’li ortamda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siirelerinin sonunda hiicreleri zedelemeden iizerlerinden tiim besiyeri
(yaklagik 180 ul) uzaklastirilarak Anneksin-V-FLUOS Staining Kit (Roche, Manheim,
Germany) icerigine uygun olarak c¢aligildi. 500 pl inkiibasyon soliisyonu icerisine 5 ul
Anneksin-V-Fluorescein ve 5 pl PI boyasi pipetlendi. Her kuyuya boya karigimindan
30uL pipetlenerek yarmm saat oda 1sisinda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
ekstraktin  hiicrelerde sebep oldugu oOlim sekli floresan mikroskop altinda
degerlendirildi.

2.2.9.Akim Sitometri ile Hiicre Oliim Kinetigi Parametrelerinin Belirlenmesi
2.2.9.1.Kazpaz-3/7 Aktivitesi Analizi

Kaspazlar, programli hiicre 6liimii olan apoptozis siirecinde onemli bir rol oynayan
sistein proteazlardir. Bazi kaspazlar oncelikli olarak intraseliiler kaskadin baglamasinda
rol oynarken, efektor kaspaz olarak adladirilan kaspazlar ise apoptotik siirecin ileri
asamalarinda rol alirlar. Efektor kaspazlar olan kaspaz-3/7 aktivasyonu apoptozisin ayirt
edici ozelliklerinden biridir. Bu efektor kaspazlar, kaspaz-3 ve kaspaz-7 gibi yapisal

proteinlerin kirilmasi yoluyla hiicresel yikimda rol oynarlar (Portera ve Janicke 1999).
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Sekil 2.2. Kaspaz-3/7 aktivitesi analiz basamaklar1

Kaspaz-3/7 aktivitesi testi icin Muse™ Casapse-3/7 (Merck Millipore, Almanya)
kullanildi. Bu test i¢in HCT-15 ve HT-29 hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiirii
kaplarina 1mL igerisinde 2,5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 16 saat 37°C, %5
CO,’li ortamda inkiibasyonu takiben UFE (100, 50, ve 25 pg/mL) farkh
konsantrasyonlarda hazirlanarak 1 ml icerisinde olacak sekilde kuyulara ilave edildi.
Negatif kontrol kuyularina 1 ml taze besiyeri ilave edildi. 48 saat 37 °C, %5 CO,’li
ortamda inkiibasyon sonunda Oncelikle kitin bilesiklerinin oda sicakligina gelmesi
saglandi. 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplar1 icerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicreler
serumdan uzaklastirmak amaciyla kuyular 2 ml 1X PBS ilave edilerek hiicre ylizeyinin
yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra yiizeye
yapisan hiicrelerin yiizeyden tripsin ile ayrilmalar1 saglandi ve yilizeyden ayrilan
hiicreler ilgili falkonlara topland:1 ve 1000 g’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1
falkonlarin siipernatantlar1 uzaklastirildi ve elde edilen pelet sulandirilarak tedavi
gruplarini iceren etiketli ependorflara hiicre siispansiyonundan 50 pl eklendi. Daha
sonra kaspaz-3/7 c¢aligma soliisyonundan her bir tedavi grubunu iceren ependorflara 5 pl
konuldu. Kisa bir pipetaj igleminin ardindan ependorflar kapaklar1 agik bir sekilde 37
°C, %5 CO,’li ortamda 30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda ependorf
icerisinde hiicre siispansyonlarina 150 pl DNA’ya baglanabilen 7-AAD eklenerek kisa
bir pipetenaj gerceklestirildi. Daha sonra oda sicakligindan karanlikta 5 dk inkiibasyon
birakildi. Daha sonra Muse™ Cell Analyzer cihazinda kaspaz-3/7 aktivitesi

degerlendirildi (Sekil 2.2).
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2.2.9.2 Mitokondri Membran Potansiyeli Analizi

Mitokondride meydana gelecek degisiklikler hiicre metabolizmasi ve stresi hakkinda
bilgi veren onemli belirteclerdendir. Mitokondri apoptozis siirecinde 6nemli bir role
sahip olan regiilatorlerden biridir. Apoptotik yollarin kesistigi bir kavsak noktasi olan
mitokondri aktivasyonu (sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasi)
apoptotik siirecte geri doniisiimsiiz noktay1 gosterir. Bu yiizden apoptotik uyariy1
takiben, hiicrelerde mitokondriyal biitiinliigiin kayb1 gézlemlenmektedir (Wen ve ark.
2013).

