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KISALTMALAR

CDDP: Sisplatin

DhL: Dehidrolokodin

ES: Ewing Sarkom

MTT: (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid)
NB: Noroblastom

PTEN: Primitif Noroektodermal Timor
SL.: Seskiterpen Lakton

WHO: Diinya Saglik Orgiitii

HBL: Hepatoblastom

HCC: Hepatoselliiler Karsinom

NGS: Yeni Nesil Sekanslama

TNM: Tiim6r Nod Metastazi

MYCN: Noroblastom tiirevli homolog
DER: ila¢ Ekstrakt Orani

EMA: Avrupa Ilag Ajansi

HMPC: Bitkisel Tibbi Uriinler Komitesi
FBS: Fetal Bovin Serum

PBS: Fosfat Tamponlu Tuz Cdzeltisi
MBE: Metanol Coziiciilii Ekstrakt
N-HEG: n-Hegzan Coziiciilii Ekstrakt
ETOAC: Etil Asetat Coziiciilii Ekstrakt
CAM: Tamamlayic1 Alternatif Tip
GSH: Hiicre I¢i Serbest Glutatyon
NFKB: Nuklear Faktor Kappa Beta
MAPK: Mitojen Aktif Protein Kinaz
TNF: Tiimor Nekroz Faktor

TRAIL: Apoptoz Indiikleyici Ligand
SMAC: Mitokondriyal Tiirevli Kaspaz Aktivatorii
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OZET

Cocukluk Cag Tiimorlerinde Seskiterpen Laktonlarin Etkisi

Aylin EROL

Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,

TEMEL ONKOLOJI Anabilim Dali, 35340 Inciralti-Izmir

Giris: Cocukluk ¢ag1 kanserleri, tedavi ve sagkalim oranlarinda ilerleme goriilmesine karsin,
yeni tedavi stratejilerine gereksinim duyulan bir kanser grubudur.Seskiterpen laktonlar (SL)
100'den fazla c¢igekli bitki familyasinda bulunan ¢esitli dogal irlinler grubudur. SL’lar
geleneksel olarak kullanilan bir¢ok tibbi bitkinin aktif bilesenleridir. SL’lerin degisik kanser
gruplarinda anti-kanser etkisi kanitlanmis olup, ¢ocukluk ¢ag: kanserlerinde bu konuyla ilgili
yapilmis c¢alisma bulunmamaktadir. Bu c¢alismanin amaci ; dehydroleucodine(DhL) ve
yapisinda bir ¢ok aktif SL bulundugu bilinen Inula viscosa (Yapiskan Andiz Otu) bitkisinin
ekstraktlarmin etkisinin sisplatin  (CDDP) ile karsilastirilmali olarak c¢ocukluk c¢agi

kanserlerinde arastirilmasidir.

In vitro ¢alismada, noroblastom hiicre hatt1 olan KELLY, Ewing sarkom hiicre hatt1 olan SK-
ES ve c¢ocukluk ¢agi karaciger kanseri hiicre hatt1 olan Hep-G2 hiicreleri kullanilmigtir. DhL
ve CDDRP ticari olarak satin alinmistir. Inula viscosa Agustos 2018 de Manisa Spil
Dag1’ndan toplanmustir. Tiir tayini Ege Universitesi Botanik Bahgesinde yapilmustir. Bitkinin
ekstrakt;, Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi'nde kati-sivi ekstraksiyon ydntemiyle elde
edilmistir. Ekstraktlardan DPPH yontemi ile antioksidan aktivite , aliiminyum klorit yontemi
ile total flavonoid miktar1 ve Folin Coicalteu yontemi ile total fenolik madde tayinleri
yapilmistir. Ince tabaka kromatografi yontemi ile ekstraktlarn analiz ve goriintiilenmesi
yapilmistir. Hiicre hatlan kiiltiire edilip, 96 well platede dort farkli ¢oziicii ile hazirlanmis
ekstrakt, DhL. ve CDDP’in LD50 dozlar1t MTT hiicre canlilik testi ile saptanmistir. Etkin

bulunan LD50 dozlar1 6 well platede tiim hiicre hatlarina uygulanmisg, canlilik ve sonra akim



sitometride Annexin V+PI testi ile apoptoz ve nekroz yilizdeleri saptanmistir. Toluidin mavisi
boyamasi ile hiicrelerdeki morfolojik degisiklikler incelenmistir. Bu kapsamda proliferasyon
indeksi olarak Ki67, apoptoz mekanizmasini belirleme amaciyla Kaspaz 3,8,9 ile
immiinohistokimyasal incelemeler yapilmistir.

Bulgularimiz Mann Whitney U testi ile p<0,05 diizeyinde karsilagtirilmistir. Noroblastom
hiicre hattt Kelly icin CDDP proliferasyon ve apoptoz iizerinde beklenen giiclii etkiyi
gostermistir. DhL ve Metanol c¢oziiciilii bitki ekstrakti (MBE) ‘nin ise CDDP ‘ye gore
proliferasyonu daha az azalttig1 halde hiicreleri apoptoza siirlikledigi goriilmiistiir. Cocukluk
cag1 karaciger kanseri hiicre hatti HEP-G2 i¢in CDDP, MBE, DhL ‘nin proliferasyonda
benzer miktarda azalmaya sebep oldugu , her {i¢ ajaninda hiicreleri apoptoza siiriikledigi ve
apoptotik intrinsik yolagi daha ¢ok kullandig1 goriilmiistiir. Ewing sarkom hiicre hatt1 SK-ES
icin DhL ve MBE ‘nin proliferasyonu CDDP’ e gore daha az azalttig1 fakat hiicreleri bariz
bicimde apoptoza stiriikledigi goriilmiistiir.

Klinikte tedavide kullanilan bir ajan olan CDDP kiyasla bakildiginda her iki madde benzer ve
istatistiksel olarak anlamli sekilde anti-kanser aktivite gostermistir. Ve bu etkiyi apoptoz ve
nekroptoz lizerinden yapmustir. Bu ajanlarla ilgili in vivo deneylerin de planlanmasi
gerekmektedir. In vivo deneylerinin tamamlanmasi ve molekiiler mekanizmalarinin tam
olarak aciklanmasi sonrasinda ililkemizde dogal olarak bulunan bu bitki klinikte islevsel

olarak kullanilan bir, pediatrik anti-kanser ajan olma adayidir.

Anahtar Kelimeler:Cocukluk ¢agi tiimorleri,Seskiterpen Lakton,Inula viscosa,



The Effect of Sesquiterpene Lactone in Childhood Cancer

Aylin EROL
Dokuz Eylul University, Graduate School of Health Sciences,
Oncology Institute, Basic Oncology Department, 35340, Inciralti, Izmir
ABSTRACT

Background: Childhood cancer, although there is a progress in treatment and survival
rates, is a cancer group in which new strategies for treatment are required. Sesquiterpene
lactones (SLs) are a group of natural products found in more than 100 flowering plant
families. SLs are active components of many conventional medicinal plants. The anti-cancer
effect of SLs had been proved, yet there has not been any related research conducted in
childhood cancer. The aim of this study is to investigate the effects of dehyroleucodine (DhL)
and extracts of Inula viscosa, which contains high levels of active SLs, on childhood cancers
comparatively with cisplatin (CDDP) used in classical chemotherapy.

In in vitro study; Neuroblastoma cell line KELLY, Ewing sarcoma cell line SK-ES
and Hepatocellular Carcinoma cell line Hep-G2 cells were used. DhL and CDDP were
commercially purchased. Inula viscosa was gathered from Spil Mountain in Manisa, in
August 2018. Identification of the species was conducted in Ege University Botanical Garden.
The extract of the plant was obtained by solid-liquid extraction method at Ege University
Faculty of Pharmacy. The antioxidant activity was determined by DPPH method, total
flavonoid amount by aluminum chloride method and total phenolic substance determination
by using Folin Coicalteu method. Thin layer chromatography method was used to analyze and
visualize the extracts. Cell lines were cultured and 96 well-plated extracts prepared with four
different solvents, LD50 doses of DhL and CDDP were determined by MTT cell viability
test. Active LD50 doses were applied to all cell lines in 6 well-plates and viability and
apoptosis and necrosis percentages were determined by Annexin V + Pl test in flow
cytometry. Morphological changes in cells were investigated with Toluidine Blue staining. In
this context, Ki67 as a proliferation index, Caspase 3, 8, 9 for identifying apoptosis

mechanism and immunohistochemical studies were performed.



Our results were compared with Mann Whitney U test at p <0.05 level. For Kelly, a
Neuroblastoma cell line, CDDP showed the expected strong effect on proliferation and
apoptosis. It was observed that DhL and plant extract with methanol solvent (MBE) led to
apoptosis although it reduced the proliferation less than CDDP.

It is found that CDDP, MBE, and DhL, for childhood liver cancer cell line HEP-G2,
caused a similar reduction in proliferation, the three agents led to apoptosis in cells and used
apoptotic intrinsic pathway further. For SK-ES, an Ewing sarcoma cell line, DhL and MBE
have been shown to reduce proliferation less than CDDP, but evidently, lead to apoptosis.

