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Vii
OZET

INSAN KOLON KANSERi HUCRE HATLARINDA EMODIN’IN
MITOKONDRIYAL SINYAL iLETIM YOLAGI ARACILIGI iLE
APOPTOZISE ETKIiSi

Burcu AYHAN

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Danismant: Prof. Dr. Celal ULGER
2013, 52 sayfa

Emodin, Rheum palmatum ve Rheum officinale bitkilerinin kok ve toprak altt
govdelerinde bulunan aktif bir antrakinon bilesigidir ve birgok kanser tiiriinde
timor biiyiimesini engelledigi bilinmektedir. Kolon kanseri gerek Tiirkiye’de
gerekse diinyada goriilme siklig1 ve 6lim orani agicindan 6zel 6neme sahiptir. Bu
calismada, kolon kanseri dokularindan kiiltire edilen HT-29 ve Caco-2 hiicre
hatlari, emodinin mitokondriyal apoptozis {izerine etkisinin arastirilmasi
amaglanmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda hiicrelere emodin uygulamasi yapildiktan
sonra MTT yontemi uygulanarak etkin konsantrasyon belirlenmistir. Uygulama
sonrast  hiicrelerin  morfolojik gbézlemi HO/PI boyama yontemi ile
gercgeklestirilmistir. Muhtemel apoptotik etkinin desteklenmesi amaciyla Bax, Bcl-
2 ve mitokondriyal ve sitozolik sitokrom c miktarlar1 Western blot yontemiyle
kontrol edilmistir. Sonug¢ olarak HT-29 ve Caco-2 hiicrelerinde 40 puM’hik
konsantrasyonun hiicre biiylimesini inhibe ettigi yapilan MTT testiyle
belirlenmistir. Yine her iki hiicre hattinda yapilan HO/PI boyama sonugclari,
apoptotik hiicre oranindaki artis1 gostermektedir. Bunun yani sira mitokondriyal
sitokrom ¢ azalirken sitozolik sitokrom ¢ seviyesinde artis belirlenmistir. Bu
sonuclara bakilarak, emodinin HT-29 ve Caco-2 kolon kanseri hiicre hatlarinda
apoptozisi mitokondriyal yolakla aktive ettigi ¢ikarsanabilir.

Anahtar sozciikler: Apoptozis, kanser, HT-29, Caco-2, Bcl-2, Bax, sitokrom c,
emodin






ABSTRACT

EFFECT OF EMODIN IN HUMAN COLON CANCER CELL LINES
THROUGH THE MITOCHONDRIAL SIGNALING PATHWAY

Burcu AYHAN

M.Sc. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Celal ULGER
2013, 52 pages

Emodin is an active anthraquinone compound found in roots and rhizomes of
rhubarb. It is known that emodin inhibits tumor growth in many cancer types.
Colon cancer has a specific importance for its incidence and mortality rates in the
world and Turkey. In this study, HT-29 and Caco-2 cell lines, which were cultured
from colon cancer tissues were used to investigate the effect of emodin
on mitochondrial pathway of apoptosis. In accordance with this purpose, after
emodin application to the cells, effective concentration was determined by MTT
method. Morphologic observations of the cells after application were carried out
by HO/PI staining method. In order to support probable apoptotic effect, Bax, Bcl-
2 and mitochondrial and cytosolic cytochrome c levels were controlled by western
blot. As a result, in HT-29 and Caco-2 cells, 40uM concentration was found to be
the effective concentration by MTT test. Again in both cell lines, HO/PI staining
results indicates the increase in apoptotic cell rate. These results were supported by
the increase in Bax level and decrease in Bcl-2 level. In addition, while
mitochondrial cytochrome c level was decreasing, cytosolic cytochrome c level
has increased. According to these results, it can be concluded that emodin may
activate mitochondrial pathway of apoptosis in HT-29 and Caco-2 colon cancer
cell lines.

Key words: Apoptosis, cancer, HT-29, Caco-2, Bcl-2, Bax, cytochrome c, emodin
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1. GIRIS

Kanser, goriilme orani artan ve 6liim orani yiiksek olan bir hastalik grubu olmasi
sebebiyle tiim diinyada biiyliik 6neme sahiptir. Tiirkiye’de ve Amerika Birlesik
Devletleri’'nde oliim sebepleri arastirmasinda en ¢ok oliime neden olan ikinci
hastalik olarak kanser gelmektedir (Anonim 2013c, American Cancer Society,
2013). Kanser erken teshis edilmesi halinde tedaviye daha kolay cevap verir ve
daha iyi sonuglar elde edilebilir. Erken teshis tarama ydntemleriyle miimkiin
olmaktadir. Ozellikle meme, kolon, rektum ve servikste gelisen tiimdrler tarama
yontemleriyle erken teshis edilebilmekte ve bu sayede Oliim oranlarinda diisiis
saglanabilmektedir (American Cancer Society, 2013). Kanserin evresi ve
yayilmasi belirlenerek tliriine ve evresine gore ameliyat, radyoterapi veya
kemoterapi uygulanabilir (Anonim 2013d).

Saglik Bakanlhigi'min hazirladigi Saglhk Istatistikleri Yillig1 2010 verilerine gore
Tiirkiye’de kanser tiirleri arasinda goriilme sikligi bakimindan bayanlarda meme,
tiroid, kolorektal ve mide kanserleri ilk dort siray1 alirken erkeklerde bu siralama
akciger, prostat, mesane ve kolorektal kanserler seklindedir (Anonim, 2010).
Cocukluk cag1 kanserlerinde ise en sik goriilen kanser tiirli 16semi olmakla birlikte
lenfomalar, beyin tiimoérleri, bobrek tiimorleri ve kemik tiimorleri ¢ocuklarda

yaygin olarak goriilen kanser tiirleri arasindadir (Caglar, 2006).

Kanser tiirleri arasinda kolorektal kanserler 6liim oranlar1 bakimindan Amerika
Birlesik Devletleri’nde iiciincii, Tiirkiye’de ise dordiincii sirada yer almaktadir
(Anonim 2013c, Siegel vd., 2013). Tiim kanser tiirleri i¢in 2013 yilinda tiim
diinyada beklenen yeni vaka sayisi 1,660,290 iken beklenen 6liimlerin sayisi ise
580,350’dir (Howlader vd., 2013). Bu vakalarin bayanlarda ve erkeklerde
%9’unun kolorektal kanser olacagi dngoriilmekle birlikte beklenen 6liim oranlar
icinde de yine kolorektal kanserler %9 ile ti¢iincti siradadir (Siegel vd., 2013).

Epidemiyolojik olarak bu denli éneme sahip olan kanser hastaliginin molekiiler
diizeyde incelenmesi, hastaligin daha iyi taninmasinda ve tedavi yontemlerinin
gelistirilmesinde biiyilk 6nem teskil eder. Yapilan molekiiler ¢aligmalar hangi
yolaklardaki aksakliklarin hastaliga neden oldugu ve bu aksakliklarin nasil
giderilecegi konusunda yogunlagsmistir. Bu baglamda en ¢ok incelenen yolaklardan
biri apoptozis yolaklaridir. Bir organizmada giin igerisinde milyonlarca yeni hiicre
olusurken bunu dengelemek icin bazi hiicrelerin yok edilmesi gerekir. Hiicrelerin



Olimiini saglayan mekanizmalarin basinda apoptozis gelmektedir. Apoptozis,
genetik olarak kontrol edilen ve diizenlenen bir takim sinyaller sonucu hiicrenin
intihar1 olarak da tanimlanabilir ve bu nedenle programlanmis hiicre 6liimii olarak
da amilir. Hasar gdrmiis hiicreler apoptotik sinyallerle uyarilir ve apoptozis
yolaklarinin aktivasyonu sonucu hiicre 6liimii gerceklesir (Kasibhatla ve Tseng,
2003). Kanser hiicrelerinin en onemli ozelliklerinden biri apoptotik sinyallere
duyarsiz olmalaridir. Bu sayede tiimdr olusumuna neden olan hasarli hiicreler yok
edilemez ve hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi tiimdriin biliylimesine ve gelismesine
neden olur (Alberts vd., 2007). Bu nedenle kanser hiicrelerinde apoptozisin
indiiklenmesi kanser tedavisinde 6nemli yaklagimlardan bir tanesidir (Li-Weber,
2013).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda kanser hiicrelerinde  apoptozisin
indiiklenmesinde bitkiler veya bitkilerden elde edilen etken maddeler énemli yer
tutmaktadir. Bitkiler yiizyillardir koruma ve tedavi amaghi kullanilmaktadir.
Ozellikle Cin’de geleneksel olarak bircok hastaligin tedavisinde bitkilerden
yararlanilmaktadir. Bitkiler, kardiyovaskiiler hastaliklarin, prostat problemlerinin,
depresyonlarin, enflamasyonun ve agrilarin tedavisinde kullanilmaktadir. Biitiin
bunlarin yanm sira son yillarda yapilan galigmalar, bitkilerden elde edilen etken
maddelerin  kanser hiicrelerinde  antiproliferatif  etkisinin  bulundugunu
gostermektedir (Benzie ve Wachtel-Galor, 2011). Bu ¢alismada, bitkisel bir bilesik
olan Emodin’in kolon kanseri hiicre hatlarn HT-29 ve Caco-2 iizerinde
mitokondriyal sinyal iletim yolaginda yer alan belirli belirteg genler kullanilarak

apoptozisi indiikleyici etkisinin aragtirilmasi amaglanmistir.
1.1. Kanser

Kanser, kontrol edilemeyen hiicre bélinmesi ve bdélinme sonucu olusan bu
hiicrelerin yayilmasiyla karakterize edilen hastaliklara verilen genel isimdir
(American Cancer Society, 2013). Molekiiler diizeyde hiicreler kontrolsiiz
boliindiigli halde yayilma 6zelligi gostermeyebilir. Bu sekilde davranan tiimorler
iyi huylu (benign) timor olarak adlandirilir ve cerrahi miidahale ile normal
dokudan tamamen uzaklagtirilabilir. Olustugu primer (birincil) dokuyu
parcalayarak kan veya lenf sistemi sayesinde viicudun bagka bolgelerine ulasabilen
tiimor hiicreleri kanserlesmis olur ve bu tiimorler kotii huylu (malignant) timor
olarak adlandirilir. Koétii huylu tiimor hiicrelerinin farkli dokularda sekonder

(ikincil) tiimor olusturmasi metastaz olarak adlandirilir.



Kanserler koken aldiklar1 dokuya goére siniflandirihirlar:
- Karsinomalar: Epitel dokudan,
- Sarkomalar: Bag doku ve kas dokudan,

- Losemi veya lenfomalar: Kan hiicrelerinden ve bu hiicrelerin dnciilleri olan
hematopoietik hiicrelerden koken alan kanserlerdir (Alberts vd., 2007).

Tiimér olusumu birgok basamakta gergeklesir ve her bir basamak tiimor gelisimini
hizlandirir (Lewin, 2004). Bu siirecte meydana gelen olaylarin biitiinii heniiz tam
olarak aydinlatilmamis olsa da, tiimdr gelisimi énemli genlerde meydana gelen ve
timo6r hiicrelerine  birtakim biiylime avantajlari  saglayan mutasyonlarin

birikmesiyle ortaya ¢ikmaktadir (Burger ve Abraham, 2003).

Biitiin kanser hiicrelerinin sahip oldugu ve kanser hiicrelerini normal hiicrelerden

ayiran bir takim ortak 6zellikleri bulunmaktadir. Kisaca;

- Tim kanser hiicreleri biiyiime sinyalleri bakimindan diger hiicrelerden

bagimsizdir. Proliferasyon icin dis sinyallere ihtiyaclar1 yoktur.

- Kanser hiicrelerinin apoptozla intihar1 diger hiicrelere gére ¢ok daha azdir.
Kanser hiicreleri apoptotik sinyallerden normal hiicreler kadar etkilenmezler.

- Normal hiicreler kisithh sayida boéliinebilirken kanser hiicreleri sinirsiz
boliinme yetenegine sahiptir.

- Kanser hiicrelerinde mutasyon orami ¢ok yiiksektir, bu nedenle genetik
olarak kararsiz hiicrelerdir.

- Kanser hiicreleri spesifik adhezyon molekiillerini igermedigi igin orijinal
yerlerinde duramazlar, diger dokulara dagilirlar ve bu dokularda ¢ogalmaya devam
edebilirler (metastaz).