Mitokondri membran potansiyeli testi i¢in, Muse™ Mitopotential Calisma Kiti (Merck
Millipore, Almanya) kullanildi. Bu test icin HCT-15 ve HT-29 hiicreleri sayilarak 6
kuyulu hiicre kiiltiirii kaplarina 1mL igerisinde 2,5x10° hiicre olacak sekilde ekim
yapildi. 16 saat 37 °C, %5 CO,’li ortamda inkiibasyonu takiben UFE (100, 50, ve 25
pg/mL) farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak 1 ml igerisinde olacak sekilde kuyulara
ilave edildi. Negatif kontrol kuyularina 1 ml taze besiyeri ilave edildi. 48 saat 37°C, %5
CO,’li ortamda inkiibasyon sonunda Oncelikle kitin bilesiklerinin oda sicakligina
gelmesi saglandi. 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplar1 igerisindeki besiyeri aspire edildi.
Hiicreler serumdan uzaklastirmak amaciyla kuyular 2 ml 1X PBS ilave edilerek hiicre
yiizeyinin yikanmas: saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklagtirildiktan sonra
yiizeye yapisan hiicrelerin yiizeyden tripsin ile ayrilmalar1 saglandi ve yiizeyden ayrilan
hiicreler ilgili falkonlara topland:1 ve 1000 g’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
falkonlarin siipernatantlar1 uzaklagstirildi ve pelleti elde edildi. Hiicre peleti %1 FBS
iceren PBS ile sulandirarak tedavi gruplarimi igeren etiketli ependorflara hiicre
stispansiyonundan 100 ul eklendi. Ardindan 95 ul calisma soluyonu eklendi ve kisa bir
pipetaj isleminin ardindan hiicreler 20 dk 37 °C’de, %5 CO2’li inkiibatorde inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelere 5 pl 7-AAD boyasi eklenerek orta hizda
yaklagik 5 saniye vorteks yapildi ve ornekler 5dk oda sicakliginda bekletildikten sonra
Muse™ Cell Analyzer cihazi ile dl¢iim yapild: (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Mitokondri membran potansiyeli analiz basamaklari.

2.2.10. Istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizler Stat 12 yazilimi kullanilarak One-way ANOVA ve Tukey

post hoc test ile hazirlanmustir. 3 tekrarli yapilan tiim analizlerin sonuglari ortalama ve

standart sapma ile verildi. Istatistiksel olarak anlamli veriler p<0,05 degerine gore

belirlendi. IC50 degerleri Microsoft Excel 2011 yazilimi kullanilarak hesaplandi.
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3.BULGULAR

3.1.SRB Canlilik Testi Bulgulari

UFE’nin farkli konsantrasyonlarinin (1,56-100 pg/ml) HCT-15 ve HT-29 hiicre
soylarinin canlilif1 iizerine olan etkisini belirleyebilmek icin SRB canlilik testi yapildi.
Hiicre soylarma 24, 48, ve 72 saat siire ile UFE uygulamasini takiben elde edilen
sonuglar Sekil 3.1°de gosterildi. UFE’nin uygulandig1 hiicre soylarinda konsantrasyon
arttikca hiicrelerin canlilik yiizdesinde istatistiksel olarak anlamli azalmalar gozlendi
(p<0,05). UFE uygulanan HCT-15 ve HT-29 hiicre soylarmin IC50 (kontrol hiicrelerine
kiyasla tedavi sonrasi hiicrelerin %50’sini Oldiiren konsantrasyon) ve IC90 (kontrol
hiicrelerine kiyasla tedavi sonrasi hiicrelerin %90 nim 6ldiiren konsantrasyon) degerleri
ise cizelge 3.1°de verilmigtir. UFE’'nin 50 pg/ml ve 100 pg/ml dozlarinin hiicre soylari
tizerine olan etkileri kontrol grubu ile karsplaspirildiginda 24, 48 ve 72 saat

uygulamlarinda istatistiksel olarak anlamli azalmalar oldugu tespit edildi (p<0,05).

SRB Canlilik Testi HCT-15 Hiicreler SRB Canhilik Testi HT-29 Hiicreler
140 s 1401 1 1
120 " = l 120 1
= =
= Y &
. 100 It I PRCEE [N Gl - N
= I * =
§ 6y g I* * 24 saat g 80 L * 24 saat
] L I &) T =
® 60 R “48 saat ISECY 948 saat
40 I L. 72 saat 40 * 72 saat
i : a4l 1 i
0 Il il i -l nll ul || o I | B
156 313 625 125 100 156 3.13 625 125 50 100
Dozlar (ug/ml) Dozlar (plg/ml)

Sekil 3.1. UFE uygulanan HCT-15 ve HT-29 hiicre soylarmin canlilik yiizdelerinin
grafigi.