When compared to CDDP, a drug used in the cancer treatment, both items showed
similar and statistically significant anti-cancer activity. They also demonstrated this effect via
apoptosis and necroptosis. In vivo experiments related to these agents should also be planned.
This plant, which is naturally found in our country, after completion of in vivo experiments
and full disclosure of molecular mechanisms, is a candidate for being a pediatric anti-cancer
agent functionally used in the clinic.

Keywords:Childhood cancer,Sesquiterpene Lactone,Inula viscosa,



1. GIRIS VE AMAC

ocukluk caginda kanser nadir goriulen bir durumdur ve tim kanserlerin yalnizca % 0.5°1
¢ cag g y

15 yas altinda satptamlr12 . Diinya geneline bakildiginda 15 yas alt1 kanser
180000 kadardir fakat her yil 15 yas altinda kanser sebebiyle
kaybedilmektedir® .

Cocukluk ¢ag1 kanserleri ICCC’ye gére 12 sinifta incelenmektedir *;

1. Losemiler, myloproliferatif ve myelodisplastik hastaliklar

[\9)

. Lenfomalar ve retikiiloendotelyal neoplaziler

(98]

. Beyin ve spinal kanal tiimorleri

4. Noroblastom ve diger periferik sinir hiicreli timorler

(62}

. Retinoblastoma

o)

. Bobrek tiimorleri

~

. Karaciger tiimorleri

8. Kemik tlimorleri

9. Yumusak doku ve diger kemik dis1 sarkomlari

10. Germ hiicreli tiimorler, trofoblastik timdrler ve gonad neoplazileri
11. Diger malign epitelyal neoplazmlar ve malign melanom

12. Diger simiflanamamis malign neoplaziler

insidansi yilda
90000 c¢ocuk

Ewing sarkoma(ES), cocukluk ¢aginda en sik goriilen ikinci kemik tiimorii olup, ¢ocuklarda

tiim primer malign kemik tiimoriiniin yaklagik % 10'unu olusturmaktadir. Diinya Saglik

Orgiitii (WHO) tarafindan tanimlanmis olan ilkel néroektodermal tiimér(PNET) grubunun

bir iiyesi oldugu diisiiniilmektedir. ES en ¢ok uzun kemikler ve pelvislerde goriilmektedir.



Noroblastom (NB) pediatrik donemde en ¢ok rastlanan ekstrakraniyal solid tiimoriidiir.
Infant dénemdeki malign hastaliklar arasinda birinci siradadir. Genel olarak pediatrik
kanserlerin %8-10’unu, infant donemi malign hastaliklarinin ise tigte birini olusturur.

Cocuklarda kansere bagli 6liimlerin yaklasik %15’inden sorumludur. °

Primer pediatrik karaciger maligniteleri, tiim pediatrik tiimorlerin% 1-2'sini igermektedir.
Pediatrik donemde karaciger malignitelerinin biiyiik bir cogunlugunu % 43'liikk bir insidansla
hepatoblastom(HBL) olusturmaktadir.Hepatoseliiler karsinoma(HCC)gocukluk ¢aginda
oldukg¢a nadir olarak ortaya ¢ikar ve tiim pediatrik malignitelerin% 0.5'inden daha azini
olusturur. Goriilme sikligr milyonda 0.5-1.0 'dir. Yasca daha biiyiik ¢cocuklarda ve genglerde
bebeklerden daha sik goriiliir. En sik rastlanan klinik isaret, karin agrisi ile iliskili olan
hepatomegalidir.HBL tedavi anlaminda daha yiiksek basariya sahip olmasina ragmen , HCC
genellikle% 25-30 oraninda kemoterapi direngli olup beklenilenden daha kétii kiir oranlarina

sahiptir.”

Seskiterpen laktonlar(SLs) 100 den fazla gigekli bitki familyasinda bulunmasina ragmen
karakteristik ~ olarak = Astraceae  familyasina ait  bitkilerde  bulunan ikincil
metabolitlerdir.Giinimiizde tanimlanmig 5000 den fazla farkli seskiterpen lakton
bilinmektedir.® Seskiterpen laktonlar , geleneksel tipta inflamasyon ve kansere karsi siklikla
kullanilan bilesiklerdir.lO Gegmisten giliniimilize geleneksel tipta sik¢a kullaniliyor olmasi
yeni tedavi hedefleri i¢in seskiterpen laktonlar1 giliclii bir aday haline getirmekte ve son
yillarda yapilan ¢aligsmalarin sayisi hizla artmaktadir. Inula viscosa(ortak yerel adi: Yapiskan
Andiz Otu), Akdeniz’in farkli bolgelerinde de yetisen ¢ok yillik bir bitkidir. Geleneksel
tipta, gastroduodenal bozukluklarin tedavisine ek olarak antinflamatuar, antihelmintik,

antipiretik, antiseptik ve antiflojistik aktiviteleri de iceren bir¢ok kullanima sahiptir.“.

Bu c¢alismada Artemisia douglasiana bitkisinden elde edilmis bir SL olan
Dehidrolokodinin(DhL) ve igerisinde ¢ok sayida aktif SL igerdigi bilinen Inula viscosa
bitkisinin farkli ¢oziiciilerle hazirlanmis ekstraktlarinin ¢ocukluk ¢agi kanserlerinden olan
noroblastom, ewing  sarkom  ve  hepatoseliiler = karsinom  {izerine  olan

sitotoksik,antiproliferatif ve apoptotik etkilerinin in vitro olarak incelemesi yapilmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. PEDIATRIK TUMORLER

Son 25 yilda kaydedilen ilerlemeler daha ¢ok meme, kolon, akciger ve prostat kanseri gibi
yaygin goriilen erigkin solid tiimorlerinin anlagilmasina yoneliktir. Ancak cocukluk cagi
solid tiimorleri hakkinda heniiz ¢ok az sey aydinlatilabilmistir, ¢linkii bu timérler nadirdir
ve fotal gelisim esnasinda organogenezden orjinlenirler?.

Cocuklarda ve adolesanlarda goriilen kanser vakalarinda uygulanan tedavilerdeki
ilerlemeler, ¢ocukluk ¢agi kanserlerinin genel olarak 5 yillik sag kalim oranini yaklasik %
80'e kadar yiikseltmistir. Fakat kanser hala 5 ile 14 yas arasindaki ¢ocuklarda kazalara baglh
sliimlerden sonra ikinci en sik goriilen Sliim nedenidir *. 2018 yilinda 0-14 yas grubunda
Amerika’da 10.590 ¢ocuk kanser teshisi almistir.**

Pediatrik solid tiimorler, hiicresel kokenlerini yansitan c¢esitli molekiiler ve hiicresel
ozelliklere sahiptir. 1000'den fazla pediatrik solid tiimor genomunun dizi analizi
tamamlandiktan sonra mezodermal, ektodermal ve endodermal tiirevli cocukluk cagi
kanserlerinin genomik tablosu daha da netlik kazanmlstlrlz.

Cocukluk cagi kanserleri molekiiler, hiicresel veya genetik 6zelliklerden ziyade anatomik
lokasyonlarma gore siniflandirilir. Hematolojik maligniteler kan, kemik iligi ve lenfoid
sistem kanserleridir™,

Beyin tiimorleri merkezi sinir sisteminin intrakraniyal timoérleridir ve solid tiimorler
ekstrakraniyal hematolojik olmayan kanserlerdir. Pediatrik solid tiimdrler, epitelyal
hiicrelerden (6rnegin, adrenokortikal karsinom) ve mezensimal hiicrelerden (6rnegin Ewing
sarkomundan) tliretilen  sarkomlardan  tlirevlenen  karsinomlardir. ~ Hematolojik
malignitelerden veya beyin tiimorlerinden farkli olarak, iiclii germ tabaka olan mezoderm,

endoderm veya ektodermden herhangi birinde solid timér ortaya ¢ikabilir'®.

Pediatrik solid tiimér genomuyla ilgili son gelismeler, yeni nesil sekanslama(NGS)
teknolojilerinin kullanimi1 ve pediatrik solid tiimorlerde kompleks somatik mutasyonlari
tanimlamak i¢in etkin veri analiz tabanlarinin olusturulmasiyla aktif hale gelmistir 16,

Pediatrik solid tiimorlerin koken aldigi hiicreleri anlayabilmek i¢in genellikle hiicresel

ozellikler incelenmektedir. Ayrica timor olusumunu baslatan ve destekleyen onkogenler ve



tiimdr baskilayici genler de normal gelisim siirecinde dnemli rol oynamaktadir™. Tekrarlayan
veya metastatik noroblastom, osteosarkom, Ewing sarkomu ve rabdomiyosarkomu olan
cocuklar icin genel sagkalim oran1% 30'un altindadir’.

Cocuk kanserlerini teshis etmek i¢in NGS teknolojisinin yaygin kullanimi ile klinik agidan
somatik ve soy hatti mutasyonlarim1 tanimlamak i¢in ¢esitli ¢alismalar siirdiiriilmektedir.
Bununla birlikte, bu arastirma imkanlar1 yeni ortaya ¢ikan bir alandir ve pediatrik solid
tlimorlerin genomik analizinin kanser tedavisini bireysellestirmek i¢in nasil kullanilabilecegi

heniiz net degildir™.