Kanser hiicreleri antiproliferatif sinyallere kars1 duyarsizdir.

- Kanser hiicreleri beslenmeleri i¢in damar olusumunu (anjiyogenez) indiikler
(Alberts vd., 2003; Alberts vd., 2007).



1.1.1. Kolorektal Kanserler

Biitiin kanser tiirleri arasinda kolorektal kanserler bayanlarda ve erkeklerde en sik
goriilen {iglincli kanser tlirlidiir. 2013 yilinda sadece Amerika Birlesik
Devletleri’nde kolorektal kanserlerde 102,480 yeni vaka ve 40,340 olim
beklenmektedir. Kolorektal kanserin tedavisinde siklikla kullanilan ydntem
ameliyattir. Ozellikle yayilma gostermemis tiimdrler cerrahi miidahale ile
temizlenmektedir. Bununla birlikte ¢evre dokulara yayilma gostermis hastalarda
cerrahi miidahale ile birlikte kemoterapi ve radyoterapi uygulanmaktadir.
Uygulanan bu yontemler sayesinde kolorektal kanserlerde 1 yillik hayatta kalma
oran1 %84, 5 yillik hayatta kalma orani1 %64 iken 10 yillik hayatta kalma oram ise
%58’e diismektedir (American Cancer Society, 2013).

Kolon kanserlerinin neredeyse tamami kolon ve rektum duvarinda olusan benign
poliplerin zamanla malignant hale déniismesiyle ortaya gikar. Ik asamalarinda
herhangi bir belirtisi yoktur, ancak tarama yontemleriyle tespit edilebilir. Tlerleyen
asamalarda karin agrisi, rektal kanama, istah kesilmesi ve kilo kayb1 gibi belirtiler
gosterir. Tedavi, hastaligin asamasia bagl olarak sadece cerrahi miidahale ile
kanserli dokunun uzaklastirilmasiyla yapilirken ileri safhalardaki hastalarda
cerrahi miidahalenin yani sira kemoterapi ve radyoterapi uygulamalart da
yapilmaktadir.

Hastaliga yakalanma riski yasla birlikte artmaktadir. Bunun haricinde yasam tarzi
ve beslenme aligkanliklar1 hastaligin gelismesinde etkilidir. Obezite, fazla kirmizi
veya islenmis et tiiketimi, alkol kullanimi, yag orami yiiksek veya lif oram diisiik
diyetler hastalik riskini arttiran etmenlerdendir (Anonim 2012, American Cancer
Society, 2013).

1.2. Apoptozis

Hiicre 6liimii, gelisim siirecinde en 6nemli olaylardan biridir. Viicut bosluklarinin
olugmasinda, gelisim siiresince fonksiyonu olan ancak yetiskin bireyde ihtiyag
duyulmayan yapilarin yok edilmesinde hiicre 6liimiiniin 6nemi biiyliktiir. Yetigskin
bireylerde de her giin homeostazinin saglanmasi i¢in milyonlarca hiicre 6lmektedir
ancak hiicre boliinmesiyle hiicre 6limii dengede oldugundan bu durum sorun
yaratmamaktadir (Raff, 1998).



Hiicreler 6ldiiglinde aldiklar karakteristik goriiniimlere ve 6zelliklerine gore farkli
Olim mekanizmalart bulunur. Bunlardan bir tanesi bir nevi intihar olarak
nitelendirilmektedir. Hasar gérmiis hiicreler hiicre i¢inde bir 6liim yolagi aktive
ederler ve hiicre 6liimii gergeklesir. Bu 6liim mekanizmasi programlanmis hiicre
6limii veya apoptozis olarak adlandirilir ve apoptozise ugrayan hiicreler komsu
hiicreler tarafindan fagosite edilir, bu nedenle dlen hiicrenin kalintis1 olmaz. Diger
bir mekanizma ise daha ¢ok patolojik durumlarda ortaya ¢ikar ve hiicre oliimii
kontrolsiizdiir. Nekrozis olarak adlandirilan bu mekanizmada hiicreler patlar ve
hiicre icerigi ortama dagilarak diger hiicrelere hasar verebilir (Raff, 1998).

Apoptozis, genetik olarak diizenlenen ve kontrol edilen, hiicre Oliimiiniin ana
formudur (Yu vd., 2013). Apoptotik hiicreler belirli morfolojik 6zellikler gosterir.
Bu ozellikler ilk olarak Kerr vd. (1972) tarafindan yapilan elektron mikroskobu
caligmalartyla tanimlanmigtir. Hiicre hacminin azalmasi ve sitoplazmik
yogunlagsma, hiicrelerin membran-bagli apoptotik cisimciklere parcalanmasi
apoptotik  hiicrelerin  karakterize edilmesinde yardimci olan morfolojik
ozelliklerdir (Sekil 1.1) (Kerr vd., 1972, Chen vd., 2004).
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Sekil 1.1. Apoptotik hiicrelerde goriilen morfolojik degisiklikler (Anonim 2009)

Apoptotik hiicreler morfolojik 6zelliklerin yani sira bazi biyokimyasal 6zellikler
de gosterirler. Apoptotik hiicrelerde gozlemlenen niikleer DNA fragmentasyonu
ilk belirlenen biyokimyasal degisikliktir. Ancak yapilan ¢aligmalarda apoptozise
ugradigt ve morfolojik degisiklikler gosterdigi halde DNA fragmentasyonu
gergeklesmeyen Ornekler de bulunmustur. Bu nedenle apoptozise ugrayan
hiicrelerin tamaminda DNA fragmentasyonu goriillmemekle birlikte, DNA
fragmentasyonunun apoptozis i¢in bir belirteg oldugu da bildirilmektedir
(Gerschenson ve Rotello, 1992; Patel vd., 1996). DNA fragmentasyonunun yani
sira kaspaz adi verilen spesifik proteazlarin aktivasyonu ve Bcl-2 ailesi
proteinlerinin translokasyonu apoptozisin 6nemli molekiiler belirte¢lerindendir
(Yuvd., 2008).

Apoptotik uyarana bagli olarak apoptozis igin iki yolak tanimlanmigtir. Bu

yolaklarin biri harici (ekstrinsik) sinyallerle uyarilan 6liim reseptorleri yolagiyken



digeri dahili (intrinsik) sinyallerle uyarilan mitokondriyal yolaktir (Mayer ve
Oberbauer, 2003; Yan vd., 2008; Li-Weber, 2013). Her iki yolakta da kaspaz adi
verilen spesifik proteazlar 6nemli rol oynarken, iki yolak kaspaz-3 aktivasyonunda
birlesir (Sekil 1.2) (Srinivas vd., 2003).
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Sekil 1.2. Apoptozis yolaklari (Andersen vd., 2005)

1.2.1. Harici Yolak

Oliim reseptérleri, timdr nekroz faktdr (TNF) reseptdr ailesinin bir iiyesidir. Oliim
reseptorleri, yaklagik 80 amino asitten olusan 6liim domeyniyle karakterize edilir.
Oliim domeyni hiicre yiizeyine gelen 6liim sinyallerini hiicre igine iletir. En iyi
bilinen 6liim reseptorleri Fas, CD95, TNF reseptor 1 (TNFR1), TNF-baglantili
apoptozis indiikleyici ligand reseptér 1 (TRAIL-R1), TRAIL-R2 ve DR3’tiir
(Fulda ve Debatin, 2006). Bu reseptorlere ekstraseliiler ligandlar baglandiginda
reseptoriin yapist degisir ve hiicre iginde oliim indiikleyici sinyal kompleksi
(DISC) olusur. Bu komplekste TNF reseptor-bagli 6liim domeyni veya Fas-bagh
olim domeyni (FADD) gibi adaptér molekiiller ve prokaspaz-8 bulunur.
Prokaspaz-8 DISC i¢inde otokatalitik olarak aktif kaspaz-8 haline gelir ve sitozole
salinir. Kaspaz-8 ya efektor kaspaz olan kaspaz-3 aktivasyonunu gercgeklestirerek



DNA fragmentasyonunu ve apoptozisi aktive eder ya da sitozolde bulunan Bid’i
tBid’e doniistiirerek mitokondriyal yolagin aktivasyonuna neden olur (Sekil 1.3)
(Creagh vd., 2003; Mayer ve Oberbauer 2003). Harici yolakta c-FLIP ve XIAP
sirastyla kaspaz-8 ve kaspaz-3’in aktivitelerini negatif olarak diizenler bu nedenle
harici yolagin diizenlenmesinde 6nemli yere sahiptir (Li-Weber, 2013).
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Sekil 1.3. Harici yolak (Gillespie, 2004)

1.2.2. Dahili Yolak

Dahili yolakta ise reaktif oksijen tiirleri (ROS), DNA’ya zarar veren ajanlar ve
Ca'”yi hareket ettiren uyaricilar gibi dahili 6lim uyaricilart sinyalleri
mitokondriye iletir (Li-Weber, 2013). Bu sinyaller mitokondrinin dis zarini
gecirgen hale getirir ve zarlar arasi bosluktaki sitokrom c, endoniikleaz G gibi
proteinlerin sitozole salinmasina neden olur (Fulda ve Debatin, 2006). Sitokrom ¢
sitozole gectiginde Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1), dATP ve
prokaspaz-9 ile birleserek apoptozom kompleksini olusturur (Creagh vd., 2003).
Prokaspaz-9 apoptozomda kesilerek aktive edilir ve aktif kaspaz-9 kaspaz-3,-6 ve -
7’yi aktive eder (Lin vd., 2010; Li-Weber, 2013). Kaspaz-3’iin aktivasyonu DNA
fragmentasyonu ve hiicre oliimiine giden yolagi aktif hale getirir ve sonugta
apoptotik hiicre 6liimii gergeklesir (Sekil 1.4) (Yu vd., 2013).
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Sekil 1.4. Dahili yolak (Li ve Sheng, 2012)

1.2.3. Kaspazlar

Kaspazlar bir sistein proteaz ailesidir ve 6liim yolaklarinda bulunan ortak efektor
molekiiller olarak gorev alirlar. Kaspazlar birbirlerini belirli bdlgelerden kesme
yetenegine sahiptir ve bu nedenle kaspaz kaskadlarini olustururlar (Fulda ve
Debatin, 2006). Kaspazlar, organizmada normalde inaktif Onciiller olarak
bulunmakla birlikte, apoptotik yolagin aktivasyonuyla kaspaz kaskadlari olarak
aktive olurlar (Zou vd., 1999).
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Memelilerde 13 tane kaspaz tamimlanmistir. Amino asit dizisi ve yapisi
bakimindan biitiin kaspazlar benzerlikler icerir. Kaspazlarin “prodomeyn” olarak
adlandirilan bir N-terminali ve biiyiik ve kiigiik alt iinite olarak amilan iki alt
iinitesi bulunmaktadir. Kaspazlar genel olarak apoptozisle iliskili olanlar ve
enflamatuvar cevaplarla iligkili olanlar olmak iizere iki ana grupta incelenebilir.
Kaspaz, -3, -6, -7, -8 ve -9 apoptoziste aktive olurken insanlarda kaspaz-1, -4, -5
ve -12; farelerde kaspaz-1, -11, -12 ise enflamatuar cevaplarda aktive olurlar.
(Mcllwain vd., 2013)

1.2.4. Bcl-2 Ailesi

Dahili yolak Bcl-2 ailesi proteinleri ile kontrol edilir ve diizenlenir (Yan vd., 2008;
Li-Weber, 2013; Yu vd., 2013). Bu ailenin bazi {iyeleri apoptozisi baskilarken
digerleri apoptozisi tesvik eder (Yu vd., 2008). Apoptozisi baskilayan
antiapoptotik grupta Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-W, Mcl-1 ve Al proteinleri bulunurken
apoptozisi tesvik eden proapoptotik grupta ise Bax, Bel-Xs, Bak, Bid, Bad, Bim ve
Bik bulunur (Yu vd., 2013). Bu iki grup tyeleri 6liim sinyaline cevap olarak
mitokondride birlesir ve sitokrom ¢ salinimini diizenlemek igin yarigirlar (Yan vd.,
2008). Bu iki grup arasindaki denge birgok apoptozis sisteminde hiicrelerin
durumunu belirler (Yu vd., 2008).