*Ayn1 zaman periyodu i¢inde kontrole gore farkli dozlar karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamlilig1 (p<0,05) ifade etmektedir.

Dozlar (ug/ml) HCT-15 HT-29
IC,, 17,20 40,94
IC,, >100 >100

Cizelge 3.1. UFE uygulanan hiicre soylarinda SRB canlilik testi sonuglarina gore IC50
ve 1C90 degerleri.

38



3.2.ATP Canlilik Testi Bulgular:

ATP canlilik testi ile hiicrelerde canlilifin bir gostergesi olan intraselliiler ATP miktar1
Olciildii. SRB canlilik testinde alinan sonuclardan yola c¢ikarak UFE’nin 72 saatte en
etkili olmasindan dolayr 72 saatlik SRB sonuglart ATP canlhilik testi ile dogrulandi.
UFE’nin farkli konsantrasyonlarinin (1,56-100 pg/ml) 72 saat tedavi sonrasinda HCT-
15 ve HT-29 hiicre soylarinda intraselliiler ATP miktara olan etkisi sekil 3.2°de
gosterildi. IC50 ve IC90 degerleri ise ¢izelge 3.2°de verilmisgir. UFE’nin 72 saat sonra
uygulamasinin HCT-15 ve HT-29 soylarinda doza bagimli olarak hiicre canliligini
azalttig1 belirlendi. Ozellikle 12,5, 25, 50 ve 100 ug/ml konsantransyonlarda istatistiksel
olarak anlamli azalmalar gozlendi (p<0,05). HCT-15 hiicre soyunun HT-29 hiicrelerine

oranla UFE’ye daha duyarli oldugu belirlendi (Sekil 3.2).

ATP Canhlik Testi
140
120 | ] ) “HCT-15
100 I .
= ] : - ] “HT-29
- 80 % =
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<
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< _
40 *
20 . *
- *
NI B B B B BB
156 3.13 6.25 125 25 50 100
Dozlar (ug/ml)

Sekil 3.2. UFE uygulanan HCT-15 ve HT-29 hiicre soylarinin 72 saat sonrasi canlilik
yiizdelerinin grafigi.

*Kontrole gore farkli dozlar karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig1 (p<0,05)
ifade etmektedir.

Dozlar (ug/ml) HCT-15 HT-29
IC, 26,36 41,87
ICy, >100 >100

Cizelge 3.2. UFE uygulanan hiicre soylarinda ATP canlilik testi sonuglarina gore IC50
ve 1C90 degerleri.
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3.3.Kaspazla Kirilmis Sitokeratin 18 (M30) Metodu Bulgular:

Hiicre 6liim modunu aragtirmak amaciyla UFE’nm her iki hiicre soyunda sitotoksik
bulunan konsantrasyonlar1 (25, 50 ve 100 pg/ml) iizerinde apoptozise 6zgii bir belirte¢
olan kaspazla-kirilmig CK18 (M30) diizerlerine bakild:.

M30 ol¢timlerinin degerlendirilmesi i¢in dncelikle standart grafigi hazirland: (Sekil 3.3).
Olgiilen absorbanslar standart egri grafigi yardimiyla belirlenen formiilii iizerinden
degerlendirilerek M30 miktarlar1 (U/L) hesapland1 (Sekil 3.4). Sekil 3.4’de goriildiigii
gibi, 100 pg/ml, 50 pg/ml ve 25 pg/ml UFE uygulamasimin yalnizca HT-29 hiicrelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden oldugu (p<0,05) buna karsilik bir diger hiicre
soyu olan HCT-15" de az bir degisimin oldugu belirlendi. Ayrica, HT-29 hiicrelerinde
en yiksek M30 seviyesinin 25 pg/ml dozda gozlenirken daha yiiksek
konsantrasyonlarda (100 ve 50 pg/ml) azaldig1 gozlendi.
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Sekil 3.3. HCT-15 ve HT-29 hiicre soylar ile yapilan caligmanin M30 standart egri
grafigi.