Retinoblastom
Noroblastom

\MZ::‘

Hepatoblastom
GIS Tumorleri
Kolorektal karsinom

Ektoderm

) Osteosarkom
Ewing sarkom
Endoderm Mezoderm Rhabdomiyosarkom
Liposarkom

Sekil 1: Pediatrik solid tiimorlerin orjinlenmesi
Pediatrik  solid tiimorler cesitli gelisimsel kokenlere sahiptir. Hematolojik
malignitelerden ve beyin tiimdrlerinden farkli olarak, pediatrik solid tiimérler embriyodaki

ticgerm tabakasindan herhangi birinde ortaya ¢ikabilir. Bu gorsel kaynak®>’den alintidir.



2.1.1.EWING SARKOM

Ewing sarkomu (ES) cocukluk ¢aginda yaygin olarak goriilen ikincil kanser olmakla
birlikte, en yaygin goriilen birincil kemik kanseridir. Ancak bu tiimorlerin 6nemli bir
yiizdesi dis iskelet bolgelerinde goriilmektedir 8 En yiiksek insidans araligina bakildiginda
bu dénem yaklasik olarak yagamin ikinci on yilina denk gelmektedir ve Birlesik Devletler
nifusunda yapilan arastirmalarda yilda milyonda 3 vaka gorilme sikligi ile
karsilastirildiginda 10-19 yas arasi hastalarda yilda milyonda yaklasik 9-10 vaka
goriilmiistir *°.  ES genellikle kemik dokuda gdzlemlenirken ve yumusak dokuda da
goriilme sikligt % 30'a kadar ¢cikmaktadir 2°. Iskelette goriilen ES en sik uzun kemiklerin
diyafiz veya meta-diyafiz bolgesini igerir. Pelvis, kaburga ve omurga da yaygin olarak yer
alir’???® Klinik olarak bakildiginda, hastalar siklikla lokalize olmus bir agr1 ve sislik ile
hekime bagvurur. Hastalarda ayrica palp sekilde bir Kitle, patolojik bir kirik olgusu veya

ates, halsizlik, kilo kaybi veya anemi gibi yapisal semptomlar da goriilebilir 2%,
2.1.1.1 ES’dePatoloji

Kabaca bakildiginda, tiimor kitlesi infiltratif smirlari ile gri-tan bir goriinlim vermekle
birlikte, mikroskobik olarak bakildiginda ES, cesitli derecelerde noral farklilagsma icinde
olan, histolojik yap1 olarak farklilik gésteren bir tiimor grubudur .Tipik olarak ES, temelde
ti¢ ana histolojik alt tipe ayrilir: klasik ES, PNET ve atipik ES. ES hasta olgularmin biiyiik
cogunlugunu olusturan grup klasik ES'dir. Bu tipte histolojik bulgular yuvarlak veya oval
cekirdekli, diizgiin niikleer konturlara sahip olan , ince bir kromatin, kiiciik boyutta

niikleoller, hafif derecede eozinofilik veya berrak sitoplazma ile karsimiza ¢ikmaktadir®.

Noral farklilasma siirecinin bir kanit1 olan tiimorler klasik olarak ilkel néroektodermal
timo6r (PNET) olarak adlandirilir. Mikroskobik baki degerlendirildiginde Homer Wright
rozetleri (kat1 norofibriler ¢ekirdekli hiicre kiimeleri) veya noral farklilasmanin
immiinohistokimyasal olarak ortaya konmasi, olguya PNET teshisini koymada gii¢lii bir

destek saglamaktad1r2125.



Atipik ES, niikleer genisleme ve pleomorfizm, niikleer membranda goriilen diizensizlik ,
vesikiiler ya da siralanmig kromatin dokusu ve niikleolid gibi klasik ES'de tarif edilen

ozelliklerden farkli goriinen tiimérleri kapsamaktadir 2.
2.1.1.2 Genetik Yeniden Diizenlenmeler

ES, genetik tanimlama olarak EWSR1 genini (lokus 22q12) ve transkripsiyon faktorlerinin,
en sik FLII veya ERG ailesinin ETS ailesini igeren dengeli bir translokasyon ile anlatilabilir
21

EWSR1-ETS kimerik proteini, asagi yonde hedef genleri diizensizlige siiriikleyen
mekanizmalar1 ile onkogenezi destekleyen anormal bir transkripsiyon faktorii olarak rol
oynar 28 ES'de cesitli kromozomal anormallikler bulunabilir. Bunlara o6rnek olarak,
kromozom 8, kromozom 12 ve 1q'deki kazanimlar ES'de goriilen ortak kopya sayisi

degisimleridir %°.
2.1.1.3 Prognoz

ES'de prognoz, hali hazirda ¢oklu model tedavinin 5 yillik sag kalim orani ile % 65
civarinda oldugunu gostermistir %0,
Olumsuz prognostik faktorleri temsil eden en 6nemli 6zelliklerden biri, tan1 aninda veya

erken tiimor nilkksiinde metastazin varligidir. Bu grup i¢in 5 yillik sagkalim% 25-30'dur 3

Diger 6nemli prognostik faktorlere bakildiginda , anatomik yerlesim yeri, timdr boyutu ve

tedaviye baglh tiimor nekrozu da bu stireci belirlemede 6nemli bir rol oynar 32,

Molekiiler yontemlerdeki ilerlemeler ile birlikte, sliphesiz ki tani kriterleri iyilesmeye
basladik¢a farklilasmamis yuvarlak hiicreli sarkomlarin biyolojik alt yapisina yeni bir bakis
acis1 kazandiracak ve yeni genetik mekanizmalarin kesfedilmesi agisindan bilim insanlarina

yardimer olacaktir 2.



2.1.2 HEPATOSELLULER KARSINOM

HCC, kanserin besinci en yaygin nedenidir ve hepatobilier kanserin en sik goriilen tiirtidiir.
HCC, yilda 250.000 kisinin 6liimiine neden olmaktadir ve 500.000'den fazla yeni HCC
vakast meveuttur®. HCC, hiicre dongiisiinde kontrolsiizliik, anormal anjiyogenez siireci ve
apoptozdan kagma ile karakterize edilen oldukca anjiyogenik bir solid tiimordiir % HCC'nin
molekiiler patojenezi, ¢ok sayida genetik ve epigenetik degisikligi, kromozomal
anormallikleri, gen mutasyonlarim1 ve degisiklige ugramis molekiiler yolaklarini igeren
olduk¢a karmagsik bir siirectir™. Anjiyogenez siireci, HCC'nin biiyiime, invazyon ve
metastatik potansiyelinde 6nemli bir yere sahiptir. Tiimoriin bu anjiyogenik dogasi, ayni

zamanda, onun belirleme ydntemine de katkida bulunur .

2.1.2.1 Evreleme

HCC'nin dogru sekilde evrelenmesi, terapotik secenekleri ve genel prognozu belirlemek ve
olguya bir cerceve ¢izmek acisindan olduk¢a 6nem tasir. Coklu evreleme sistemlerine gore;
HCC i¢in yaygin olarak kullanilan evreleme sistemleri klinik 6zellikleri degerlendirir. Buna
gore; tiimor boyutu, lokal tiimoér boyutu, karaciger dis1 metastazlarinin varligi, karaciger
hastaliginin siddeti ve hastanin performans durumu gibi bazi parametrelere gore
degerlendirme yapilir. Timor Ozelliklerini ve metastazlarim1 karakterize eden ve bu
ozellikleri bir araya getirip hastaligin siddeti ve hastanin fonksiyonel olarak nasil bir
durumda oldugunu degerlendiren Tiimér Nod Metastazi (TNM) degerlendirmesi kullanilir®.

TNM sistemi hem karaciger rezeksiyonu hem de transplant i¢in onaylanmis bir sistemdir.

2.1.2.2 Prognoz

HCC'ninprognozu hakkinda bilgi edinmek olduk¢a degiskendir, ¢linkii prognozu coklu
belirleyicilerledir. Birden ¢ok evreleme sistemi ve prognostik sistem gelismesine ragmen,

hayatta kalmay1 5ngdrmek igin higbiri evrensel olarak uygulanabilir kabul edilemez *.



TNM degerlendirmesine bakildiginda rezeksiyon uygulanan hastalar i¢in 5 yillik sag kalim
oranlar1 sirastyla evre I, IT ve III igin 55, 37 ve% 16'dir **.Diger puanlama sistemlerine
kiyasla, TNM sistemi 3 yillik, 5 yillik ve rekiirrenssiz sag kalim sonrasi transplantasyonun

Ongoriilmesi agisindan en dogru bulunmustur®.

2.1.2.3 Tedavi

HCC tedavisinde cerrahi segenekler dahil olmak iizere radyofrekansablasyonu veya etanol
enjeksiyonu gibi coklu tedavi modaliteleri mevcuttur *°.Meveut tedavi yaklagimlarinin sayist
coktur. Sorafenib gibi yeni ajanlarin denenmesi bir umut vaad etse de, yine de bu yeni
yaklagimlarin yaninda radyasyon, rezeksiyon ve klasik diger tedavi yoOntemleri
uygulanmaktadir. Ancak bu tedavi segeneklerinin birbirleri arasinda kiyaslanmasi
gerekmektedir. Karaciger hasarmmin timor evresi ve derecesi, uygun bir HCC tedavi

stratejisinin degerlendirilmesinde anahtar faktorlerdir X
2.1.3. NOROBLASTOM

Noroblastom; adrenal medulla ya da sempatik ndronlardaki noral krestten koken alan
hiicrelerin diferansiasyonun bozulmasina bagl olarak olusan ve en sik rastlanan pediatrik
solid timérdir **.  Néroblastom (NB) tiim cocukluk cagl kanserlerinin % 8-10’unu
olusturmaktadir ve c¢ocukluk c¢ag1 kanserlerinde Oliim nedeni olarak ilk siraya
yerlesmektedir42.Néroblastik timorler genelde olgularin %70'inde batin bolgesinde yer

almaktadir®.