Harici ve dahili yolaklari proapoptotik protein Bid birbirine baglar. Oliim
reseptoriiyle aktive olan kaspaz-8 Bid’i keser. Kesilmis Bid fragmenti Bax ve Bak
gibi diger proapoptotik proteinlerle isbirligi yaparak efektor kaspazlarin ve
apoptozisin aktivasyonu icin gerekli olan mitokondriyal faktdrlerin salinimini
destekler (Yan vd., 2008). Ortamda oliim sinyali olmadiginda antiapoptotik
proteinler mitokondride, endoplazmik retikulumda veya ¢ekirdek zarinda integral
zar proteini olarak bulunurlar. Proapoptotik {iyelerin ise ¢ogu sitozolde veya hiicre
iskeletinde lokalize olmustur. Oliim sinyali geldiginde proapoptotik proteinler
konformasyonal degisiklige ugrarlar. Bu degisiklik sayesinde mitokondriyal dig

membrana baglanabilir.

Proapoptotik protein Bax, ortamda 6liim sinyali olmadiginda ya sitozolde ya da
zarlara gevsek bagl bir sekilde bulunur (Gross vd., 1999). Molekiil agirligi 20
kDa’dur (Antonsson vd., 2001). Oliim sinyali geldiginde bu proteinler yer
degistirerek mitokondriye gider. Mitokondride integral membran proteini olabilir
ve g¢apraz baglanarak homodimer olusturabilir. Dimer olustugunda mitokondriye
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transloke olur (Gross vd., 1999). Bu translokasyon membran hasarinin olusmasina
neden olur ve mitokondrinin dig zar biitlinliigiinii bozar. Zar biitiinliigliniin
bozulmasi sitokrom c’nin mitokondriden salinmasina neden olur ve sitozole

salinan sitokrom c dahili apoptozis yolaginin baslatilmasinda onciiliik eder (Cory
vd., 2003).

Bcl-2 26 kDa biiyiikligiinde bir proteindir. Bel-2, Bax ile heterodimer olusturarak
Bax’mm homodimer yapmasini ve mitokondriyal membrana entegre olmasini
engelleyerek aktivitesini inhibe eder. Bu nedenle hiicrelerdeki Bax/Bcl-2 orani
hiicrelerde apoptozisi yolaginin aktivasyonunun belirlenmesi ig¢in Snemli bir
gostergedir (Yu vd., 2013).

1.2.5. Apoptozis ve Kanser lliskisi

Apoptozisin olmasi gerekenden ¢ok gerceklesmesi dejeneratif hastaliklara yol
acarken olmas1 gerekenden az ger¢eklesmesi ise proliferatif hastaliklarla
baglantilidir. Bu nedenle apoptozis mekanizmasinin anlagilmasi bu hastaliklarin
tedavisinde biiylik 6neme sahiptir (Patel vd., 1996). Bu hastaliklarin basinda
kanser gelmektedir. Kanserli dokularda proliferasyonun fazla oldugu ve hiicre
dongiisii proteinlerinde hasar oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte apoptozisteki
bozukluklar birgok kanser tiiriinde ortak bir durumdur ve tiimér olusumunda ve
tedaviye direngte 6nemli bir basamaktir (Kasibhatla ve Tseng, 2003; Li-Weber,
2013).

Timor hiicreleri normal dokular iizerinde gelisir. Timor hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe eden radyoterapi gibi tedavi uygulamalar1 genellikle
normal dokuya da zarar vermektedir. Normal dokulara verilen hasarin minimum
seviyede tutulmasi i¢in hedefli tedaviler uygulanmaktadir. Hedefli tedaviler, timor
hiicrelerinde diizgiin ¢aligmayan yolaklarin molekiiler olarak hedeflenmesi ile
miimkiin olmaktadir. Bu sayede, sadece tiimor hiicrelerindeki aksakliklarin
giderilmesi veya tiimor hiicrelerinin yok edilmesi amaglanmaktadir (Kasibhatla ve
Tseng, 2003). Son zamanlarda antikanser ila¢ calismalari bu yoOnde
yogunlasmustir. Hedef hiicrelerde apoptozisin indiiklenmesi, antikanser terapilerin
o6nemli hedeflerindendir (Lin vd., 2010).
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1.3. Bitkisel Tedaviler

Bitkiler ytizyillardir tedavi amacgl kullanilmaktadir. 16. yiizyilda tip okullart i¢in

bitki yetistirmek amaciyla botanik bahgelerin olusturuldugu bilinmektedir. 19.

ylizyilin baslarina kadar devam eden bitkisel tip uygulamalari, bilimsel

yontemlerin gelismesiyle énemini yitirse de 1974 yilinda Diinya Saglhk Orgiitiiniin

gelismekte olan iilkeleri geleneksel bitki ilaglar1 kullanmalari yoniinde tesvik

etmesiyle yeniden popiiler oldu (Winslow ve Kroll, 1998). Modern ilaglarin ytizde
yirmi besi bitkilerden elde edilmektedir (Rates, 2001).

Cizelge 1.1. Bitkilerden elde edilen modern ilaglardan bazilar1 (Kong vd., 2003)

flac Elde edildigi bitki Klinik kullanimi
Atropine Atropa belladonna Antikolinerjik
Physotigmine Physostigma venenosum Kolinesteraz
inhibitorii
Digoxin Digitalis purpurea Kardiyotonik
Senna Cassia acutifolia Laksatif
Colchicine Colchicum autumnale Antitiimor ajan
Ephedrine Ephedra sinica Antihistaminik
Quinine Cinchona officinalis Antimalaryal
Cocaine Erythroxylon coca Lokal anestezik
Glasiovine Octea glaziovii Antidepresan
L-Dopa Mucuna sp Antiparkinsonizm
Vincristine Catharanthus roseus Antilésemik ajan

Nordihydroguaiaretic acid

Larrea divaricata

Antioksidan

Taxol

Taxus brevifolia

Antitiimor ajan

Reserpine Rauvolfia serpentina Antihipertensif
Scopolamine Datura fastuosa Sakinlestirici
1.3.1. Emodin

Rhubarb, Cin’de geleneksel tedavide binlerce yildir kullanilan bir bitkidir (Huang
vd., 2009). Bitkinin baz tiirleri yiyecek olarak kullanilabilmektedir. Ancak tibbi
amacla kullanilan rhubarb ile yiyecek olarak kullanilan rhubarbin tiirleri farklidir.
Tibbi rhubarb Rheum officinale ve Rheum palmatum’dan olusur (Kemper, 1999).
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Rhubarb, Cin bitkisel tedavisinin en iyi bilinen ilaglarindan biridir ve kabizlik,
gastrointestinal kanama ve Ulserin rahatlatici tedavisinde kullanilir. Rhubarbin
temel biyoaktif bilesenleri antrakinon tiirevleridir (Li-Weber, 2013). Antrakinonlar
cok cesitli biyolojik 6zellige sahip genis bir bilesikler ailesidir (Yan vd., 2008).
Insanlar direk veya indirek olarak tibbi ve endiistriyel uygulamalarda
antrakinonlara maruz kalir (Wang vd., 2001).

Emodin (1,3,8-trihydroxy-6-methylanthraquinone) rhubarb bitkisinin rizom ve
koklerinde bulunan aktif bir antrakinon tiirevidir (Ko vd., 2010; Su vd., 2010).
Emodin’in rhubarbin haricinde Polygonum cuspidatum bitkisinde de bulundugu
bilinmektedir (Srinivas vd., 2003).

0] o
Emodin Anthraquinone

Sekil 1.5. Emodin ve anthraquinone molekiiler yapis1 (Wang vd., 2001)

Emodin Cin’de gelencksel olarak deri yaniklarinda, hepatitte, safra tasinda,
enflamasyonda ve kemik iligi iltihabinda kullanilir (Srinivas vd., 2003). Bu
zamana kadar emodinin kaba ve saf halleri kullanilarak ¢ok ¢esitli ¢aligmalar
yiiriitilmistiir (Yan vd., 2008). Bu ¢aligmalarda emodinin bagirsak temizleyici,
antimikrobiyal, antiviral, antifungal, antiiilserojenik, antienflamatuar, antioksidan,
immiinsupresif, vazorelaksan ve kemopreventif etkileri gosterilmistir (Yan vd.,
2008, Srinivas vd., 2003, Yu vd., 2008, Wang vd., 2001, Ko vd., 2010). Son
yillarda yapilan ¢alismalarda bu 6zelliklerin yan1 sira, emodinin protein tirozin
kinazlarin tirozin fosforilasyonunu inhibe ettigi ve kanser hiicrelerinde
antiproliferatif etki gosterdigi belirtilmistir (Zhang vd., 1995; Wang vd., 2001; Ko
vd., 2010). Emodinin akciger, meme, serviks, karaciger, yumurtalik, kemik iligi,
prostat, kan kanseri gibi bircok kanser tiliriinde proliferasyonu azalttigi ve
apoptozisi indiikledigi bulunmustur ( Yu vd., 2008, Huang vd., 2009, Su vd.,
2010). Antiproliferatif etkisinin yami sira bazi kanser hiicrelerinde hiicrelerin
kemoterapdtik ajanlara hassasiyetini arttirdigi gosterilmistir (Yu vd., 2013).
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1.4. Cahismada Kullanilan Hiicre Hatlar:

Caco-2 (ATCC® HTB-37™) 72 yasindaki erkek kolorektal adenokarsinoma
hastasindan alinan tiimor dokusunun kiiltiire edilmesiyle elde edilen bir hiicre
hattidir. Kolon epitel hiicrelerinden koken alir. Solid tiimér hiicre hatti oldugundan
dolay1 kiiltiire alindig1 hiicre kiiltiir kabinin yiizeyine tutunarak ¢ogalir. Primer
timorden 1977 yilinda J. Fogh tarafindan izole edilmistir (Anonim 2013a). Caco-2
hiicrelerinin en o6nemli 6zelligi hiicreler tek tabaka yogunluguna ulastigi anda
baslayan ve yaklasik 20 giin siiren spontan bir degisiklige ugramalaridir. (Meunier
vd., 1995)

HT-29 (ATCC® HTB-38™) ise 44 yasindaki kadin kolorektal adenokarsinoma
hastasindan alman tiimdér dokusunun kiiltiire edilmesiyle elde edilen bir hiicre
hattidir. Caco-2 hiicreleri gibi, HT-29 hiicreleri de kolon epitel hiicre kdkenlidir ve
solid tiimor orijinli oldugundan kiiltlir kabinin yiizeyine tutunarak ¢ogalir. Primer
timorden 1964 yilinda eksplant kiiltiir yontemiyle J. Fogh tarafindan izole
edilmistir (Anonim 2013b). Caco-2 hiicrelerinin aksine, normal kiiltiir kosullarinda
degisiklige ugrama oOzellikleri bulunmamaktadir. Ancak bazi kimyasallarla
uyarilmasi durumunda degisiklige ugrayabilirler (Meunier vd., 1995).

1.5. MTT Proliferasyon Yontemi

Kanser aragtirmalarinin  yapildigi hiicre kiiltiirii  ¢aligmalarinda  etkinin
gozlemlenebilmesi igin canli hiicre sayisinin belirlenmesi gerekmektedir. Canli
hiicre sayis1 geleneksel olarak hemositometre veya koloni sayimi ile gergeklesse
de, ornek sayisinin ¢ok oldugu calismalarda tek tek hiicre saymak zahmetli bir
yontem haline gelmektedir (Twentyman ve Luscombe 1987). Mosmann (1983),
hiicre saymaktan daha hizli ve kolay uygulanan bir yontem tanimlamigtir. Bu
yontem, mitokondriyal bir enzimin MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide] adi verilen bir tetrazolium tuzunu substrat olarak
kullanarak bu tuzu parcalamasina dayanmaktadir. Canli  hiicrelerin
mitokondrilerinde bulunan mitokondriyal dehidrojenaz enzimleri MTT’yi
parcalayarak formazan kristalleri haline doniistiiriir. Olusan kristaller DMSO veya
asitli izopropanolle ¢oziildiiglinde olusan mor renkli ¢dzeltinin spektrofotometre
kullanilarak 560nm test, 620 nm referans dalga boylarinda absorbans ol¢iimii
yapilir. MTT ancak canli hiicrelerin mitokondrilerindeki aktif enzimler ile
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pargalanacagindan elde edilen absorbans degerleri canli hiicre oranlariyla ilgili
bilgi vermektedir. (Freimoser vd., 1999; Li vd., 2012)

Bagka bir tetrazolium tuzu olan XTT (sodium 3'-[1-[(phenylamino)-carbony]-3,4-
tetrazolium]-bis(4-methoxy-6-nitro)benzene-sulfonic acid hydrate), MTT yontemi
gibi mitokondriyal dehidrojenaz enzim aktivitesine dayalidir. Bu yontemde olusan
formazan, MTT nin aksine suda ¢oziilebilmektedir (Roehm, 1991).