M30 Antijen Testi

E3
%
400 I*
200
, m H om H - []

HCT15 HCT15 HCT15  HCTIS HT29 HT29 HT29 HT29
Kontrol  25ug/ml  50ug/ml 100pg/ml  Kontrol  25pg/ml  50ug/ml  100pg/ml

Sekil 3.4. 100 pg/ml, 50 pg/ml, ve 25 pg/ml UFE uygulamasindan 72 saat sonra HCT-
15 ve HT-29 hiicre soylarinda M30 seviyeleri. *Kontrole gore farkli dozlar
kargilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig1 (p<0,05) ifade etmektedir.
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3.4 Floresans Mikroskobu ile Morfolojik Degerlendirme Bulgular:

3.4.1.Hoechst 33342 Boyama Bulgulari

Hoechst 33342 dsDNA’ya baglaninca mavi floresans verilen bir niikleik asit bir boyadir.
Apoptotik hiicrelerde; niikleusun normal hiicrelere gore daha kiiciik olma o6zelligi
aranirken, nekrotik hiicrelerde niikleusun normal hiicrelerden biraz daha biiyiik olmasi
ve daha az boya almasi 6zelligi arandi. HCT-15 ve HT-29 hiicrelerin Hoechst 33342
boyama ile floresans goriintiileri Sekil 3.5 ve 3.6’de gosterilmigtir. UFE ile 72 saatlik
muamele sonucunda, Hoechst boyasi ile boyanan hiicrelerde kontrole kiyasla her iki
hiicre soyunda da hiicre yogunlugunun belirgin sekilde azaldig1 gosterildi. Her iki hiicre
soyunda da hiicrelerin niikleus morfolojilerinin de degisti8i, kontrolle kiyaslandiginda

apoptozis gostergesi olan piknotik niikleuslarin varlig: tespit edildi.

HCT-15 Kontrol HCT-15 UFE 25 pg/ml HCT-15 UFE 50 pg/ml HCT-15 UFE 100 pg/ml

Sekil 3.5. Hoechst 33342 boyama ile HCT-15 hiicrelerinin 72 saatlik muamele
sonrasindaki floresans mikroskop goriintiileri.
— Apotozisi gostergesi olan piknotik niikleuslar1 gostermektedir.

HT-29 Kontrol HT-29 UFE 25 pg/ml HT-29 UFE 50 pg/ml HT-29 UFE 100 pg/ml

Sekil 3.6. Hoechst 33342 boyama ile HT-29 hiicrelerinin 72 saatlilk muamele
sonrasindaki floresans mikroskop goriintiileri.
— Apotozisi gostergesi olan piknotik niikleuslar1 gostermektedir.
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3.4.2.Anneksin-V ve Propidyum Iyodiir Boyama Bulgular:

Normal hiicrelerde PS hiicrenin i¢ yiizeyinde bulunmaktadir fakat apoptozisin erken
donemlerinde PS hiicre dis yiizeyine transloke olmaktadir. Floresan bir madde ile
isaretlendiginde apoptotik hiicreler goriiniir hale getirilirerek floresan mikroskobu
altinda incelenebilmektedir. Ayrica nekrotik hiicrelerin yiizeylerinde de Anneksin-V
baglanmas1 goriilebildigi icin yontem c¢alisilirken ikinci boya olarak propidyum iyodiir
eklenmektedir. Hiicreler Anneksin-V Fluorescein (yesil floresan) ve non-vital boya olan
PI (kirmiz1 floresan) ile es zamanli olarak boyandiginda; canli hiicreler Annexin-V (-) /
PI (-), erken apoptotik hiicreler Annexin-V (+) / PI (-) ve ge¢ apoptotik veya nekrotik
hiicreler Anneksin-V(+) / PI (+) sonug verir.

UFE’nin (100 pg/ml, 50 pg/ml ve 25 pg/ml) farkli konsantrasyonlarinin HCT-15 ve
HT-29 hiicreleri tizerine 12 ve 24 saatteki etkisi Anneksin-V yontemi kullanilarak
floresans mikroskobu altinda degerlendirildi (Sekil 3.7-3.10). Oncelikle HCT-15 ve HT-
29 hiicre soylarinda doza ve zamana bagli olarak hiicre yogunlugunun kontrole kiyasla
azaldig1 gosterildi. 100 pg/ml, 50 pg/ml ve 25 pg/ml UFE ile 12 ve 24 saat tedavi
sonrasinda HCT-15 hiicrelerinde Anneksin-V pozitif boyanan bolgelerde ayn1 zamanda
PI de pozitif sonu¢ verdigi i¢in hiicrelerde ge¢ apoptozis/sekonder nekrozis gelistigi
belirlendi. Bir diger hiicre soyu HT-29’un 100 pg/ml UFE 12 saat tedavi sonrasinda
Anneksin-V pozitif boyanan bolgelerde PI'iin negatif sonu¢ verdigi icin hiicrelerde
erken apoptozis gelistiZi belirlendi. 12 ve 24 saat siiren tedavi sonrast HT-29 hiicre
soyunun diger dozlarda ise hem Anneksin-V hem de PI pozitif sonu¢ verdigi, yani ge¢

apotozis/sekonder nekrozis gelistigi bulundu.
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HCT-15 Kontrol HCT-15 Kontrol