2.1.3.1 Klinik Ac¢idan Noroblastom

Noroblastom temel olarak, 10 yasindan kii¢iik hastalari, 19 aylik hasta ortalamasini
etkilemektedir ** Hastalarin yaklasik % 37'si bebek,% 50'si iki yasin altinda ve % 90'1 tani
aninda bes yasindan kiigliktiir “, Olgularda en sik rastlanan abdominal kitle varligidir.
Adrenal bez en sik goriilen primer bolge (% 40) olmakla beraber, bunu diger abdominal

(% 25), torasik (% 15), servikal (% 5) ve pelvik sempatik gangliyon (% 5) izlemektedir *.



Noroblastomun histolojisi, ince fibrovaskiiler septa ve degisken miktarda Schwannianstroma
ile ayrilan cesitli farklilagsma evrelerinde noroblastlarin kiimelendigi lokalizasyonu gosterir
8 Farklilasmamis NB, histolojik olarak tanimlanmis olan “olumsuz histoloji” grubuna
dahil olan bir olgudur. Bu durum, farklilasmamis kii¢iik yuvarlak hiicreli timér veya
prognostik niikleollii bir tiimor olarak karsimiza ¢ikabilir ve siklikla kotli prognostik

faktorler, kotii klinik sonug ve MYC proteininin ekspresyonu ile iligkilidir *°.

2.1.3.3 Genetik Degisiklikler

Hastanin yasi, timor evresi ve histopatolojik smiflandirmasma ek olarak v-
mycavianmyelocytomatosisviralonkojen NB tiirevli homologun (MYCN) amplifikasyonu,
noroblastomda en sik goriilen genetik degisiklik olup, tutarli prognostik belirteglerden biri
olarak kabul edilmektedir®’.

2.2. FITOTERAPI

Bitkiler ge¢misten gilinlimiize tiim caglar boyunca tedavi ediciler olarak kullanilmiglardir.
Tibbi bitkilerin ilag endiistrisindeki yerinin 6nemi tartismasizdir. Ozellikle Avrupa
iilkelerinde tibbi bitki temelli bir ¢ok preparat ilag olarak pazarlanmaktadir. Bu iiriinlerin
cogu bitki ekstrelerinden veya saflastirilmig, giliglendirilmis bitki ekstraktlarindan
hazirlanmaktadir. Kanser i¢in bakildiginda su anda mevcut olan kanser kemoterapi rejimleri,
yetersiz etkinlik, ciddi olumsuz etkiler ve g¢oklu ilag direncinin gelistirilmesi gibi bir¢ok
kritik problemle sahiptir. Bu nedenle, bu problemleri ¢6zmek igin yeni anti-kanser ajanlarin
kesfedilmesiyle daha etkili tedavilerin gelistirilmesi istenmektedir. Fitoterdpatik trtinler ve
bunlarin yar1 sentetik tiirevleri, yaygm ve etkili bir sekilde anti-kanser ajanlar olarak
kullanilmistir. Dogal iriinler ile iligkili anti-kanser ilag kesfinde ; Vinca bisindol alkaloitler,
epipodofilotoksin analoglari, taksanlar ve kamptotesinler dahil olmak {izere bitki kaynakl
ajanlar, klinikte en yaygin kullanilan kanser kemoterapétikleri arasindadir ve bu ajanlara ve

diger dogal iiriinlerin kanserle miicadelede énemleri artmaktadir *®



20. ylizyilin ikinci yarisinda, gelismis iilkelerde dogal kokenli iiriinlere olan ilgi hizla
artmistir. Bu ilgi, bitkisel tiriinlerin neden su anda gitgide 6nem kazanmaya devam etmesini
aciklamaktadir. ABD ve Avrupa'da, yetiskin niifusun biiyiik bir kismi (% 30-80) kendi
ilaglariin bir parcasi olarak alternatif (= sentetik olmayan) preparatlar1 kullanmaktadir.

Fitoterapotik tirtinler en sik kullanilan alternatif yontemler arasindadir®.

Modern fitoterapotik preparatlar genellikle bitki ekstrelerinden hazirlanir. Ve sentetiklerin
aksine, bir {irtin ¢ok c¢esitli bitki 6zlerinin bir kombinasyonunu igerir. Fitoterapotiklerde
bitkisel 6zlerin kullanimiin ¢esitli avantajlar1 vardir. Ilk olarak, ekstraksiyon, post-mortem
enzimatik proseslerin {irliniin bilesimini degistirmemesini ve ekstraktlarin mikrobiyolojik
stabilitesinin korunmasini saglar. Ikinci olarak, konsantre ekstraktlar hazirlanirsa, ¢ok biiyiik

miktarda bitki materyalinidaha fazla faydalanacak uygun bir sekilde tiiketimine imkan tanir.

Konsantrasyon olgtimii ilag-ekstrakt orani (DER) ile karakterizedir. DER 1 gr ekstrakt
{iretimi igin kag gram bitki materyali kullamldigini gésterir. Ornegin, DER 5: 1 ise, 5 g bitki
materyalinden 1 g ekstrakt hazirlanir. Bazi durumlarda, DER bir aralik olarak verilir, 6rn. 5-
10:1 arasindadir. Bunun sebebi, farkli yerlerde ve farkli zamanlarda bitkisel hammaddelerin
bilesimleri biiyiik 6l¢iide degisir ve belirli bir kaynaktan elde edilebilecek 6ziit miktar1 da

buna gore degisiklik gésterir49.

Avrupa birliginde , tibbi iiriinler Avrupa ilag Ajans1 (EMA) tarafindan tescil ve kontrol
edilmektedir.Bu hedeflere gore Bitkisel Tibbi Uriinler Komitesi (HMPC) tibbi bitki iiriinleri
ile ilgili sorular ve problemlerle bas etmek i¢cin EMA'nin bir pargasi olarak 2004 yilinda
kurulmustur.HMPC, bitkisel ekstraktlarin hazirlanmast ve smiflandirilmasiyla ilgili

gallsmalaryﬁrﬁtmektedir4950.

Bu komite terapotik aktivitesi veya aktif  olan Dbilesenleri bilinmeyen Dbitkisel
maddelerintanimlanmalart ve daha sonrasinda tUretim siureci ve Ozelliklerini de

belirlemigtir>.

WHO bilgilerine gore diinyada 20.000 civarinda tibbi bitki mevcuttur. Ancak bazilari lokal
olarak kullanildigindan tam anlamiyla listelenememislerdir. Bu yiizden bu sayinin aslinda

75.000 kadar oldugu belirtilmektedir. Bugiin kullanilan tibbi bitkilerin tahmini olarak
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%70’inin dogadan toplandigi, %30’unun ise kiiltiiriiniin yapildigi tahmin edilmektedir™.
Diinya saglik orgiitii yayinladigi deklarasyonlar ile geleneksel, tamamlayici ve alternatif
tibbin politika, gilivenlik, etkinlik, kalite, erisim ve rasyonel kullanimi konulartyla

ilgilenmektedir.>?

Fakat tim bu kurumlara ve alinan Onlemlere ragmen bilingsiz bir sekilde yan etkileri
tanimlanmamis bitkilerin kullanimi giin gectik¢e artmaktadir. Fitoterapi ile ilgili yapilan
caligmalarin artirilmasi, halk tarafindan ¢ogu zaman ila¢ tedavisinin bile yerine kullanilan
bitkilerinin  mekanizmalarimin ve kimyasal igeriklerinin tam olarak agiklanmasi

gerekmektedir.