Bunlarin yani sira proliferasyonun belirlenmesi igin hangi parametrenin
oOlgiildiigline bagl olarak farkli yontemler bulunmaktadir. 5-bromo-2'-deoksitiridin
kullanilarak yapilan yontem DNA sentezinin dl¢iilmesine dayanirken, lusiferaz ve
lusiferin  kullanilarak yapilan biyoliiminesans temelli yontem ise ATP
konsantrasyonuna dayanir. Bu yontemler arasindan hangi yontemin uygulanacagi
hiicre tipine ve protokole bagl olarak degisebilir (Smith, 2012).

1.6. HO/PI Boyama Y ontemi

HO/PI boyama yontemi, Grusch vd, (2001) tarafindan tanimlanan, hiicrelerin
floresan 6zellikteki iki boya (Hoechst 33258 ve Propidium lodide) ile boyanarak
canli, apoptotik ve nekrotik hiicrelerin tek preparatta gozlemlenebilmesine ve
sayilabilmesine olanak saglayan bir yontemdir. Hoechst 33258 biitiin hiicrelerin
niikleuslarii boyarken propidium iodide membrandan gecemez. Bu nedenle
propidium iodide membran biitlinliigli bozulmus olan ge¢ apoptotik ve nekrotik
hiicreleri  boyar. Nekrotik hiicrelerde kromatin yogunlagmasi, niikleer
fragmentasyon veya apoptotik cisimciklere pargalanma goriilmez. Apoptotik
hiicrelerde ise fragmantasyon belirgindir. Bu sayede apoptotik, nekrotik ve canli
hiicreler tek seferde ayirt edilebilir (Fahrig vd., 2003).

1.7. Western Blot Yontemi

Western blot, ilk olarak Towbin vd., (1979) tarafindan ortaya koyulan ve protein
caligmalarinda  siklikla kullanilan  bir yoOntemdir. YoOntem, proteinlerin
poliakrilamid jelden membrana aktarilarak analizine dayanir. Temel olarak ii¢
basamagi bulunmaktadir. Ilk basamakta biiyiikliiklerine gore poliakrilamid jelde
ayristirilan proteinler ikinci basamakta nitroseliiloz veya PVDF membrana transfer
edilir. Nitroseliiloz membran protein afinitesi daha iyi olmasi agisindan tercih
edilebilir ancak ¢ok hassastir ve tekrar kullanilamaz. Bu durumlarda PVDF
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membranlar tercih edilir. Ugiincii basamak gériintiileme basamagidir. Membran,
hedef proteine spesifik primer (birincil) ve sekonder (ikincil) antikorlarla muamele
edilir ve hedef protein membran iizerinde bantlar halinde goriintiilenir.
Gorilintiileme, sekonder antikora bagli olan sinyal molekiilleri sayesinde miimkiin
olmaktadir (Mahmood ve Yang, 2012). HRP (Horse Radish Peroxidase) ve AP
(Alkaline Phosphatase) goriintiilemeyi saglayan sinyal molekiilleridir. Sekonder
antikora bagli molekiiliin substrati ortama eklenir ve sonugta enzimatik reaksiyon

sonucunda hedef proteinin oldugu bolgelerde bantlar olusur (Blake vd., 1984).
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2. KAYNAK OZETLERI

Bitkilerden elde edilen bilesiklerin kanser hiicreleri iizerine etkisinin arastirilmast
son yillarda yapilan caligmalarda siklikla karsimiza g¢ikmaktadir. Cucurbitacin,
Cucurbitaceae ve Cruciferae familyalarina ait bitkilerden izole edilen tetrasiklik
triterpenlerdendir. Escandell vd., (2008) kolon kanseri hiicrelerine cucurbitacin
uygulamasinin apoptozisi indiikledigi ve antitiimoérijenik etkiye sahip oldugunu

gostermislerdir.

Kolon kanseri hiicre hatt1 HT-29 ile yapilan baska bir ¢alismada Nakamura vd,
(2009), bu hiicrelere indole-3-carbinol ve genisteinin birlikte uygulanmasiyla
maddelerin tek tek etkisiz oldugu konsantrasyonda birlikte uygulandiginda hiicre
canliligmin baskiladigint gdstermislerdir. Bu baskilamanin kaspaz-bagimli
apoptozisten dolay1r oldugunu belirtmislerdir. Dahasi, birlikte uygulamanin Akt
fosforilasyonunu inhibe ettigini, Akt’nin akis asag1 hedeflerinden biri olan mTOR
defosforilasyonuyla yonlendirilen otofajinin indiiklenmesini destekledigini

gbzlemlemislerdir.

Baicalein ve wogonin Cin bitkisi Scutellaria baicalensis’ten elde edilen bitkisel
bilesiklerdir. Kim vd, (2012), kolon kanseri HT-29 hiicrelerine baicalein ve
wogonin uygulamasi yapmis, ve uygulama sonrast DNA fragmentasyonu, hiicre
dongiisiiniin G1 fazinda birikim gibi apoptotik olaylarda artig gézlemlemistir. Bu
gozlemlerin yani sira yaptiklari in vitro ¢aligmalarda Baicalein uygulamasi sonrasi
Bax/Bcl-2 oranindaki artis1 ve Akt aktivasyonunu ile apoptozisin indiiklendigini
gostermislerdir. Yaptiklari in vivo ¢alismada baicaleinin tiimor biiylimesini inhibe

ettigini ve Akt aktivasyonuyla apoptozisi indiikledigini kanitlamiglardir.

Kolon kanseri hiicre hatt1 Caco-2 ile yapilan bagka bir ¢aligmada ise Dinicola vd,
(2013) iizim tohumundan elde edilen oOziitler hiicrelere uygulanmis ve
hiicrelerdeki ROS iiretimi, hiicre i¢i Ca*® miktar1 ve ERK (extracellular signal-
regulated kinase) aktivasyonunu kontrol etmiglerdir. ERK aktivitesinin hayatta
kalmay1 tesvik ettigi disliniilmektedir bu nedenle bu kinazin inhibisyonu
antitimor etkinin ortaya ¢ikmasinda dnemlidir. Yapilan ¢alismada iiziim tohumu
oziitleri uygulamasinin Caco-2 hiicrelerinde ROS ve hiicre i¢i Ca*? seviyelerinde
artisa ve ERK inaktivasyonuna neden oldugu belirlenmistir. Dahasi, bir ROS
tutucusu olan  N-asetil sistein ile ©6n uygulama yapildiginda ERK

fosforilasyonunun arttig1 goézlemlenmistir. Bu veriler dogrultusunda iiziim tohumu
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oziitlerinin Caco-2 hiicrelerinde ROS iiretimi ve hiicre i¢i Ca*? seviyesindeki artis1
iceren ve daha onceden bilinmeyen ERK-temelli bir mekanizma ile apoptozisi
indiikledigi sonucuna ulasilmistir. 8-hidroksidaidzein fermente soya tohumundan
izole edilen bir izoflavondur. Epirubisin ise mitokondriyal yolakla apoptozisi
indiikledigi bilinen antineoplastik bir ajandir ve antikanser ila¢ olarak
kullanilmaktadir. Lo (2013) kolorektal kanser Caco-2 hiicrelerine 8-
hidroksidaidzein uyguladiginda ROS seviyesinde artis oldugunu gozlemlemistir.
8-hidroksidaidzein ile epirubisin birlikte uygulandiginda ise, tek tek uygulandiklar
deneylere oranla ROS seviyesinde ¢ok biiyiik bir artis belirlemistir. Bununla
birlikte 8-hidroksidaidzein ile epirubisinin birlikte uygulanmasiyla c¢oklu ilag
direnci proteini MDR1, MDR-iliskili protein MRP-1 ve MRP-2 mRNA ifade
seviyelerinin belirgin bir sekilde diistiigiinii gérmiistiir. Bu 6zelliklerin yani sira
birlikte uygulama sonucunda mitokondriyal membran potansiyelinin diistigiinii;
hiicre dongiisiiniin sub-G1 fazinda tutuklanmanin arttigini; Bax, p53, kaspaz-3, -8
ve -9’un ifadesinin arttigim gostermis ve birlikte uygulamanin apoptozisi

indiikledigi sonucuna varmstir.

Emodinin antitimor etkisi yapilan bir¢ok ¢alismada ortaya konulmustur. Srinivas
vd, (2003) serviks kanseri hiicre hatlarina emodin uygulamig, emodinin DNA
sentezini inhibe ettigini ve apoptozisi indiikledigini belirlemislerdir. Calismanin
bundan sonraki evresinde ise mitokondriyal yolakta gdrev yapan proteinlerin
ifadesini arastirmislardir. Bu asamada kaspaz-3, -8, -9 ve kaspaz-3’iin substrati
olan PARP (poli(ADP-riboz) polimeraz) proteinleri arastirilmig ve kaspaz-3 ve -
9’un miktar1 artarken kaspaz-8 miktarinda degisiklik olmadigimi ve kaspaz-3
aktivitesi sonucunda kesilmis PARP miktarinin arttigini gézlemlemislerdir. Bu
sonuglar dogrultusunda apoptozis indiiksiyonunun mitokondriyal yolakla
gerceklestigini gostermislerdir.

Emodinin antiproliferatif ve apoptozis indiikleyici etkisi RNA diizeyinde de
belirlenebilmektedir. Yu vd, (2008) prostat kanseri hiicre hatt1i LNCaP ile
yaptiklart ¢alismada emodinin proliferasyon ve apoptozise olan etkisini
aragtirmigtir. Yapilan proliferasyon testiyle emodinin doz ve zamana baglh olarak
hiicre biiylimesini inhibe ettigini gostermislerdir. Bundan sonraki agamalarda RT-
PCR ve akis (flow) sitometresi yontemlerini kullanarak emodinin bu hiicrelerde
apoptozisi mitokondriyal yolakla aktive ettigini belirlemislerdir.
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Emodinin antiproliferatif etkisi, hiicre dongiislinlin belirli asamalarda
tutulmasindan da kaynaklanabilmektedir. Ayrica emodin, reaktif oksijen tiirlerinin
de birikimine neden olabilir. Yu vd, (2013) karaciger kanseri hiicre hatti HepG2
hiicreleriyle yaptiklar1 ¢alismada emodinin hiicre dongiistiniin G1 fazinda birikimi
indiikledigini gdzlemlemislerdir. Sitokrom c’nin  mitokondriden sitozole
salinmasinin ve kaspaz-8 ve kaspaz-9’un aktivasyonunun arttigini, Bcl-2 protein
seviyesinin azaldigint gostermisler ve dahili ve harici yolaklarin dahil
olabilecegini ileri siirmiislerdir. Bununla birlikte emodin uygulamasinin hiicre i¢i
reaktif oksijen tiirlerinin birikimini doza bagl olarak arttirdigimi gostermislerdir.
Ayrica p53 protein seviyesinin arttigint NF-kB protein seviyesinin azaldigini
gozlemlemis ve bu iki proteinin emodinle indiiklenen apoptoziste rol
oynayabilecegi sonucuna varmislardir. Bcl-2, direk anti-apoptotik etkisinin yani
sira, Bax ile heterodimer olusturarak Bax’in apoptotik etkilerini nétralize eder.
Yapilan bilgisayarli modellemede emodinin Bcl-2’nin BH3 domainine direk
olarak hidrojen bagiyla baglanarak Bcl-2/Bax heterodimerlesmesine engel
oldugunu belirlemislerdir. Biitlin ¢alismalar sonucunda, emodinin karaciger kanser
hiicre hattinda apoptozisi ¢ok yonlii kompleks olaylar kaskadiyla indiikledigini
gostermislerdir.