HCT-15 UFE 25 pg/ml HCT-15 UFE 25 pg/ml

HCT-15 UFE 50 pg/ml HCT-15 UFE 50 pg/ml

HCT-15 UFE 100 pg/ml HCT-15 UFE 100 pg/ml

A B

Sekil 3.7. HCT-15 hiicrelerinin 12 saatlik muamele sonrasindaki floresan mikroskop
goriintiileri. A: Anneksin-V ile boyama (yesil), B: Propidyum iyodiir boyama (kirmiz1).
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HCT-15 Kontrol HCT-15 Kontrol

HCT-15 UFE 25 pg/ml HCT-15 UFE 25 pg/ml

HCT-15 UFE 50 pg/ml HCT-15 UFE 50 pg/ml

HCT-15 UFE 100 pg/ml HCT-15 UFE 100 pg/ml

A B

Sekil 3.8. HCT-15 hiicrelerinin 24 saatlik muamele sonrasindaki floresan mikroskop
goriintiileri. A: Anneksin-V ile boyama (yesil), B: Propidyum iyodiir boyama (kirmiz1).
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HT-29 Kontrol HT-29 Kontrol

HT-29 UFE 25 pg/ml HT-29 UFE 25 pg/ml

HT-29 UFE 50 pg/ml HT-29 UFE 50 pg/ml

HT-29 UFE 100 pg/ml HT-29 UFE 100 pg/ml

A B

Sekil 3.9. HT-29 hiicrelerinin 12 saatlik muamele sonrasindaki floresan mikroskop
goriintiileri. A: Anneksin-V ile boyama (yesil), B: Propidyum iyodiir boyama (kirmizi).
—Erken apoptotik hiicreleri gostermektedir.
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HT-29 Kontrol HT-29 Kontrol

HT-29 UFE 25 pg/ml HT-29 UFE 25 pg/ml

HT-29 UFE 50 pg/ml HT-29 UFE 50 pg/ml

HT-29 UFE 100 pg/ml HT-29 UFE 100 pg/ml

A B

Sekil 3.10. HT-29 hiicrelerinin 24 saatlik muamele sonrasindaki floresan mikroskop
goriintiileri. A: Anneksin-V ile boyama (yesil), B: Propidyum iyodiir boyama (kirmizi).
—Erken apoptotik hiicreleri gostermektedir.
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3.5 Kaspaz-3/7 Aktivitesi Bulgulari

Kaspazlar, apoptozis siirecinde onemli rollere sahip olan sistein proteazlardir. Apoptotik
sinyal boyunca etkili olan effektor kaspazlardan olan kaspaz 3/7 aktivasyonu membran
integritesi ve hiicre Olimii hakkinda Onemli bilgiler vermektedir. 48 saatlik UFE
uygulamasi (100, 50 ve 25 pg/ml) sonrasinda Muse™ Cihazi kullanilarak HCT-15 ve
HT-29 hiicrelerinde kaspaz-3/7 aktivitesi incelendi. 48 saatlik tedavi sonrasinda HCT-
15 hiicre soyuna uygulanan 100 pg/ml konsantrasyonda canlilik yiizdesi %46,55 (Q3),
total apoptotik oran yiizdesi %53,0 (Q2+Q4); 50 ug/ml, 25 pg/ml konsantrasyonunda
ise canlilik yiizdesinde ve apoptotik oran yiizdesinde kontrole gore degisim goriilmedi
(Sekil 3.11). 48 saatlik tedavi sonrasinda HT-29 hiicre soyuna uygulanan 100 pg/ml
konsantrasyonda canlilik yiizdesi % 82,30 (Q3), total apoptotik oran yiizdesi % 11,45
(Q2+Q4); 50 pg/ml, 25 pg/ml konsantrasyonunda ise canlilik yiizdesinde ve apoptotik

oran ylizdesinde kontrole gore farkli sonuglar goriilmedi (Sekil 3.12).
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Sekil 3.11. UFE uygulanan (100, 50 ve 25 pg/ml) HCT-15 hiicrelerinde kaspaz 3/7
aktivitesi degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yilizde degerlerinin 48 saatlik
histogramlar1 (Q1=Nekroz, Q2=Ge¢ Apoptoz, Q3=% Canlilik, Q4=Erken Apoptoz).
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Sekil 3.12. UFE uygulanan (100, 50 ve 25 pg/ml) HT-29 hiicrelerinde kaspaz 3/7
aktivitesi degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik ylizde degerlerinin 48 saatlik
histogramlar1 (Q1=Nekroz, Q2=Ge¢ Apoptoz, Q3=% Canlilik, Q4=Erken Apoptoz).