S6z konusu tibbi bitkilerin ¢ocukluk doneminde tedavi amaciyla kullanimi ise ¢ok daha
hassas ve dikkat edilmesi gereken bir konudur. Yapilan ¢alismalar tamamlayici alternatif tip
(CAM) uygulamalarmin pediatrik onkoloji hastalarinda da kullanim oranmin arttiginm
gostermektedir™>.Ancak unutmamak gerekir ki bitkisel terapi, diger tedavilerle etkilesime
girme potansiyeline sahiptir, bu nedenle saglik gorevlilerinin hastalarin faydalarini optimize

etmek ve riskleri azaltmak icin aldiklar biitiin takviyeleri bilmeleri énemlidir.”®
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2.2.1.Inula viscosa

Inula viscosa Ait (Asteraceae), Akdeniz Havzasi’nda yaygin olarak bulunan, siirekli yesil
ve kendiliginden yetisen bir bitkidir. Halk arasinda yapigskan andiz otu ya da kanser otu
olarak bilinmektedir. Inula tiirlerinin kimyasal terpenikler (monoterpenler,
seskiterpenler, diterpenler ve triterpenler), flavonoidler, glikolipitler ve antranilik asit
tiirevleri icerdigi tespit edilmistir > Ge¢misten glinlimiize geleneksel tipta ¢cok farkl
hastaliklarin tedavisi ig¢in kullanilan bu bitki ;deri hastaliklari, mide tilseri, bronsiyal
enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla kullanmistir.* Yapilan ¢aligsmalarda ise anti-
inflamatuvar, anti-fungal ve anti-mikrobiyal etkinligi kamtlanmistir.>°Son ¢alismalar,
Inula viscosa yapraklarindan ve ciceklerinden izole edilen esansiyel yagmn ana
bilesenlerinin, seskiterpenler, fenoller, hidrokarbonlar, monoterpenler, aldehidler,
ketonlar, diterpenler, alkoller ve tetraterpenler oldugu ve bu yagin ana bileseninin

yiiksek oranda seskiterpen igerdigi ortaya konmustur.>®

Sekil2: Inula viscosa sp.
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2.3. SESKITERPEN LAKTONLAR

Seskiterpen laktonlar(SLs) geleneksel tipta kullanilan ¢esitli tibbi bitkilerin aktif
bilesenleridir57.SLS, birka¢ karakteristik halkada diizenlenmis ii¢ izoprenil grubunun ortak
birlesimiyle birlikte 15 karbon, bir veya daha fazla lakton halkasi i¢ceren ¢ok sayida dogal

{iriinii temsil etmektedir™®.

Bitkiler aleminde, 6zellikle Asteraceae familyasi ikincil metabolitler olarak nitelendirilen
5000'den fazla SLs igermektedir. Asteraceae familyasina ait bitkiler, ana sekonder
metabolitleri olarak, Ozellikle SLs olmak {izere ¢ok c¢esitli seskiterpenoid bilesikler
iiretirler®®. Giincel literatiirde SL'lerin anti-kanser ve anti-inflamatuvar 6zelliklerini bildiren
1500 den fazla yayin bulunmaktadir.Thapsia garganica'dan elde edilen thapsigargin,
Artemisia annua’dan elde edilen artemisinin ve artesunatin faz I-11 kanser klinik ¢aligsmalari
devam etmektedir. Bu SL 'lar, normal hiicreleri korurken, tiimor hiicrelerini ve kanser kok
hiicrelerini hedefleyen 0Ozelliklere sahiptir. Ayrica farkli kanserleri veya inflamatuvar
kosullar1 da etkiler. Ornegin, thapsigargin, ilerlemis solid tiimdrlere (meme, bdbrek ve
bagirsak) karst umut veren sonuglar gosterirken, partenolidin kan ve lenf diigiimleri
timorleri tizerinde etkili olmustur. Artemisinin, metastatik meme ve kolorektal kansere karsi
etkinligini gosterirken , klinik kanitlar ise artesunatin kii¢iik hiicreli dig1 akciger kanseri,
metastatik uveal melanom ve laringeal skuaméz hiicreli karsinoma karsi etkili oldugunu
ortaya koymustur.®Biitiin SL’ler karboksilik skeletonun C6-C7 veya C8-C7 pozisyonuna

Cis- ya da trans fiizyonu olan bir a-metilen-y-lakton halkasr igerir.

Sekil 3:SL kimyasal yapisi

a-metilen-y-lakton halkas1
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Seskiterpen laktonlarin biyolojik aktivitesi bu bilesiklerin ii¢ biyokimyasal ozelligine

baglidir:

1. alkilasyon merkezi reaksiyonu,

2. Yan zinciri ve lipofilisite,

3. molekiiler geometri ve elektronik ozellikler.

Seskiterpen laktonlarmn bu aktiviteleri o-Metilen-y-laktonun yapisindan kaynaklanir
» SL’larin biyoaktivitesinin, a-metilen-y-laktonveya a,p-doymamus siklopentenonlar gibi
doymamis karbonil yapilar1 araciligiyla niikleofillerin alkilasyonuna aracilik ettigi
diisiiniiliir®. Bu yapt elemanlari, niikleofiller, 6zellikle de sistein siilfhidril gruplan ile
Michael tipi ekleme ile reaksiyona girer.Bu nedenle, proteinlerdeki sistein alintilar1 gibi tiyol
gruplarinin  ve hiicre i¢i serbest GSH(glutatyon)nin, SL'lerin ana hedefleri oldugu
diistiniilmektedir. Kanser hiicrelerinde GSH seviyeleri,normal hiicrelerden daha yiiksektir.
Bu nedenle, SL’ler hiicre ici GSH azaltarak kanser hiicrelerinin apoptosisine neden
olabilir®.

SL'ler ve protein tiyol gruplart veya GSH arasindaki etkilesim, enzim aktivitesinin
azalmasina yol agar veya hiicre i¢i redoks dengesinin kurulmasin saglarﬁl.

SL'lerin kimyasal yapist ve biyoaktivitesi arasindaki iliski, 6zellikle sitotoksisite, anti-
inflamatuvar ve antitimor aktivitesi bakimindan cesitli sistemlerde incelenmistir. Icerikte
bulunan laktondaki ekzo-metilen grubunun sitotoksisite i¢in gerekli olduguna
inanilmaktadir, ¢linkii metilen gruba doyma veya ekleme gibi yapisal modifikasyonlar,
sitotoksisite ve tiimdr inhibisyonu kaybina yol agmaktadir 62

Bir diger ¢aligmada ise yapi-aktivite iligkisi incelenen 28 SLs'min yapi-aktivite iligkisinin
NF-kB aktivasyonu iizerinde ki etkisine bakilmistir. Bilgisayar temelli bir molekiiler
modelleme yapilan bu c¢alismada SL’lerin NF-kB tizerindeki spesifik olarak etkisi
aciklanmaya c¢alisilmistir ve sonug olarak SL’lerin NF-KB iizerindeki inhibitor etkisi ortaya
konmustur %

Bazi SL’lerin ayn1 zamanda NF-kB'ye ek olarak, hiicre dis1 sinyal iletimi iginde Kritik rol

oynayan MAPK yolagini hedefledigi de ortaya cikarimigtir®®,
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Hormonlarin anormal ekspresyonunun, meme kanseri gibi bazi kanserlerin gelisiminde
onemli bir etiyolojik faktor oldugu iyi bilinmektedir. Hormon sentezini katalize eden bazi
anahtar enzimlerin SL'lerin molekiiler hedefleri oldugu bulunmustur. Yapilan ¢aligmalarda
guaianolidler gibi baz1 SL'lerin Gstrojen sentezinde katalitik enzim olan aromatazi inhibe
edebilecegini atg:lklatmlstlr.66

Apoptotik hiicre 6liim sinyalizasyonu iki ana yolu icermektedir: hiicre 6liim reseptorii yolu
ve mitokondriyal yol. Hiicre 6liim reseptorii yolunda, hiicre 6liim sinyali, TNF ve TNF ile
iliskili apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL) gibi hiicre 6liim ligandlarinin ligasyonundan
kaynaklanir.

Bu ligasyon, kaspaz 8 in aktivasyonunu saglar.Kaspaz 8'in aktivasyonu, apoptotik islemleri
yiiriiten kaspaz 3 gibi efektor kaspazi dogrudan hedefler. Diger taraftan, mitokondriyal yol,
DNA hasar1 gibi hiicre i¢i hiicre 6liim sinyalleri tarafindan tetiklenir ve sitokrom ¢ ve Smac
gibi mitokondriyal apoptotik proteinlerin salinmasini igerir.Kaspaz 3'i aktive etmek i¢in
kaspaz 9 ve Apaf-1 ile koordinasyon iginde calisir.Apoptozun doku homeostazini
koruyabilmek i¢in kritik oldugu ve kanser hiicresiapoptozunun indiiksiyonu yoluyla birgok
kanser terapotik ajanin etkili oldugu iyi bilinmektedir®’.

Yapilan arastirmalar, SL’larin yan zincirinin daha yiiksek lipofilikliginin hiicreye daha kolay

girisini sagladigini, bunun da yiiksek sitotoksisite ile sonuglandigini gostermektedir %8,

Son caligmalar SL’ larin hiicrenin redoks dengesinde degisikliklere ve hiicrelerde oksidatif
stresin azaltilmasini sagladigini géstermistir.Oksidatif stres, i¢inde serbest birikmesine ve bu
da kanserin yayllmasina neden olabilir. Ote yandan, serbest radikallerin artmast,
mitokondriyal etkiler yoluyla apoptozu indiikleyebilir. Bir tip SL olan partenolid iizerine
yapilan ¢aligmalar, bu bilesigin, NF-kB ve STAT3 aktivasyonu P53'{in inhibisyonu yoluyla
serbest radikalleri arttirdigini gostermistir %0, Yapilan bir diger calisma, alantolaktonun,
tioredoksin rediiktaz enzimini inhibe ederek antikanser ajan olarak etki ettigini gostermistir.
Bu bilesik, enzimin okside olmus seklini tioredoksin rediiktaz inhibisyonu ile arttirir ve
ayrica serbest radikal oksijen miktarini artirarak HeLa hiicrelerinde apoptozu indiiklemistir

% Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma da ise partenolidinin, NADPH oksidazlar1 aktive
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ederek hidrojen peroksit iiretimini arttirdigini gostermistir. Uglii negatif meme kanseri
hiicrelerinde bu bilesiklerle islemden sonraki erken saatlerde siiperoksit anyonlarinin ve

reaktif oksijen tiirlerinin seviyelerinin arttig1 tespit edilmistir "

Seskiterpen Lakton
TIOREDOKSIN SISTEMIN GSH/GSSG ORANININ NADPH OKSIDAZ
iNHIBISYONU AZALMASI AKTIVASYONU

INK
AKTIVASYONU
_ STAT3
INHIBISYONU -
INHIBISYONU

Sekil 4: Seskiterpen Lakton antioksidan etki mekanizmasi

Ea
\

APOPTOZUN
INDUKLENMESI

2.3.1.Dehidrolokodin
Guaniolide tip bir seskiterpen lakton olan dehidrolokodin(DhL) Artemisia douglasiana
bitkisinin ekstraktindan elde edilmistir.Artemisia douglasiana geleneksel kullanimda ¢ok sik
bagvurulan bir tibbi bitkidir. Anti-inflamatuvar, anti-tiimortijenik, anti-proliferatif etkileri
yapilan caligmalarla aciklanmugtir’™. Yapilan bir ¢alismada DhL’nin kanser hiicrelerinde
YH2AX ve 53BP1 DNA hasar belirteglerinin birikmesini sagladigi anlagilmistir. DhL ile

indiiklenen kanser hiicrelerinin apoptoza siiriiklendigi ve hizla yaslandig1 goriilmiistiir.
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Guaianolid tip bir SL olan DhL’ nin kimyasal yapis1 incelendiginde, ekosiklik alfa, beta-
doymamis siklopentenon halkasina kaynasmis olan yedi atomlu halkaya bagli bir alfa-

metilen biitirogamma halkasina sahip oldugu goriilmektedir.

Sekil 5: Dehidrolokodinin kimyasal yapisi

Faz I klinik caligmalar1 devam eden bir SL olan Thapsigargin, sarko / endoplazmik
retikulum kalsiyum ATPaz (SERCA) pompasmin inhibisyonu ve sitokrom c¢ 'nin
mitokondrinden salinmasini igeren sinyaller yoluyla apoptozu indiiklemektedir. DhL ve
thapsigargin ayn siklik karbon iskeletine sahiptir. Ancak, DhL ile aktive edilen molekiiler
yolaklarin sadece ER / mitokondri ve sitoplazma ile sinirlt olmadigr tespit edilmistir. DNA
hasar birikimi de apoptoz ve yaslanma programlari icin tetikleyici olmaktadir s

DhL’ nin DNA ve proteinlerle etkilesime girerek etki gosterdigi bilinmektedir. In vitro
genotoksisite analizleri kullanarak DhL' nin normal lenfositlerdeki potansiyel genotoksik
etkilerini incelenmistir. 24 saat boyunca DhL' ye maruz birakilan lenfositlerde kanser

hiicrelerinin aksine, test edilen hicbir konsantrasyonda canlilikta bir azalma goriillmemistir
72
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. ARASTIRMANIN TiPi

Arastirma Deneysel (in vitro) laboratuvar ¢alismasidir.
3.2. ARASTIRMANIN YERI VE ZAMANI

Bu ¢alisma 10.2017 “de literatiir taramasi ile baglamis olup 11.01.2019’ da tez bitirme sinavi
ile sonlanmigtir. Calisma 9 Eyliil Universitesi Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim

Dali’nda tamamlanmuistir.

3.3. ARASTIRMANIN EVRENI VE ORNEKLEMI
Arastirmanin evreni SK-ES, HEP-G2 ve Kelly hiicre hatlaridir.

3.4. CALISMA MATERYALI

Arastirmada hiicre hatlar1 olarak noroblastom hiicre hatti olan KELLY , Hepatoseliiler
karsinom hiicre hattt HEP-G2 , Ewing sarkom hiicre hatti1 SK-ES kullanilmistir. Kimyasal
ajan olarak bir seskiterpen lakton(SL) olan dehidrolokodin(DhL) , Inula viscosa bitkisinin
metanol, n-hegzan, etilasetat, diklormetan ile yapilmis ekstraktlar1 ve pediatrik tiimdrlerde

giincel tedavide uygulanan sisplatin(CDDP) kullanilmistir.

3.5. ARASTIRMANIN DEGiSKENLERI

Bu caligmada bagimli degisken olarak canlilik degerleri, protein miktarlari,apoptoz
degerleri, bagimsiz degisken olarak Kelly, HEP-G2,SK-ES hiicre hatlari, dehidrolékodin ve
bitkisel ekstraktlar bulunmaktadir.
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3.6. VERI TOPLAMA ARACLARI

3.6.1. Hiicre Kiiltiira

Malzeme/Cihaz Adi Marka

FETAL DANA SERUMU (FBS) CEGROGEN
DMEM CEGROGEN
PRMI 1640 CEGROGEN
Penisilin/Streptomisin BIOCHROM
Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS) (10X) | BIOCHROM
Tripsin/EDTA BIOCHROM
Dimetil siilfoksit (DMSO) MERCK

CO, Inkiibatorii Thermo

25 cm®’lik Hiicre Kiiltiirii Kabi Greiner Bio-one
75 cm?’lik Hiicre Kiiltiirii Kabi Greiner Bio-one
Steril Tiip (15 mL) Greiner Bio-one
Steril Tiip (50 mL) Greiner Bio-one
Laminar Akiml Kabinet ESCO

Derin Dondurucu -80° C Thermo
Buzdolabi +4° C Avriston

Otoklav Hirayama
L-Glutamin BIOCHROM
Derin Dondurucu -20° C Ariston

Tablo 1: Hiicre Kiiltiiriinde kullanilan cihaz ve markalar

KELLY , SK-ES hiicre hatlarinda hiicre kiiltiirii icin RPMI 1640 kiiltiir ortami igerisine %10
fetal dana serumu ilave edildi. [RPMI 1640 + 2mM Glutamine + 1% penisilin/streptomisin +
10% Fetal Bovine Serum (FBS)] HEP-G2 hiicre hatti i¢in %10 fetal dana serumu ilave
edilenDMEM kiiltiir ortam1 [DMEM + 2mM Glutamine + 1% penisilin/streptomisin + 10%
Fetal Bovine Serum FBS] kullanildi. Hiicreler ilk olarak 25 cm2’lik flasklara ekildi. Bir
sonraki giin kiiltiir kabina tutunmayan ve 6li hiicreler uzaklastirilarak hiicrelerin ortamlari
degistirildi. Tim hiicreler haftada 2 kez % 0.25 konsantrasyonda Tripsin/EDTA ile kiiltiir
kabindan kimyasal olarak kaldirilarak pasajlandi. Hiicre kiiltlirii islemlerinin tiim asamalari
laminar akim tip-iki kabinet icerisinde gerceklestirildi ve hiicreler %5 CO2 igeren 37°C’de

inkubatorde kaltiure edildi.
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SEKIL6:KELLY Hiicre Hatt1 SEKIL 7: SK-ES Hiicre Hatt1

SEKIL 8:HEP-G2 Hiicre Hatt1

3.6.2. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Komplete halde dnceden hazirlanmis 10% FBS iceren DMEM ve RPMI ortamlarin
kuru etiivde 37°C 1sinmasi saglandi.

Cozdiirtilecek olan hiicreler i¢in 25 cm?2’lik flasklar hazirlandi.

-80°C’de bulunan kriyovialler i¢erisindeki hiicrelersu banyosunda ¢6zdiiriildii.
Tamamen ¢oziinmiis olan hiicreler 15 mL’lik steril falkon tiiplere alind1 ve tizerlerine
SmL besi ortami eklenerek pipetaj yapildi.

Falkon tiipler 1300 rpm’de 7 dk santrifiijlendi.

Stipernatant atildiktan sonra , dipte kalan pellet 1 ml biiylime ortami ile siispanse
edildi ve 25cm?2’lik flasklara toplam hacim Sml olacak sekilde alindi.

24 saat sonra hiicreler faz kontrast mikroskop ile morfolojik olarak degerlendirildi.
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3.6.3. Hiicrelerin Kiiltiir Ortamlarinin Yenilenmesi

Flasklara ekimi yapilan hiicreler hergiin diizenli olarak mikroskop ile kontrol edildi.
Ortamin rengindeki sararma ph degisiminden kaynakli olmaktadir ve hiicrelere yeterli
besin kalmadigi anlamina gelmektedir.

Sararmis olan eski ortamlar steril pipet yardimiyla flasktan uzaklastirildi. Canli
olmayan hiicreleri uzaklastirmak igin 37OC’ye sitilmas steril 2% penisilin/streptomisin
iceren PBS ile flasklar temizlendi.

Flasklara hiicrelere uygun olan ortamlar steril pipet ile eklendi.

Hiicreler % 85-90 konfuluensiye ulastiginda hiicreler pasaj islemine alindu.

3.6.4. Hiicre hatlarimin Pasajlanmasi

Flasklarin igerisindeki eski ortam steril pipet ile uzaklastirildi ve flask PBS ile
yikandi.

Onceden 37°C’ye 1sitilmis Tripsin/EDTA25 cm? ik flasklara 2 mL eklendi.