PRL-3 geni kanser hiicrelerinde proliferasyonun tesvik edilmesinde ve apoptozisin
inhibisyonunda rol aldig1 bilinen bir gendir. Bu genin ifadesinin diismesi, kanser
hiicrelerinde proliferasyonun inhibe edilmesinde ve apoptozisin indiiklenmesinde
onemlidir. Sun ve Pu (2012) yaptiklar1 ¢calismada gastrik kanser hiicre hatt1 SGC-
7901 hiicrelerini kullanmiglar ve ilk basamak olarak emodin uygulamasi sonucu
proliferasyonun inhibe edildigini ve apoptozis oranmin arttigini1 belirlemiglerdir.
Ikinci basamakta ise, PRL-3 geninin ifadesini mRNA ve protein seviyesinde
kontrol etmigler ve gen ifadesinin diistiigiinii hem mRNA hem protein diizeyinde
gostermislerdir. Sonug olarak gastrik kanser hiicre hattt SGC-7901’de emodinin
proliferasyonun inhibe edilmesinde ve apoptozisin indiiklenmesinde rol oynadigimi
ve PRL-3’iin potansiyel bir terapotik hedef oldugunu gostermiglerdir.

ERCC1 ve Rad51 DNA tamir mekanizmalarinda goérev aldigi bilinen iki
proteindir. Bu proteinlerin ifadesinin diigmesi kanser hiicrelerinde proliferasyonun
inhibe edilmesiyle baglantili olabilir. He vd, (2012), kiiciik hiicreli olmayan
akciger kanseri SK-MES-1 ve AS549 hiicrelerinde emodinin proliferasyonu
baskilayict etkisini belirledikten sonra ERCC1 ve Rad51 ifadelerini protein ve
mRNA seviyesinde kontrol etmigler ve her iki seviyede de diisiisi
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gozlemlemiglerdir. Bunlarin yani sira emodin uygulamasi sonrast hiicreleri
elektron mikroskobu ile incelemisler ve hiicrelerde vakuolar dejenerasyonu
gozlemlemiglerdir. Sonug¢ olarak emodinin bu hiicre hatlarinda ERCC1 ve
Rad51’in ifadesini diisiirerek proliferasyonu inhibe ettigini belirtmislerdir.

Emodinin meme kanseri hiicrelerinde apoptozise etkisi de g¢alismalara konu
olmustur. Huang vd, (2008) BCap-37 hiicrelerine emodin uygulamis ve ilk olarak
proliferasyonun baskilanmasin1 doza ve zamana bagli gostermislerdir. Emodinle
indiiklenen hiicrelerde Bax ve sitozolik sitokrom c seviyelerinde artig, Bcl-2
seviyesinde ise azalma belirlemisler ve emodinin meme kanseri BCap-37
hiicrelerinde mitokondriyal yolagin inhibisyonu yolu ile apoptozisi indiikledigi
sonucuna varmiglardir. Cocukluk ¢aginda en sik goriilen kanser tiirii olan 16semiler
de emodinin antitimor etkisi de g¢alisilmistir. Chun-Guang vd, (2010) kronik
myelositik 10semi (CML) K562 hiicrelerinde yaptigi ¢alismada emodinin Bcl-
2/Bax oranini ve prokaspaz-3, -8 ve -9 miktarlarin1 disiirdiigiinii in vivo ve in

vitro olarak gdstermislerdir.

Chen vd, (2002) ise bir baska 16semi tiirii olan promyelolosemi HL-60 hiicrelerine
emodin uygulamig ve emodinin proliferasyonu inhibe ettigini ve kaspaz-3 kaskadi
yoluyla apoptozisi indiikledigini gdstermistir.

Kanser hiicrelerinin hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglara kars1 direng
gostermesi tedavideki en biiyiik handikaplardan biridir. Hiicrelerin ilaglara karsi
direncinin azalmasi ve hassasiyetinin artmasi tedavide olumlu sonu¢ alma
yiizdesine biiyiik Olciide katki saglayacaktir. Literatiirde yer alan bazi yayinlarda
emodinin ila¢ direncine olan etkisinden bahsedilmektedir. Fu vd, (2012) ¢oklu ilag
direncine sahip olan MCF7/Adr hiicrelerini kullanarak adriamycin ve cisplatin’e
direngli bu hiicrelere emodin uygulamis ve emodin uygulamasi sonucunda
hiicrelerin ilag direncinin belirgin bir sekilde diistiiglinii gdzlemlemistir. ERCC1
insan hiicrelerinde hasar sonrast DNA onariminda gorev alan bir protein olmakla
birlikte bu proteinin fazla ifade edilmesi kanser tedavisinde kemoterapiye karsi
coklu ilag¢ direnci gelisimine neden olabilir. Bu durumun arastirildigi deneyde
emodin uygulamasi 6ncesinde direngli hiicrelerde hassas MCF-7 hiicrelerine
oranla ERCC1 ifadesinin daha fazla oldugunu belirlemis ve direngli hiicrelere
emodin uygulamasinin bu ifadeyi nasil etkiledigine bakildiginda emodinin ¢oklu
ilag direncine sahip meme kanseri hiicre hattt MCF-7/Adr’de ilag direncini ve
ERCCI protein ifadesini diisiirdiigiinii belirtmislerdir.
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Ilag direnciyle ilgili literatiirde yer alan bir diger ¢aligma yumurtalik kanser
hiicrelerinde yapilmistir. Li vd, (2009), kanser tedavisinde etkin olarak kullanilan
bir ilag¢ olan paklitaksele direngli yumurtalik kanseri hiicrelerine ve normal, hassas
hiicrelere emodin uygulamistir. Emodin tek basina uygulandiginda her iki hiicre
hattinda da belirgin bir degisiklik gozlenmezken emodin-paklitaksel birlikte
uygulamasi hiicre canliliginda 6nemli bir diisiise neden olmustur. Bu durumun
altinda yatan mekanizmanin belirlenmesi i¢in yapilan deneylerde emodinin
antiapoptotik proteinlerin seviyesini diiglirdiiglinii ve paklitakselin hiicre igine
alimimi kolaylastirdigini gostermislerdir.

Emodinin safra kesesi kanserinde de platinum ilaglarina hassasiyeti arttirdigi
Wang vd, (2010) tarafindan ortaya koyulmustur. Cisplatin, carboplatin, oxaliplatin
ilaglar1 emodinle birlikte uygulandiginda bu ilaglarin antikanser etkisini

arttirmaktadir.

COX-2, kolorektal kanserler de dahil olmak tizere insan kanserlerinde ifadesi
yiiksek oldugu g¢alismalarda ortaya koyulmus bir enzimdir. COX-2 enziminin
inhibisyonu yoluyla ifadesinin diigiiriilmesi kemoterapdtik olarak anlamlidir. Li
vd, (2001) COX-2 (Cyclooxygenase-2) inhibitorii olan NS398’in kolon kanseri
hiicre hatlarinda apoptozis indiikleyici etkisini aragtirmis ve hiicre canliligindaki
azalmayr gostermislerdir. Bununla birlikte, hiicre canliligindaki azalmanin
apoptozisin indiiklenmesi ile gergeklestigini DNA fragmentasyonu ile, bu
indiiklemenin mitokondriyel yolakla oldugunu ise sitozolik sitokrom c artisi,
kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivasyonu ve PARP kesilmesi ile kanitlamiglardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Deneylerde Kullanilan Tampon ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilacak olan hiicrelerin ¢ogaltilmasi i¢in gerekli besi yerleri
hazirlanmistir. HT-29 (ATCC®™ HTB-38™) hiicreleri i¢in %10 Fétal Sigir Serumu
(FBS), %10 Penisilin-Streptomisin (Pen-Strep), 0.1 mM esansiyel olmayan amino
asit igeren RPMI-1640 besi yeri, Caco-2 (ATCC® HTB-37™) hiicreleri i¢in %20
FBS, %10 Pen-Strep, 0.1 mM esansiyel olmayan amino asit ve %1 L-glutamin
iceren DMEM besi yeri hazirlanmistir. Hiicre kiiltiirii icin kullanilan kimyasallar
Biological Industries (Israil)’den temin edilmistir.

Tripsin-EDTA (%0.25 Tripsin, 0.53 mM EDTA): 25 mg Tripsin ve 15.37 mg
EDTA bir miktar distile suda ¢6ziilmiis ve son hacim 100 ml’ye tamamlanmaistir.
Filtre ile steril edildikten sonra -20°C’de saklanmustir.

1X PBS tamponu hazirlanip steril edildikten sonra kullanilmustir. +4°C’de
saklanmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. 1X PBS hazirlanigi

NaCl 137 mM
KCl 2.7 mM
Na,HPO, 10 mM

KH,PO, 1,8 mM
pH 7.4

Protein izolasyonu igin kullanilacak olan lizis tamponu hazirlanip +4°C’de
saklanmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Protein izolasyonu i¢in lizis tamponu hazirlanisi

NaCl 150 mM
Tris 50 mM
Triton-X-100 % 1




Cizelge 3.3. PAGE yiikleme tamponu (Laemmli yiikleme boyasi) hazirlanis
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1M Tris-HCI (pH: 6.8) (0.24 M)
%20 SDS (% 6)

% 100 Gliserol (% 30)
-merkaptoetanol (2.28 M)
Bromfenolmavisi (% 0.06)

Cizelge 3.4. PAGE yiirlitme tamponu (Laemmli tamponu, 1X) hazirlanisi

Tris (0.025 M)
Glisin (0.19 M)
SDS (% 0.1)
Cizelge 3.5. Transfer tamponu hazirlanisi

Tris (0.020 M)
Glisin (0.15 M)
Metanol (% 20)
Cizelge 3.6. 1X TBS hazirlanisi

Tris (0.009 M)
NaCl (0.068 M)
pH 7.6
Cizelge 3.7. Bloklama siitii hazirlanist

Siit Tozu (% 5)
10X TBS (1X)
Tween-20 (% 0.1)
Cizelge 3.8. BSA hazirlanist

BSA (% 5)
10X TBS (1X)
Tween-20 (% 0.1)
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3.2. Hiicre Kiiltiirii

Hiicrelerin ¢oziilmesi, ¢ogaltilmasi, pasajlanmasi ve daha sonra yeniden
kullanilmak iizere dondurulmasi igin temel hiicre kiiltiirii yontemleri kullanilmustir.

Hiicreler yeterli miktarlarda ¢cogaltilarak deneylere hazirlanmustir.

3.2.1. Hiicrelerin Coziilmesi

Stok halinde s1v1 azotta saklanan Caco-2 ve HT-29 hiicrelerini iceren cryo tiipler
alkolle silinerek steril ortam saglayan laminar flow hava akisli kabine (Heraeus
Herasafe HS-12 Class II) alinmis ve tiiplerin kapagi hafifce agilarak havasinin
¢ikmasi saglanmustir. Tiipler 37°C’deki su banyosuna almarak donmus haldeki
icerigin ¢dziinmesi saglanmustir. Icerik 15 ml’lik falkon tiipe aktarilmis ve iizerine
onceden 37°C’ye 1sitilmis besi yerinden 4 ml ilave edilmistir. 800 rpm’de 5 dakika
santrifiij sonrasi slipernatant uzaklagtirilmistir. Hiicrelerden olusan pellet 5 ml besi
yeri ile resiispanse edilmistir. Bu siispansiyon 25 cm?lik hiicre kiiltiir kabina
aktarilmig ve 37°C°de %5 CO; igeren ortamda biiyiimeye birakilmistir. Hiicrelerin
gelisebilmesi i¢in nemli ortama ihtiyag oldugundan dolay: ilerleyen agamalarda
inkiibator olarak 37°C’de %5 CO, igeren inkiibator (Nuaire DH Autoflow NU-
5500) kullanilmastir.