4.6 Mitokondri Membran Potansiyeli Testi Bulgular:

Mitokondri membran potansiyeli degisikligi erken apoptozis siirecinde goriilen ve ayni
zamanda hiicresel stresin bir 6zellii olarak diisiiniilmektedir. Mitokondri, hiicrenin
enerji dengesini korumak ve hiicre 6liim siireclerinde diizenleyici (regiilator) olarak
gorev yapan onemli bir hiicre organelidir. Bu potansiyelin kayb1 apoptozis, nekrozis ve
kaspaz bagimsiz hiicre O©liim siireclerinde goriilebilmektedir. HCT-15 ve HT-29
hiicrelerinin 48 saatlik UFE muamelesi (100, 50 ve 25 pg/ml) sonrasindaki mitokondri
membran potansiyeli degisiklikleri Sekil 3.13 ve 3.14’de gosterilmigtir. HCT-15 hiicre
soyunda 48 saat siiren UFE muamelesi sonucu mitokondrisi depolarize hiicrelerin
yiizdesinde kontrole gore onemli degisiklikler gézlenmedi. HT-29 hiicre soyunda ise
100 pg/ml konsantrasyonunda kontrole kiyasla mitokondri membran potansiyelinde

yaklasik olarak %10 (Q3) bir azalma bulundu.
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Sekil 3.13. UFE uygulanan (100, 50 ve 25 pg/ml) HCT-15 hiicrelerinde mitokondri
saatlik  histogramlari
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Sekil 3.14. UFE uygulanan (100, 50 ve 25 pg/ml) HT-29 hiicrelerinde mitokondri
membran potansiyel degisimi yiizde degerlerinin 48 saatlik histogramlari
(Q1=Depolarize/Olii, Q2= Olii, Q3=Depolarize/Canl1, Q4=Canl).
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4.SONUC VE TARTISMA

Kemoterapik ilaglara karsi hizli diren¢ gelisiminden dolay1 kanser tedavisi i¢in yeni
ilaglarin arastirilmasi halen oncelikli bir hedeftir (Kunjachan ve ark. 2013). Bazi
kemoterapi ilaclarinin yiiksek toksisiteleri ve yan etkilerinden dolayr yeni gelistirilen
ilaglarin 6zellikle kanser hiicrelerine sitotoksik iken normal hiicrelere daha az toksik
olmalari, yan etkilerinin az olmalar1 istenir. Giiniimiizde klinikte ¢ok sayida antikanser
ajan cesitli dogal kaynaklardan (bitkiler, mantarlar, bakteriler, deniz organizmalari, ve
mikroorganizmalar gibi) elde edilerek kullanilmaktadir. Ornegin vinkristin, vinblastin,
etoposit, paklitaksel, kamptotesin, topotekan, irinotekan gibi antikanser ilaclar bitkisel
kokenlidir ve halen kanser tedavisinde etkin bir sekilde kullanilmaktadirlar (Mann 2002,
Prakash ve ark. 2013). Son zamanlarda likenler de igerdigi biyoaktif bilesenlerinden
dolayi biiyiik bir dikkat ¢cekmektedirler. Bu liken tiirlerinden biri de Usnea filipendula
Stirt. tiirtidiir.

Daha once yapilan bir calismada, Usnea filipendula 6ziitii insan akciger kanseri (A549,
PC3), karaciger kanseri (Hep3B) ve fare glioma (C6) hiicrelerinde apoptozis hiicre
Olimiinde neden oldugu gosterilmistir (Ari ve ark. 2014). Yine Usnea filipendula
Oziitliniin insan meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7 ve MDA-MB-231) PARP kirilmasi
ve kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptozisi indiikleyerek sitotoksik oldugu belirtilmigtir
(Kasimogullari ve ark. 2014). Bu tez ¢calismasinda ise Usnea filipendula’nin insan kolon
kanser hiicre soylar1 (HCT-15 ve HT-29) iizerinde sitotoksik aktivitesi aragtirilmagtir.
Bu tez calismasinda Usnea filipendula’nin metanol ekstrati kullanilarak HCT-15 ve HT-
29 hiicreleri iizerindeki biiylimeyi baskilayici etkisi, SRB ve ATP canlilik analizleri
degerlendirildi. SRB hiicre canlilif1 analizi sonucunda, UFE'nin doz bagimli olarak
HCT-15 ve HT-29 hiicre soylarinda hiicre canlilifim azalltig1 belirlendi (p<0,05). Doz
yanit egrisine ve hiicre 6liim parametrelerinden biri olan IC50 degerlerine gére HCT-15
hiicre soyunun UFE uygulanmasina daha hassas oldugu gozlendi. IC50 degeri HTC-15
hiicrelerinde 17,20 pg/ml iken HT-29 hiicrelerinde 40,94 pg/ml oldugu bulundu.