Tripsin eklenen hiicre kiiltiir kaplart yakaligik 1-2 dakika, %5 CO2 igeren 37°C’deki
inkiibatorde bekletildi.

Hiicrelerin flask yiizeyinden kalktigi mikroskoptagozlendikten sonra Tripsin/EDTA
sollisyonunu inaktive etmek i¢in flasklara4 mLbesi ortam1 eklendi.

Yapilan piptajla birlikte hiicreler15 mL’lik falkon tiiplerine aktarildi.

Falkon tiipler 1300 rpm’de 7 dakika santrifiijlendi.

Santrifiij  sonrasinda  slipernatant uzaklastirlldi ve elde edilen pellet
miktarmagorehiicreler besi ortamlariyla siispanse edildi.

Elde edilen hiicre siispansiyonu, uygun flasklara alindi.

Flasklarin tizerine hiicre hattinin adi, pasaj sayisi ve pasajlanma tarihi yazilarak

hiicreler 37°C deki%5 CO? igeren inkiibatore kaldirildi.
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3.6.5. Hiicre Hatlarinin Dondurulmasi

HEP-G2 hiicre hattiigin DMEM + %5 dimetilsiilfoksit (DMSO) + 10% FBS, Kelly
hiicre hatt1 i¢in RPMI 1640 + 10% dimetilsiilfoksit (DMSO) + 10% FBS ,SK-ES
hiicre hatt1 i¢in RPMI 1640 + 5% dimetilsiilfoksit (DMSO) + 10% FBS igeren
dondurma ortamlar1 hazirlandi.

Siispanse edilen pelletler, en faza 10° hiicre/ml olacak sekilde kriyoviallere alindi.

1 saat -20°C’de bekletilenkriyovialler sonra -80°C’ye veya -180°C’ye kaldirildu.

3.6.6. Inula viscosa Bitkisinin Ekstraksiyonu

Inula viscosa bitkisi Agustos 2018 ‘de Manisa Spil Dagi’ndan toplanip, tiir tayini Ege

Universitesi Botanik Bahgesi’nde Tugkan Ozdo] tarafindan yapilmustir.

o & N

10.
11.

Inula viscosa bitkisinin toprakiistii kisimlari(herba) ¢igek agma déneminde(agustos)
toplanip yabanci maddelerden temizlendi.

Temzilenen bitki kiigiik parcalara ayrilarak oda 1sisinda gélgede kurutuldu.

Kurutulan bitkisel materyal Retsch marka degirmende toz hale getirildi.

Kurutulup toz edilmis bitkisel materyal total 350 g olarak tartildi.

Perkolator de metanol ile kat1 sivi ekstraksiyona tabi tutuldu. Bu islem sirasinda
toplam 6 litre metanol harcandi.

Metanollii kisim algak basingta rotavaporda kuruluga kadar uguruldu.

Bakiye olarak 56 g total metanol ekstresi elde edildi (Ekstre yiizde verimi: %16).
Metanollii kisim 4x100 ml N-hegzan ile ekstre edildi.

N- hegzan ve metanollii kisim olmak iizere iki bakiye ele gecti.(N- hegzan ekstresi
yiizde verimi %16 olarak hesaplandi)

Metanollii bakiye 500mL suda ¢oziiliip sirasiyla 4x100 mL diklormetan ve etil asetat
ile s1v1 s1v1 partisyona tabi tutuldu.

Coziciiler algak basingta kuruluga kadar rotavaporda uguruldu.

Sonug olarak 22.64 g diklormetan ekstresi ve 15.50 g etilasetat ekstresi elde edildi.
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Sekil 9:Inula viscosa bitkisinin ekstraksiyonu

3.6.7. DPPH Radikali Yakalama Yontemi fle Antioksidan Aktivite Tayini

1. Tiim ekstraktlardan kendi ¢oziiciileri ile 10 mg/ml konsantrasyonda ¢ozelti
hazirlandi.

2. Hazirlanan ¢ozeltiden 200 pL alinip 1 ml'e metanol ile tamamlandi.

3. 1 mlekstrakt tizerine 4 ml DPPH"n stok ¢ozeltisinden (4mg DPPH/100 ml
metanol) ilave edilerek final konsantrasyonu 400 pg /ml olacak sekilde
hazirlandi.

4. Ekstrakt icermeyen kor ornek ise 1ml metanol ve 4 ml DPPH stok ¢ozeltisi
karigimi ile hazirlandi.

5. 30 dk karanlikta bekletildikten sonra ekstrelerin 517 nm dalga boyunda
absorbanslar1 Optima SP 3000 Nano Spektrofotometresinde metanole karst

sleiildii.
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6. Kor 6rnegin absorbans degerine kars1 ekstraktlarin 517nm ¢ deki absorbanslari
kullanilarak % inhibisyon degerleri hesaplandi.
7. a-tokoferol ile hazirlanan standart 6l¢ii egrisi kullanilarak, 6rneklerin o-

tokoferole esdeger antioksidan aktivite degerleri hesaplanda.

% DPPH inhibisyonu: [ (A-B/A) ] x 100

A= Kor 6rnegin absorbansi
B= Ekstraktin 517nm ‘deki absorbansi

Sekil 10: DPPH Radikali Yakalama Yontemi ile Antioksidan Aktivite Tayini

DPPH deneyinde kor ¢ozelti koyu mor renklidir. Ekstraktin antioksidan degeri ne kadar
yiiksekse DPPH c¢ozeltisinin rengi o kadar ¢ok agilir.
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3.6.8. Aliiminyum Kloriir Yéntemi ile Toplam Flavonoid Madde Analizi

. 10 mg/ml konsantrasyondaki 6rneklerden 0.5ml alindi,iizerine 1.5ml %96 etanol,

0,Iml %10 etanollil aliiminyumkloriir ¢6zeltisi ve 2.8ml deiyonize su ilave edildi.

. 40dk oda 1sisinda karanlikta bekletildi.

. 415nm dalga boyunda Optima SP 3000 Nano Spektrofotometresinde absorbanslart
oleiildi.

. Toplam flavonoid tayini de kersetin ile ¢izilen standart 6l¢ii egrisi ve hesaplanan
regresyon denklemi olan y=0.0274x-0.021 denklemine gore hesaplandi ve degerler

kersetine ekivalen toplam flavonoid degerleri olarak bulundu.

Sekil 11: Toplam Flavonoid Madde Analizi
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3.6.9. Folin Ciocalteu Yontemi ile Toplam Fenolik Madde Analizi

10 mg/ml konsantrasyondaki 6rnekler {izerine, 2.8 ml deiyonize su ve 2ml %2
sodyum karbonat ilave edilip 1dk bekletildi.

. Karisim iizerine 0,1ml %50 Folin Ciocalteu reaktifi eklenip 25°C’de 30 dk karanlikta
bekletildi.

Karisimin absorbansi 750 nm’de 6lgiildii.

. Ekstrelerin toplam fenolik madde miktar1 % olarak gallik asit ile ¢izilen 6l¢ii egrisi

ve regresyon denklemi olan y= 0.0728x+ 0.1785 ‘e gore hesaplandi.

Sekil 12: Toplam Fenolik Madde Analizi
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3.6.10. ince Tabaka Kromatografi Analizi

Ekstraktlar ( metanol, etil asetat, diklormetan ve hegzan fraksiyonlari) Silikajel 60 F
254 ince Tabaka Kromatografisi plagina Hamilton enjektor vasitasiyla tatbik edildi.
. Kloroform: metanol: su (61:32:7) ¢dziicii sisteminde develope edildi.

Sahit olarak kersetin etanollii ¢ozeltisi plaga tatbik edildi.

. UV 254 ve 366 nm dalga boyundaki 151k altinda lekeler goriintiilendi ve fotograflari
cekildi.

Sekil 13: Ekstraktlarin ITK plagindaki goriintiisii
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3.6.11. MTT ile Hiicre Proliferasyon Analizi

Farkli ¢oziiciilerle hazirlanmis Inula viscosa ekstraktlari, dehidrolokodin ve sisplatinin hiicre

proliferasyonuna olan etkisi MTT (AppliChem, Lot 5H008900) ile analiz edildi.

Toz haldeki MTT 5mg/mL olacak sekilde PBS ile seyreltildi ve filtrelenip
vortekslendi.

96 well-plate icerisinde ajanlarla muamele edilen hiicrelerin deney siiresi sonunda her
bir kuyucuguna 10 uL MTT verildi.

Hiicreler 4 saat boyunca 37°C’de ve karanlikta olacak sekilde inkiibatore kaldirildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda DMSO yikamas1 yapildi. Her kuyucuktan 50 pL icerik
uzaklastirildi ve yerine 50uL. DMSO eklendi. Well-plate 15 dakika boyunca orbital
calkalayicida birakildi.

DMSO yikamasi sonrasinda well-plate Elisa okuyucuda 562 nm’de okutuldu ve
absorbans degerleri elde edildi.

Elde edilen absorbanslardan 6rneklerin canliligi kontrole oranlanarak verildi.

3.6.12. Flow Sitometrik AnnexinV FITC-PI Boyamasi ile Apoptoz Analizi

Farkli ¢oziiciilerle hazirlanmis Inula viscosa ekstraktlari, dehidrolokodin ve sisplatin

apoptotik hiicre 6liim oranlarinin analizi i¢in Annexin V-FITC/Propidiumlodide (P1) (BD

apoptoz deteksiyon kiti) boyamas1 yapilmistir.