3.2.2. Hiicrelerin Biiyiitiilmesi ve Pasajlanmasi

Biiylimeye birakilan hiicrelerin belirli araliklarla besi yerleri tazelenmistir (HT-29
hiicreleri icin iki giinde bir, Caco-2 hiicreleri i¢in {i¢ giinde bir). Besi yeri
tazelemek ig¢in kiltlir kabinin igindeki besi yeri uzaklastirilmis ve kiiltiir kabimnin
hiicre bulunan yiizeyi 1X PBS ile yikanmistir. Kiiltiir kabina 5 ml taze besi yeri
eklenmis ve hiicrelerin biiylimeleri i¢in tekrar inkiibe edilmistir. Cogalan hiicreler
kiiltiir kabinin yiizeyinini kapladiktan (konfluent) sonra 75 cm®lik kiiltiir kaplarina
pasajlanmig ve hiicreler bu kiiltiir kaplarinda cogaltilmaya devam edilmistir.
Pasajlama islemi su sekilde yapilmistir: Kiiltiir kabi icindeki besi yeri
uzaklastirilmig ve kiiltlir kabinin hiicre bulunan yiizeyi 1X PBS ile yikanmigtir. 25
cm®lik kiiltir kaplarina 1 ml, 75 em®lik kiiltiir kaplarina 3 ml Tripsin-EDTA
eklenmis ve hiicreler 5 dakika inkiibe edilmistir. 5 dakika sonunda kiiltiir kabinin
ylizeyinden ayrilan hiicreler 15 ml’lik falkon tiiplere alinmig, {izerine 5 ml besi
yeri ilave edilmis ve 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Supernatant
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uzaklastirilmis, pellet 13 ml besi yeri ile resiispanse edilmis ve 75 cm?lik kiiltiir
kaplarina alinarak inkiibatérde bityiimeye birakilmustir. 75 cm®lik kiiltiir kabinda
yiizeyi kaplayan hiicreler deneyler i¢in gerekli hiicre sayisina bagl olarak 1:2, 1:3
oraninda seyreltilerek pasajlanmistir. Son pasajlarda hiicrelerin bir kismi stok
olarak saklanmak iizere hiicreler %10 dimetilsiilfoksit (DMSO), %20 FBS
icerecek sekilde cryo tiiplere aktarilmis, -80°C’de bir gece dondurularak sivi azot

tankina alinmistir.

3.3. MTT Proliferasyon Testi

Emodinin artan konsantrasyonlarina bagh olarak hiicre ¢ogalmasindaki degisim
MTT Proliferasyon Yontemi ile belirlenmistir.

3.3.1. Hiicrelerin Plaklara Ekimi

MTT Proliferasyon Yontemi 24 kuyucuklu plaklarda gergeklestirilmistir. Uygun
ortamda ¢ogaltilan hiicreler her kuyucukta 800 pl besi yeri i¢inde 20.000 hiicre
olacak sekilde kuyucuklara aktarilmig ve etiivde gece boyu inkiibe edilmistir.
Deney {i¢ tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Kontrol ve deney gruplart haricinde
bir kuyucuga blank olarak kullanilmak iizere ekim yapilmustir.

3.3.2. Emodin’in Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Calismada kullanilacak olan Emodin (Sigma-Aldrich, Almanya) toz halde temin
edilmistir. Emodin ¢6zeltisinin hazirlanmasi asamasinda ¢6ziici olarak DMSO
“kullanilmistir. Konsantrasyonu 50 mM olacak sekilde Emodin stok c¢ozeltisi
hazirlanmis ve besi yeri ile seyreltmeler yapilmustir.

Plaklara ekilen hiicreler gece boyu inkiibe edildikten sonra iki kontrol grubu ve
dort deney grubu ile uygulama yapilmistir. Deney gruplarina artan
konsantrasyonlarda emodin uygulamasi yapilmistir. Literatiirde yer alan
caligmalarda emodinin diger kanser hiicre hatlarina etkisinin belirlenmesi icin
kullanilan konsantrasyonlar hiicre hattina gore genellikle 1-100 pM arasinda
degismektedir (Su vd., 2005; Srinivas vd., 2003; Yu vd., 2008). Bu 6n bilgiye
istinaden yapilan ilk denemelerde 5-80 uM araliginda konsantrasyon uygulamasi
yapilmis ve konsantrasyonun 40 pM’a kadar uygulanmasi uygun bulunmustur. Bu
nedenle konsantrasyonlar 5 uM, 10 uM, 20 uM, 40 uM olarak se¢ilmistir. Kontrol
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gruplarindan birine herhangi bir madde uygulamasi yapilmazken digerine
emodinin ¢dziilmesinde kullanilan DMSO eklenmistir. Eklenen DMSO, en yiiksek
konsantrasyonda (40 pM) uygulanan emodin miktariyla aynidir. Emodin’in etkisi
24., 48., 72. ve 96. saatlerde incelenecegi i¢in her saat dilimi ic¢in ayr bir plak
kullanilmistir.  Uygulamalar tamamlandiginda plaklar etiivde inkiibasyona
birakilmigtir.

3.3.3. MTT Proliferasyon Testi

Calismada kullanilan MTT (Sigma-Aldrich, Almanya) toz halde temin edilmistir.
MTT soliisyonu 1X PBS icinde son konsantrasyonu 5 mg/ml olacak sekilde
hazirlanmistir. Uygulamadan sonraki 24. saatte ilgili plak etiivden ¢ikarilmis, kor
kuyucugu haricindeki kuyucuklara 80 pl MTT uygulamas1 yapilmis ve plak tekrar
etiive alinarak 4 saat inkiibe edilmistir. 4 saat sonunda biitiin kuyucuklardaki besi
yeri hiicrelere ve olusan formazan kristallerine zarar vermeden aspire edilmistir.
Formazan kristallerinin ¢6ziilmesi amaciyla biitlin kuyucuklara 100 pl
dimetilsiilfoksit (DMSO) eklenmistir. Plak 15 dakika calkalanmis ve kristaller
tamamen ¢oziildligiinde test 560 nm, referans 620 nm dalga boyunda Thermoskan
Multi-plate reader ile tiim kuyucuklar igin absorbans degerleri elde edilmistir.
Uygulamadan sonraki 48., 72. ve 96. saatlerde ayni yontem uygulanmis ve

absorbans verileri elde edilmistir.

3.3.4. Elde Edilen Verilerin Analiz Edilmesi

Tiim absorbans degerlerinden kore ait absorbans degeri ¢ikarilmis ve formazan
kristallerinden kaynaklanan esas absorbans degeri hesaplanmistir. 48. saat, 72. saat
ve 96. saat verileri ayr1 ayr 24. saat verileriyle karsilastirilmistir. Bu karsilasgtirma
24. ve 48. saatler icin su sekilde yapilmistir: her 6rnek igin 48. saatteki esas
absorbans degerinden 24. saatteki esas absorbans degeri ¢ikarilmig, bu fark 48. ve
24, saatlerdeki kontrol absorbanslarinin farkina boliinmiis ve elde edilen sonug 100
ile carpilarak her 6rnek igin ylizde proliferasyon degeri hesaplanmistir. Deneyler
iic tekrarli olarak gergeklestiginden, her Ornek igin elde edilen iic degerin
ortalamas1 alimmig ve ortalama degerler elde edilmistir. Ortalama degerler
GraphPad 5.0 (http://www.graphpad.com/scientific-software/prism/) programina
girilmis ve hiicrelerin proliferasyon degisikliklerini gdsteren grafikler ¢izilmistir.



27

Ayni hesaplamalar 72. saat ve 96. saat verileriyle 24. saat verilerinin

kiyaslanmasiyla ayri ayri yapilmig ve grafikler elde edilmistir.

3.4. Apoptozis ve Nekrozis Yontemi

Emodin’in farkli konsantrasyonlarda uygulanmasi sonucunda hiicrelerin
proliferasyonunda go6zlenen azalmanin nedenini bulmak i¢in apoptozis-nekrozis
yontemi uygulanmistir. Apoptotik ve nekrotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in Hoechst
33258/Propidium lodide (HO/PI) yontemi uygulanmistir. Bu ydntem sayesinde
canli, apoptotik ve nekrotik hiicreler tek seferde belirlenmistir.

3.4.1. Hiicrelerin Plaklara Ekimi ve Emodin Uygulanmasi

Hiicre kiiltiir ortaminda ¢ogaltilan hiicreler her kuyucukta 800 ul besi yeri iginde
20.000 hiicre olacak sekilde kuyucuklara paylagtirilmigtir. Deney HT-29
hiicrelerinde 24., 48. ve 72. saatlerde, Caco-2 hiicrelerinde 72. ve 96. saatlerde
gerceklestirilecegi i¢in her saat dilimi igin ayr1 plaklara ekim yapilmistir. Plaklar

etiivde gece boyu inkiibe edilmistir. Deney ii¢ tekrarli olarak yiirtitiilmiistiir.

Uygulanacak olan Emodin 3.3.2°de anlatildigi gibi hazirlanmistir. Uygulama,
kontrol ve deney gruplariyla gergeklestirilmistir. ki kontrol grubu, proliferasyon
deneyinde oldugu gibi hi¢ uygulama yapilmayan grup ve DMSO uygulanan
gruptan olugsmustur. Deney grubu HT-29 hiicreleri igin iki konsantrasyondan (20
uM ve 40 pM) olusurken Caco-2 hiicreleri i¢in dort konsantrasyon (5 uM, 10 uM,
20 uM ve 40 puM) uygulamasi yapilmigtir. Uygulama tamamlandiginda plaklar
etiivde inkiibasyona birakilmistir.

3.4.2. Apoptozis ve Nekrozis Yontemi

Hoechst 33258 ve Propidium Iodide boyalar1 hacimce 1:1 oraninda 151k almayan
ortamda kanstinnlmistir. Uygulamadan 24 saat sonra 24.saat plagi etiivden
cikarilmis ve plak yilizeyine tutunan hiicreler Tripsin-EDTA ile muamele edilerek
resiispanse edilmistir. Resiispanse edilen ¢ozeltiden 100 pl Eppendorf tiipe
aktarilmigtir. Her O6rnege HO/PI boya karisimindan 10 pl karanlik ortamda
eklenmigtir. Tiipler aliiminyum folyoyla sarilarak etiivde 1 saat inkiibe edilmistir.
Siire sonunda her o6rnekten 30 pl alinip lam iizerine damlatilmistir, hiicrelerin
¢okmesi i¢in bir dakika beklenmis ve floresan mikroskop (Olympus BX51) altinda
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UV 15181 ve DAPI filtresi ile hiicreler incelenmistir. Her 6rnekten fotograf ¢ekilmis
ve bu fotograflardaki canli, apoptotik ve nekrotik hiicreler sayilmistir (Sekil 3.1).
Sayimlar sonucunda apoptotik hiicre sayisinin toplam hiicre sayisina oraninin 100
ile carpilmasiyla apoptotik hiicre ylizdesi belirlenirken aym1 hesap nekrotik
hiicreler i¢in de yapilmis ve nekrotik hiicre yiizdesi belirlenmistir. Elde edilen

ylizdelerle GraphPad 5.0 programi kullanilarak grafikler ¢izilmistir.

Sekil 3.1. Apoptotik ve nekrotik hiicrelerin goriiniimii

3.5. Western Blot

Emodin’in mitokondriyal sinyal iletim yolagi aracilig1 ile apoptozise etkisinin
belirlenmesi amaciyla blotlama teknigi kullanilarak mitokondriyal yolakta yer alan
Bax, Bcl-2 ve sitokrom ¢ proteinlerinin ifadeleri saptanmustir.

3.5.1. Hiicre Lizat1 Elde Edilmesi

Genlerin protein diizeyindeki ifadesi HT-29 hiicreleri igin 0., 2., 4., 8., 24. ve
48.saat; Caco-2 hiicreleri i¢in 0., 8., 24., 48., 72. ve 96. saat olmak iizere alt1 farkl
saat diliminde incelenmistir. Hiicreler 3.2’de anlatilan hiicre kiiltiirii yontemleri ile
cogaltilmustir. Hiicre lizatlarinin hazirlanmasi i¢in mililitresinde 1 x 10° hiicre olan
hiicre ¢ozeltisi hazirlanmistir. Uygulama yapilmadan 6nce hiicre ¢ozeltisi i¢inden
2 ml (2 x 10° hiicre) bir falkon tiipe alinmig ve 0. saat lizat1 hazirlamak iizere
hemen buz iizerine konmustur. Emodin stok c¢ozeltisi 3.3.2°de anlatildig1 gibi
hazirlanmig ve son konsantrasyonu 40 uM olacak sekilde kalan hiicre ¢ozeltisine
uygulanmistir. Uygulama sonrasi hiicre ¢ozeltisi etiivde inkiibasyona birakilmustir.
0. saat i¢in ayirilan hiicreler 1000 rpm’de 3 dakika +4°C’de santrifiij edilmistir.
Siipernatant uzaklagtirilmis ve 2 ml soguk PBS eklenerek ayni sartlarla tekrar
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santrifiijlenmistir. PBS ile yikama islemi tekrarlanmis ve siipernatant atilmistir.
Pellet iizerine 100 pl lizis tamponu, 2.5 ul PMSF ve 2.5 ul PIC (Protease Inhibitor
Coctail) eklenip pipetaj yapildiktan sonra 10.000 rpm’de 20 dakika +4°C’de
santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonunda siipernatant dikkatlice bir eppendorf tiipe
almarak 0. saat hiicre lizat1 olarak -20°C’de saklanmustir. Uygulamadan sonraki
diger saat dilimlerinde hiicre ¢ozeltisi iginden sayim yapilarak 2 x 10° hiicre
alinmis ve 0. saat i¢in uygulanan yontem bu Ornekler icin de uygulanmigtir.