SRB canlilik testi sonuc¢larimizi dogrulamak amaciyla ATP canlilik yontemi kullanildi.
ATP canlilik testi verilerimize gére UFE’nin 72 saatlik uygulamasmin doza bagiml
olarak HCT-15 ve HT-29 hiicre soylarinda hiicre canlilifimi azalltig1 belirlendi (p<0,05).
IC50 degeri HCT-15 hiicrelerinde 26,37 pg/ml iken HT-29 hiicrelerinde 41,87 pg/ml
olarak hesaplandi. ATP testiyle belirlenen IC50 degerleri SRB testiyle belirlenen
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degerlere gore biraz yiiksek oldugu gozlenmistir. SRB canlilik testinde hiicre canlilif1
tizerine olan etki, hiicresel protein miktarma gore belirlenirken, ATP testinde ise
intraseliiler ATP diizeylerine gore belirlenmektedir. Her iki canlilik testi de hiicrelerdeki
metabolik aktiviteyi gostermesine ragmen, elde edilen sonuclar birbirinden farkl
olabilmektedir. Sonucta UFE’nin hiicreler iizerinde belli dozlarda biiylimeyi baskilayici
etkiye sahip oldugu aciktir. Nitekim daha dnceki ¢alismalarda, UFE’nin MDA-MB-231
ve MCF-7 insan meme kanseri soyalarinda IC50 degerleri 44,7 pug/ml ve 23,0 pg/ml
(Kasimogullari ve ark. 2014); akciger kanseri (A549 ve PC3), karaciger kanseri (Hep3B)
ve fare glioma (C6) hiicrelerinde IC50 degerleri sirasiyla 37,0 ug/ml, 32,9 pg/m, 60,5
pg/ml ve 67,9 nug/ml (Ari ve ark. 2014) olarak belirlenmistir. UFE’nin hiicreler iizerinde
bulunan bu biiylimeyi baskilayict etkisi igerdigi sekonder metabolitlerinden
kaynaklanabilir. Usnea filipendula salazinik asit, usnik asit, stiktik asit gibi sekonder
metabolitler icermektedir (Oran ve ark. 2016, Purvis ve ark. 1994, Brodo ve ark. 2001).
Yapilan analizlerde, salazinik asitin insan melanoma ve insan kolon kanser soylarinda
yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Manojlovic ve ark. 2012). Bir
diger sekonder metaboliti olan usnik asit iizerine pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Usnik
asidin insan melanoma (FemX) ve kolon kanser (LS174) hiicrelerinde sitotoksik

aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Rankovic ve ark. 2012).

Usnik asit Usnea tiirlerinin belirgin metabolittir (Guo ve ark. 2008). Usnik asidin
sitotoksik aktivitesi ¢esitli kanser soylar iizerine ¢alismis olup belirlenen IC50 degerleri:
kolorektal kanser HT29 hiicre i¢in 32,7 pg/ml, mide kanser AGS hiicre i¢in 5,16 pg/ml,
akciger kanser A549 hiicre icin 22,46 ug/ml, ve prostat kanser CWR22Rv-1 hiicre i¢in
8,29 pg/ml, melanom UACC-62 hiicre i¢in 31,5 pg/ml, B16-F10 hiicre i¢in 47,7 pg/ml,
ve insan glioblastoma U251 hiicre icin 6,77 pg/ml olarak belirtilmistir (Nguyen ve ark.
2014, Brandao ve ark. 2013, Bazin ve ark. 2008). Kolon kanser HT29 hiicre soyu
tizerine yapilan ¢alismada usnik asit biiylik mitokondri membran bozuklugunu, kaspaz-
3 aktivasyonu, ve apoptotik proteinler PARP, p53, Bcl-2 ve Bax ekrespresyonu
indiiklendigi gosterilmigtir (Backorova ve ark. 2012). Usnik asit uygulanan insan
hepatoma HepG2 hiicre soyunda kaspaz-3/7 aktivitesinin artt1g1 rapor edilmistir (Chen
ve ark. 2014). Insan akgiger karsinom A549 hiicre soyunda usnik asit mitokondri
membran depolarizasyon mekanizmasiyla apoptozisi indiiklendigi gosterilmistir (Singh

ve ark. 2013).
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Calismamizda HCT-15 ve HT-29 hiicrelerinde belirlenen sitotoksik aktiviteden sorumlu
hiicre 6lim modunu (apoptoz/nekroz) belirlemek amaciyla apoptozis belirleyicisi olan
kaspazla kirilmig sitokeratin 18 (M30) seviyesi arastirildi. M30 seviyeleri
incelendiginde, UFE'nin 72 saatlik uygulanmasmdan (25, 50 ve 100 ug/ml) sonra
HCT-15 hiicrelerinde M30 seviyesinde uygulanan dozlarda kontrole oranla az bir
degisim gozlendi. Fakat floresan boyalarla yapilan morfolojik incelemlerde hiicrelerde
piknotik niikleuslarin varliginin ve hem Annexin-V hem de PI pozitifliginin gozlenmesi
HCT-15 hiicrelerinin UFE etkisiyle gec apoptozla o©ldiigii soylenebilir. HT-29
hiicrelerinde ise UFE'nin 72 saatlik uygulanmasindan (25, 50 ve 100 pg/ml) sonra M30
seviyesinde ozellikle 25 pg/ml dozunda kontrole oranla yaklagik 14 katlik artig bulundu.
M30 artigt 50 pg/ml dozda 6 kat iken, 100 pg/ml dozunda 2 katlik artis belirlendi.
Istatistiksel olarak da anlamli bulunan bu artiglar UFE’nin HT-29 hiicrelerinde bu
dozlarda apoptozisi indiikleyerek hiicre Oliimiine neden oldugunu gostermektedir.
Nitekim HT-29 hiicrelerinin floresan mikroskobik incelemesi sonucunda da hiicrelerde
piknotik niikleuslarin varlig1 ve ozellikle 24 saatlik 100 pg/ml UFE uygulamasindan
sonra Annexin-V pozitifligi hiicrelerin apoptozis yoluyla 6ldiigiinii desteklemektedir. U.
fasciata, U. subcavata, U. cavernosa, U. barbata, U. longgassima, U. ghattensis gibi
birka¢ Usnea tiirlerinin cesitli kanser hiicre soylar iizerine sitotoksik, anti-biiylime, ve
anti-tumor aktivitelerine sahip olduklar belirtilmistir (Prateeksha ve ark. 2016).
Kaspaz-3 ve kaspaz-7 temel kesici kaspazlardir ve her ikisi de belirli 6liim-baglatici
uyaranlara bakmaksizin evrensel olarak apoptozis boyunca aktive edilmektedirler
(Walsh ve ark. 2008). Mitokondriyal membran biitiinliigiiniin degismesi, sitoplazmaya
sitokrom c saliverilmesi ile apoptozisin uyarildigin1 gosteren 6nemli parametrelerden
biridir (Wen ve ark. 2013). 100 pg/ml UFE uygulanan HCT-15 hiicrelerinde kaspaz-3/7
aktivitesiyle yiliksek oranda apoptoz ylizdesinin belirlenmesi hiicrelrin apoptozis
mekanizmasina yoneldigini desteklemektedir. HT-29 hiicrelerinde yiiksek bir oranda
kaspaz-3/7 aktivitesi gdzlenmesine ragmen hiicre populasyonlarinin %10.45'1 depolarize
mitokondriye sahip oldugu belirlenmistir. Usnea barbata ekstraktinin tumor hiicre
soylar1 (B16 fare melanoma ve C6 fare glioma) iizerinde apoptozisi indiikleyerek
sitotoksik etkiye neden oldugu gosterilmistir (Zugic ve ark. 2016).

Sonug olarak, bu tez aclismasinda Usnea filipendula Stirt. metanol ekstraktinin insan

kolon kanseri hiicrelerinde (HCT-15 ve HT-29) apoptozisi (erken ve gec apoptoz)
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uyararak sitotoksik etkiye neden oldugu gosterilmistir. Bu tez verilerinden yola c¢ikarak
Usnea filipendula tiirtiniin anti kanser aktiviteye sahip oldugu ve kullanilan ekstraktin
icerik analizinin yapilarak bu aktiviteden sorumlu etken madde yada maddelerin
belirlenmesi ve sitotoksik aktivitenin daha net ortaya konmasi i¢in ileri in vivo ve in

vitro analizlere gereksinim duyuldugu sonucuna varilmigtir.
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