Sonugta her iki hiicre hattinda alt1 saat dilimi i¢in alt1 6rnek elde edilmistir.

3.5.2. SDS-Poliakrilamid Jel Hazirlanmasi

Hazirlanan hiicre lizatlarinin elektroforezi poliakrilamid jel hazirlanarak
yapilmistir. Jel dokmeye gecmeden once % 30:0.8 (v/w) akrilamid:bisakrilamid
karigimi, 1M Tris-Hel  (pH: 8.8), 1M Tris-HCl (pH: 6.8), %20
sodyumdodesilsiilfat (SDS), %10 amonyumpersiilfat (APS) hazirlanmistir. Jel
dokme aparatlar1 hazirlanarak dikey jel dokme diizenegi kurulmustur. Yiiriitme jeli
icerigi asagidaki sekilde hazirlanmigtir:

% 30:0.8 akrilamid:bisakrilamid : 3.1ml
1M Tris-Hcl (pH: 8.8) : 3ml
%20 SDS : 38 ul
dH,O : 1.3 ml

Bu karisima son olarak 36 pl %10 APS ve 5 ul TEMED eklenerek camlarin
arasina camin yarisina kadar yavagca dokiilmiistiir. Kalan yarisina bir kdseden
yavag¢a dH,0O eklenmis ve jel polimerlesmesi i¢in bir saat beklenmistir. Bir saatin
sonunda jelin iizerine eklenen su uzaklastirilarak, kurutma kagidi ile camlarin
arasinda kalan su damlaciklar1 temizlenmistir. Daha sonra yiikleme jeli igin
asagidaki kimyasallar kullanilarak hazirlanan ¢ozeltiye son olarak 25 pl %10 APS
ve 5 ul TEMED eklenerek camlarin arasina dokiilmiistiir. Son olarak 1 mm tarak
camlar arasina yerlestirilmis ve yine jel olusumu igin 1 saat beklenmistir. Ikinci jel
olusumu da gergeklestikten sonra camlar diizenekten g¢ikarilmis ve elektroforez
i¢in hazir hale getirilmistir.

% 30:0.8 akrilamid:bisakrilamid : 660 ul
1M Tris-Hcl (pH: 6.8) : 630 pul
%20 SDS : 25 ul
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dH,0 ; 3.6 ml

3.5.3. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Yiriitme tanki hazirlanmig ve Laemmli yliriitme tamponu (Cizelge 3.4) ile
doldurulmustur. Camlar arasindaki tarak ¢ikarilmis ve kuyucuklarda kalint1 veya
tahribat olup olmadig1 kontrol edilmistir. Yiikleme Oncesinde hiicre lizati
orneklerinden 6 pl alimip 3 pl Laemmli yiikkleme boyasiyla (Cizelge 3.3)
kanigtirlmis ve 6nceden 98°C’ye ayarlanmus kuru blok 1siticida 3 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda ilk kuyucuk bos birakilarak ikinci kuyucuktan
itibaren ornekler artan zamana goére (HT-29 hiicreleri i¢in sirasiyla 0., 2., 4., 8., 24.
ve 48. saatler; Caco-2 hiicreleri i¢in sirasiyla 0., 8., 24., 48., 72. ve 96. saatler)
yiiklenmistir. Orneklerin yiiklemesi bittikten sonra ilk kuyucuga 5 ul protein
marker On 1sitma iglemine tabi tutulmadan yiliklenmistir. Elektrotlar giic kaynagina
baglanmis ve elektroforez baslatilmistir. Yiikleme jeli boyunca 100 V, yiiriitme
jeline gectikten sonra 200 V akim uygulanmistir. Markerin bantlar1 iyice agilinca

elektroforez bitirilmis ve jeli igeren camlar ¢ikarilmisgtir.

3.5.4. Membrana Transfer

Transfer igin sandvi¢ aparat, siinger, filtre kagidi ve membran hazirlanmistir.
Siingerler ve filtre kagitlar1 transfer tamponu (Cizelge 3.5) iginde islatilmugtir.
Sandvi¢ aparatin beyaz kismi alta getirilmis ve sirasiyla bir siinger ve bir filtre
kagidi koyulmustur. Membran o6nce saf metanole sonra transfer tamponuna
alindiktan sonra filtre kagidi {lizerine yerlestirilmistir. Jelin yiikleme jeli kismi
atildiktan sonra geriye kalan yiiriitme jeli, hava boslugu kalmayacak sekilde
membranin iizerine koyulmustur. Jelin {lizerine bir filtre kagidi ve bir siinger
koyulmus ve sandvig¢ aparat kapatilmistir. Sandvi¢ aparatin siyah kismi transfer
tankindaki siyah kisma gelecek sekilde aparat tanka yerlestirilmistir. Sogutma
amagli buz akiisii de tanka yerlestirildikten sonra 100 V’da 1 saat boyunca transfer
gergeklestirilmistir. Transfer sonrast sandvig agilmigs ve membran ¢ikarilmistir.
Membran, 0.5 mg/ml Ponceau S icinde 1 dakika calkalanmig ve filtre kagidi
iizerine alinarak fazla boyasi emdirilmistir. Tiikenmez kalemle markerin bantlar1
iizerinden gecilmistir. Membran saf metanole alinmis ve boyasi gidene kadar

calkalanmugtir.
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3.5.5. Membran Bloklama ve Antikor Uygulamasi

Boyasi metanolle giderilen membran {i¢ defa beser dakika 1X TBS (Cizelge 3.6)
ile yikanmistir. Bloklama siitii (Cizelge 3.7) igine koyulan membran bloklama i¢in
1 saat calkalanmistir. Siire bitiminde membran iki defa 8 dakika %0.1 1X TBS-
Tween ile yikanmistir. Yikama asamalar1 bu sekilde tamamlandiktan sonra 3 ml
BSA (Cizelge 3.8) igine 6 ul antikor eklenmis, membran bu karigim i¢ine alinmis
ve gece boyu +4°C’de calkalanmistir. Bu ¢alisma kapsaminda Bax, Bcl-2 ve P-
aktin antikorlar1 kullanilmistir. Gece boyu antikorla muamele edilen membran
ertesi sabah c¢ikarilmis ve 5 dakika 1X TBS ile, 10 dakika TBS-Tween ile
yikanmistir. Yikamalardan sonra 10 ml bloklama siitii igine 10 pl alkalenfosfataz-
bagli (AP-linked) sekonder antikor eklenmis ve membran bu karigimda oda
sicakliginda 1 saat ¢alkalanmistir. Sekonder antikor uygulamasi sonrast membran
5 dakika 1X TBS, 10 dakika TBS-Tween ile yikanmuistir.

3.5.6. Goriintiileme

Son yikamadan sonra membran filtre kagidina tutularak fazla tamponun akmasi
saglanmistir. NBT/BCIP karigimi filtreden gegirilmis ve 1 ml karisim membran
tizerine yayilmustir. 1-2 dakika boyunca bant olusumu i¢in beklenmis ve bantlar

gbzlemlenmigtir.

3.6. Emodin ile Uyarilan Hiicrelerde Sitokrom ¢ Konsantrasyonunun
Belirlenmesi

Hiicreler apoptozise girdiginde mitokondriden sitozole sitokrom ¢ salinimi
gerceklesir. Bu nedenle Mitochondria/Cytosol Fractionation Kit (Abcam,
Ingiltere) kullanilarak hiicrenin total proteini mitokondriyal ve sitozolik olarak
ayrilmistir.  Kitin igeriginde Mitochondria Extraction Buffer (Mitokondri
Ekstraksiyon Tamponu), 5X Cytosolic Extraction Buffer (Sitozolik Ekstraksiyon
Tamponu), 1 M DTT ve PIC bulunmaktadir. 3.2°de anlatilan yontemlerle
¢ogaltilan hiicrelerden 5 x 107 hiicre 0. saat 6rnegi olarak kullanilmak tizere hemen
buz lizerine koyulmustur. Kalan hiicrelere son konsantrasyon 40 pM olacak
sekilde emodin uygulamasi yapilmistir. Buza alinan hiicreler 600 x g’de 5 dakika
+4°C’de santrifiij edilmis ve siipernatant atilmigtir. Pellet 10 ml soguk PBS ile
resiispanse edilmis ve 600 x g’de 5 dakika +4°C’de santrifiij edilmistir.
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Stipernatant uzaklastirilmigtir. Kit igerigi olan 5X sitozolik ekstraksiyon tamponu
seyreltilerek 1X haline getirilmis ve 1 ml’sine 2 pl PIC ve 1 ul DTT eklenerek
kullanima hazir hale getirilmistir. Pellet, hazirlanan 1X sitozolik ekstraksiyon
tamponu ile resiispanse edilmis ve buz iizerinde 10 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi ultrasonik homojenizatérle homojenizasyon yapilmistir.
Homojenat eppendorf tiipe alinmis ve 700 xg’de 10 dakika +4°C’de santrifiij
edilmigstir. Siipernatant dikkatlice yeni bir eppendorf tiipe alinmis ve 10.000 xg’de
30 dakika +4°C’de santrifiij edilmistir. Siipernatant “sitozolik kisim” olarak yeni
bir tiipe alinmis ve -80°C’de saklanmustir. Kit iceriginde bulunan mitokondri
ekstraksiyon tamponunun 1 ml’sine 2 ul PIC ve 1 pl DTT eklenerek tampon hazir
hale getirilmistir. Hazirlanan tampondan 100 ul alinmis ve pellet bu tamponla
resiispanse edilmistir. 10 saniye vortekslendikten sonra “mitokondriyal kisim”
olarak -80°C’ye kaldirilmistir. Emodin uygulamasi yapilan HT-29 hiicrelerinden
uygulamadan sonraki 2., 4., 8., 24. ve 48. saatlerde; Caco-2 hiicrelerinden
uygulamadan sonraki 0., 8., 24., 48., 72. ve 96. saatlerde 5 x 10" hiicre alinarak
ayni protokol uygulanmis ve belirtilen alt1 saat dilimi igin 12 6rnek elde edilmistir.
Bu ornekler Western Blot yonteminde hiicre lizati olarak kullanilmig ve protein
seviyeleri sitokrom ¢ antikoru kullanilarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Proliferasyon Testi

Emodin’in hiicre ¢ogalmasina etkisinin belirlenebilmesi i¢in gergeklestirilen MTT
Proliferasyon Yontemi sonucu elde edilen verilerin analizi yapilmis ve emodin
konsantrasyonuna bagli olarak hiicre yiizdesini gosteren grafikler elde edilmistir
(Sekil 4.1, Sekil 4.2). 40 uM emodin konsantrasyonunun hiicre ¢ogalmasini

%50’nin lizerinde azalttig1 belirlenmistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2).

Emodin HT29

EA Emodin, DMSO, 24-72

1004

% Bolinme

504

€ 0
RGO

+

Konsantrasyon

Sekil 4.1. MTT Proliferasyon Yoéntemi Sonucu, HT29 Hiicre Hatt1
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Sekil 4.2. MTT Proliferasyon Yo6ntemi Sonucu, Caco-2 Hiicre Hatti



34

4.2. Apoptotik Hiicrelerin Sayim

Emodin uygulamasi sonucu proliferasyondaki azalmanin apoptozisle iligkisini
belirlemek amaciyla apoptozis-nekrozis yontemi uygulanmistir. Apoptotik ve
nekrotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in Hoechst 33258/Propidium lodide (HO/PI)
yontemi uygulanmistir. Her iki hiicre hatt1 i¢in apoptotik hiicre oraninin doza bagli
artist gozlemlenmistir (Sekil 4.3, Sekil 4.4).

Emodin HT22

Ea Apoptozis 24
0 3 Apoptozis 48
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Sekil 4.3. Apoptotik hiicre orani, HT-29 Hiicre Hatti
Emodin Caco-2
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Sekil 4.4. Apoptotik hiicre orani, Caco-2 hiicre hatti
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4.3. Western Blot
Emodin’in mitokondriyal sinyal iletim yolagi araciligi ile apoptozise etkisinin
belirlenmesi amaciyla blotlama teknigi kullanilarak mitokondriyal yolakta yer alan
genlerin protein diizeyinde ifadeleri incelenmistir (Sekil 4.5). Yapilan sayisal

hesaplamalar sonucu elde edilen degerler grafige dokiildiiginde Bax/Bcl-2
oranindaki artis dikkat cekmektedir (Sekil 4.6)

Bax

Bcl-2

B-actin
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Sekil 4.5. Western blot membran goriintiileri (HT-29)
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Sekil 4.6. Uygulama siiresine bagl olarak Bax/Bcl-2 oranindaki degisiklik (HT-
29)
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4.4. Emodin ile Uyarilan Hiicrelerde Sitokrom ¢ Konsantrasyonunun
Belirlenmesi

Mitokondriden sitozole sitokrom c¢ salinimini belirlemek i¢in yapilan bu testte HT-
29 hiicrelerinde sitozolik/mitokondriyal sitokrom ¢ oraninda artis oldugu

gbzlemlenmistir.
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140

=
N
o O

=
=
o

100 -
90 -
80 ~
70 -
60 -

M Sitozolik/mitokondriyal
sitokrom c

Gen ifade Orani

0 2 4 8 24 48
Uygulama Siiresi (Saat)

Sekil 4.7. Sitozolik/mitokondriyal sitokrom ¢ orani, HT-29 hiicre hatt1
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5. TARTISMA VE SONUC

Bitkiler uzun yillardir ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir ve yillarda
bitkilerden elde edilen etken maddelerin aragtirmalarda kullanilmasi
yayginlasmistir. Ozellikle kanser hiicreleriyle yapilan galismalarda bu maddelerin
hiicrelere etkisi belirlenmektedir. Bu kimyasallardan biri olan emodin, Rheum
officinale ve Polygonum cuspidatum gibi bitkilerde bulunan aktif bir antrakinon
bilesiktir (Yan vd., 2008). Emodinin antienflamatuar (Meng vd., 2010), antiviral
(Xiong vd., 2011), vazorelaksan (Huang vd., 1991) ve agri kesici (Gao vd., 2011)
etkilerinin oldugu gosterilmistir. Bu etkilerin yani sira, emodinin akciger (Lai vd.,
2009), meme (Huang vd., 2008), karaciger (Hsu vd., 2010), l6semi (Chun-Guang
vd., 2010) gibi bircok kanser tiirlinde antitimor etkisi gosterilmistir. Bu
calismalardan bir kismu emodinin apoptozis lizerine etkisine ve bunun molekiiler
mekanizmasina yogunlagsmistir. Apoptozisin mitokondriyal yolakla aktive
oldugunu gosteren caligmalarda apoptozis yolaklarinda etkin rol oynayan kaspaz
ailesi proteinleri (kaspaz-3, -6, -7, -8, -9), yine dahili yolagin diizenleyici
proteinleri olan Bcl-2 ailesi proteinleri (Bax, Bcl-2, Bcl-xL gibi) ve mitokondriyal
apoptozis yolaginin en Onemli belirteglerinden biri olan sitozolik sitokrom c
seviyeleri arastirilir (Huang vd., 2008; Yu vd., 2008; Yu vd., 2012). Bu ¢aligmada
insan kolon kanseri HT-29 ve Caco-2 hiicrelerinde emodin uygulamasinin
proliferasyonu inhibe ettigi ve apoptozisi indiikledigini Bax/Bcl-2 oram1 ve
sitozolik sitokrom ¢ miktar1 artigina bagh olarak mitokondriyal yolak aracilig1 ile
gerceklestigi saptanmistir. Elde edilen sonuglarda emodinin HT-29 ve Caco-2
hiicrelerinde konsantrasyona bagli olarak hiicre canliliginda azalma meydana
getirdigini gozlenmistir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2) .Yu vd. (2008) ve Huang vd.
(2008) tarafindan sirasiyla prostat ve meme kanseri hiicrelerinde canli hiicre
sayisinda emodinin benzer etkisinin oldugu ve antitimér 6zelligi gosterilmistir.
Her iki calismada da Bax, Bcl-2 ve sitozolik sitokrom c artisi ¢alisiimis ve
mitokondriyal yolakla apoptozisin indiiklendigi belirlenmistir.

Apoptozis DNA fragmentasyonu, hiicrelerin kiigiilerek biiziismesi ve kiicilik
membran-baglh apoptotik cisimeiklerin olusumu gibi tipik morfolojik 6zelliklerle
karakterize edilir (Regula vd., 2003). Bu morfolojik 6zelliklerden yararlanilarak
gelistirilen teknikler sayesinde apoptotik hiicrelerin sayimi gergeklestirilebilmekte
ve apoptotik hiicre oranlar1 belirlenebilmektedir. Apoptozisin belirlenmesine

yonelik caligmalarda, proliferasyon yonteminde uygulanan dozlar temel alinarak
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yapilan uygulanmalarda apoptotik hiicre oraninin arttig1 belirlenmistir. Bu artis1
belirleme yontemlerinden bir tanesi Grusch vd, (2001) tarafindan tanimlanan
HO/PI boyama yontemidir. Emodin uygulamasi sonucu kolon kanseri hiicrelerinde
gozlemlenen canli hiicre oranindaki disiisiin apoptozisle iliskisinin ortaya
koyulmas1 i¢cin HO/PI boyama yontemi kullanilmig ve apoptotik cisimciklerin
olusumu goézlemlenmesi hedeflenmistir (Sekil 3.1). Bu yoOnteme gore
gerceklestirilen hiicre sayimlart sonucu elde edilen grafiklere bakildiginda,
emodinin her iki hiicre hattinda da apoptozisi indiikledigi goriilmiistiir (Sekil 4.3
ve Sekil 4.4).

Apoptozisin bir baska karakteristik 6zelligi hiicrelerde DNA fragmentasyonudur.
Bu 6zelligin incelenmesi i¢in hiicrelere emodin uygulanarak belirli saatlerde DNA
izole edilmis ve DNA elektroforezi ile fragmentasyon tespit edilmeye caligilmustir.
Elde edilen goriintiilerde tipik fragmentasyon goriintiisii elde edilememistir. Ancak
Patel vd., (1996) DNA fragmentasyonunun apoptozisin bir belirteci oldugunu,
bununla birlikte biitiin apoptotik hiicrelerde DNA fragmentasyonunun
gdzlemlenmeyebilecegini belirtmistir. Bu baglamda DNA fragmentasyonunun

gozlemlenmemis olmasi apoptozisin indiiklenmedigi anlamina gelmemektedir.

Apoptozis iki farkli yolakla aktive olabilir ve bu yolaklar bir¢ok protein tarafindan
kontrol edilir (Yu vd, 2013). Bu proteinlerin ifadelerinin incelenmesi, hiicre
oliimiiniin ger¢eklesmesinin altinda yatan yolak hakkinda bilgi verir. Bcl-2 ailesi
proteinleri apoptozisin dahili yolaginin diizenlenmesinde gorev alirlar. Bu nedenle
bu ailede yer alan proteinlerin ifadelerinin incelenmesi, apoptoziste dahili yolagin
etkili olup olmadigi hakkinda bilgi verir. Bu c¢alismada Bcl-2 ailesinin
proapoptotik liyesi Bax ile antiapoptotik iyesi Bcl-2 seviyeleri internal kontrol
proteine karsi Western blot yontemi ile arastirilmistir. Bu yontemle elde edilen
sonuglar emodinin HT-29 hiicrelerinde Bax/Bcl-2 oraninda artisa neden oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.6). Bu oran mitokondriyal apoptozis yolaginin aktivasyonun
gosterilmesinde 6nemli bir belirtectir ve ¢alismalarda bu amagla kullanilmaktadir
(Kim vd, 2012; Huang vd, 2008; Yu vd, 2013). Bir ¢ok ¢alismada oldugiu gibi
emodin’in bagka bir kolon kanseri hiicre hatti olan LS1034°te bu orani arttirdig1 ve
mitokondriyal apoptozisi indiikledigi belirtilmistir (Ma vd., 2012). Dolayisiyla
HT-29 hiicrelerinde belirlenen Bax/Bcl-2 oranindaki artis, mitokondriyal
apoptozisin indiiklenmis oldugunu géstermektedir. Caco-2 hiicrelerinde meydana
gelen bir kontaminasyondan dolayr Western blot deneyleri bu hiicrelerde
gergeklestirilememistir.
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Emodinle indiiklenen HT-29 hiicrelerinde mitokondriyal ve sitozolik sitokrom c
miktarlarinin arastirilmasi, yine Western blot yontemiyle gergeklestirilmistir (Sekil
4.7). Emodin uygulamasiyla, sitozolik/mitokondriyal sitokrom c¢ oraninda zamana
bagl artis meydana gelmektedir. Bu arti, mitokondriyal apoptozisin indiiklenmis
olabilecegi yoniindeki bulgularimizi desteklemektedir. Mitokondriyal apoptozisin
onemli bir asamasi, mitokondriden sitozole sitokrom ¢ salmimidir. Sitokrom c¢’nin
sitoplazmaya salinimi apoptozis igin geri doniilmez bir agamadir. Dahili yolakta
hiicreye gelen 6liim sinyalleri sonucunda mitokondriyal zarin gegirgenliginin
artmasiyla, sitokrom ¢ mitokondriden sitozole salinir (Fulda ve Debatin, 2006).
Dolayisiyla hiicrelerde sitozolik sitokrom c seviyesinde artis gozlemlenir. Bundan
sonraki asamadan apoptozom olusumu ve kaspaz kaskadinin aktif hale gelmesi
gergeklesir. Literatiirde yer alan mitokondriyal apoptozis ¢aligmalarinda sitozole
sitokrom ¢ salinimi siklikla ¢aligilmig ve sitozolik sitokrom c seviyesindeki artig
mitokondriyal apoptozis ile iliskilendirilmistir (Huang vd., 2008; Ma vd., 2012; Li
vd., 2001). Sitokrom c ile birlikte mitokondriden saliman Endo G DNA’ya hasar
vererek fragmentasyonun olugmasina neden olur (Uren vd., 2005). DNA’nin hasar
gormesi hiicre boliinmesinin kontrol noktalarinda hiicrenin bekletilmesine neden
olur ve hiicre dongiisii devam edemez. Bu noktada DNA hasar1 tamir edilmeye
calisilir ancak tamir edilemedigi durumda hiicre Oliimii gerceklesir (Wang ve
Lippard, 2005).

Emodin gibi kanser hiicrelerinde bitkilerden elde edilen kimyasallarin
uygulanmasiyla apoptozisin indiiklenmesi kanser tedavilerinde 6énemli yere sahip
oldugu bir gergektir. Bu calismada bitkisel bir kimyasal olan emodin, kolon
kanseri HT-29 ve Caco-2 hiicre hatlarina uygulanmis ve emodinin bu hiicrelerde
antiproliferatif etkisi ortaya koyulmustur. Ayrica, yapilan morfolojik gézlemler ve
sayimlarda  apoptozisin  indiiklendigini  gostermistir. Bu  indiiksiyonu
belirleyebilmek i¢in mitokondriyal apoptozisle iliskili oldugu bilinen proteinlerin
ifadesi kontrol edilmistir. Sonucta Caco-2 hiicrelerinde molekiiler olarak ifade
edilemese de, emodinin HT-29 ve Caco-2 hiicrelerinde apoptozisi indiikledigi
Hoechst 33258 ve Propidium Todide yontemi ile gosterilmistir. Bu indiiklemenin
HT-29 hiicrelerinde molekiiler olarak Bax/Bcl2, mitokondriyal sitokrom ¢ salinimi
test edilerek mitokondriyal yolakla oldugu hipotezi yapilan c¢aligsmalarla
desteklenmistir. Daha ileri ¢aligmalarda mitokondriyal yolakta apoptik siirecte yer
alan diger kaspaz kaskadina katilan molekiillerin test edilmesi ve hiicre
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boliinmesinde emodinin yine muhtemel hedeflerinin belirlenmesi molekiiler

mekanizmanin tam aydinlatilmasinda 6nemli katki saglayacaktir.
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