1.
2.

Well-platelere her kuyucukta 1 x 10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi.

Ajan uygulamalari sonrasinda deney siiresi dolan hiicreler platelerden hiicre kaziyici
ile kaldirild.

1300rpm’de 7 dakika boyunca santirfiijlendi.

Stipernatant uzaklastirildi.

Kitin protokoliine uygun olarak pelletler iki kez PBS ile ardindan kit i¢erisindeki

soliisyon ile yikandi.
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. Pelletlerin tizerine 100uL soliisyon ve ardindan 5 pL AnnexinV FITC ve 5 uL Pl ilave
edildikten sonra karanlikta 15 dakika inkiibe edildi.

. Ornekler filtreden gecirilip akimsitometri tiiplerine alind.

. Akimsitometri cihazinda AnnexinV ve PI pozitifliklerine bakildi ve canli hiicre,

apoptoz, nekropitoz oranlar1 belirlendi.

3.6.13. Immunohistokimyasal Analizler

. Flasklarda ajanlarla muamele edilen hiicreler deney siiresi sonunda hiicre kaziyici ile
flask yilizeyinden kaldirildi.1300rpm 7 dk santirfiijlendi. Pellet yogunluguna gore
hacimde ortamla pipetaj yapildi.
. Hazirlanan siispansiyondan 10 pL alinarak lizinli lamlara yayildi.
. Lamlarin iizerindeki hiicrelerin fiske olmasi icin metanol damlatildi ve kurumasi
beklendi.
. Otomatik IHK boyama yapan Ventana Discovery cihazinda gerekli protokol olusturuldu.
Bu sirada antikor uygun dilisyonda hazirlandi ve lam basina 100uL olacak sekilde
uygulandi.
. Cihaz boyama islemini tamamladiginda once deterjan ve ¢esme suyu ardindan distile su
ile yikama yapildi.
Yikanan lamlar artan alkol serilerinde ( %20, %40, %60, %80 ve %100) yedi dakika
bekletildi.
Alkol serisi tamamlandiktan sonra lamlar bir saat ksilolde bekletildi.
Ksilolden g¢ikarilan lamlarin iizerine entellan ile lamel kapatilarak mikroskopta

degerlendirme i¢in hazir hale geldi.

3.6.14. Toluidin Mauvisi ile Morfolojik Analiz

Toluidin mavisi vital ve bazik bir boyadir. Hiicrelerin ajan uygulamalarindan sonra

morfolojik olarak degerlendirilmesinde kullanilir.

Hiicreler lamlara yayilip fiske edildi.Viescor marka otomatik lam boyama cihazinda toluidin

mavisi ile boyandi.

29



3.7. ARASTIRMANIN TAKViMi

2017 2018 2019

AYLAR 10 11-12 1-4 5 6-12 1

Literatiir Tarama X X X
Etik Kurul izni 17.05.2018

On Calismalarin
Yapilmasi

Veri Toplama

X

Verilerin Analizi ve
Rapor Hazirlama
Tez Savunmasi

Tablo 2: Arastirma takvimi

3.8. VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

Veriler SPSS 22.0 programi ile non-parametrik Mann-Whitney-U testi kullanilarak
degerlendirildi. Ortalama degerler, Student t testi ile degerlendirilip, P<0.05 istatistiksel
anlamli kabul edildi.

3.9. ARASTIRMANIN SINIRLILIKLARI
Calismanin in vitro olarak devam etmesi, in vivo ¢alisma modelinin heniiz tasarlanmamis
olmas1 en temel smirliligi olusturmaktadir. Diger bir kisithlik ise standart madde olmayasi
nedeniyle bitkisel ekstraktlarin bu asamada detayli kantitatif analizlerinin yapilamamig

olmasidir.
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4. BULGULAR

4.1. DPPH ile Antioksidan Aktivite Tayini Bulgulari

DPPH % inhibisyon a-tokoferole Esdeger
Degerleri Antioksidan Aktivite
(ng /ml)
Metanol Ekstresi 59,50 + 0.120 11,37
Etil Asetat Ekstresi 51,39 + 0.069 9,81
Diklormetan Ekstresi 39,86 + 0.490 7,59
Hegzan Ekstresi 2,80+0.075 0,44

Tablo 3: DPPH %inhibisyon degerleri (aritmetik ortalamatstandart sapma) ve a-tokoferole
esdeger antioksidan aktivite (ug /ml )

Ug tekrarl olarak gergeklestirilen DPPH analiz sonucunda antioksidan aktivite siralamasi en
yiiksekten diisiige dogru: Metanol> etilasetat>diklormetan> hegzan ekstreleri seklinde
tespit edilmistir.

Metanol ekstresinin serbest radikal siipiiriicii etkisi diger ekstrelerden daha yiiksektir.

400 ng /ml konsantrasyonda metanol ekstresi %59,50 DPPH inhibisyonu ile 11,37 pg /ml

tokofenoliin yaptig1 antioksidan aktiviteye esdeger aktivite gostermistir.
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4.2. Aliiminyum Kloriir Ile Toplam Flavonoid Madde Analizi Bulgular:

Toplam flavonoid tayini kersetin ile ¢izilen standart Sl¢ii egrisi ve hesaplanan regresyon
denklemi olan y=0.0274x-0.021 denklemine gére hesaplanmis ve degerler kersetine

ekivalen toplam flavonoid degerleri olarak bulunmustur.

Metanol Ekstresi % 12,69
Etil Asetat Ekstresi %20,16
Diklormetan Ekstresi %8,51
Hegzan Ekstresi %1,40

Tablo 4: Kersetine ekivalen toplam flavonoid % miktarlari

En yiiksek toplam flavonoid miktari etil asetat ekstresinde bulunmustur.

4.3.Folin Ciocalteu Yontemi Ile Toplam Fenolik Madde Analizi
Ekstrelerin toplam fenolik madde miktar1 % olarak gallik asit ile ¢izilen 6l¢ii egrisi ve

regresyon denklemi olan y= 0.0728x+ 0.1785 ‘e gore hesaplandi.

Metanol Ekstresi % 35,01
Etil Asetat Ekstresi % 26,18
Diklormetan Ekstresi % 24,55
Hegzan Ekstresi % 3,01

Tablo 5: Gallik asit ekivalen toplam fenolik madde % miktarlar

En yiiksek fenolik madde icerigi metanol ekstresinde bulunmustur.
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60 -

M DPPH % inhibisyon
M Toplam % Flavonoid
d Toplam % Fenolik Madde

Metanol  Etil Asetat Diklormetan Hegzan
Ekstresi Ekstresi Ekstresi Ekstresi

Inula viscosa ekstreleri aktivite yiizdeleri

4.4.Ince Tabaka Kromatografi Analizi Bulgular

Sekil 14: 254 nm dalga boyunda ITK plaginin incelenmesi



Sekil 15: 366 nm dalga boyundaki 151k altinda ITK plagmin incelenmesi

Sekil 16: Giin 151¢inda ITK plagmin incelenmesi

Metanol, etil asetat, diklormetan, hegzan ve kersetin ITK profil incelemesi yapildiginda;
metanol ve etil asetat icin benzer ITK profiline sahip olduklar tespit edilmistir. Bu sonug

total fenolik ve flavonoid madde miktari sonuglari ile uyum saglamaktadir.
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4.5.MTT Bulgular
Her ii¢ hiicre hatti i¢cinde alti farkli dozda alt1 farkli ajan 24 48 ve 72 saat boyunca
uygulandi.
Alman MTT sonuglarinda 24 saatin biitiin hiicreler icin uygun olduguna karar verildi.
Metanol ¢oziiciilii ekstrakt(MBE), diklormetan ¢oziiciilii ekstrakt (DCM), n-hegzan
cozicili ekstrakt(N-HEG) ve etil asetat ¢oziiciilii ekstrakt (ETOAC) igerisinden ilk MTT
sonugalrina gore en giiclii sitotoksik etkiyi gosteren MBE ile sonraki deneylere devam

edilmistir. Gelecek ¢aligmada daha genis doz araliklariyla tekrarlamay1 planlamaktayiz.

KELLY 24H MTT BULGULARI

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

KONTROL MBE DCM N-HEG EtoAC CDDP

150pg/mli150ug/mi150ug/mli150ug/mi 75uM 100uM

SEKIL 17:.KELLY HUCRE HATTI 24H YUZDE CANLILIK DEGERLERI
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HEP-G2 24H MTT BULGULARI
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SEKIL 18: HEP-G2 HUCRE HATTI 24H YUZDE CANLILIK DEGERLERI
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SK-ES 24H MTT BULGULARI

SEKIL 19: .SK-ES HUCRE HATTI 24H YUZDE CANLILIKDEGERLERI
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4.6. Annexin V- PI Bulgular:
KELLY hiicre hatt1 i¢in; kontrol grubu CDDP ile karsilastirildiginda CDDP i¢in hem
apoptotik(31,4%) hem de nekroptotik(59,2%) etki saptanmistir. Nekroptotik etkinin daha
fazla olusu literatlir bilgisi ile uyumludur. MBE ile CDDP Kkarsilastirildiginda benzer
diizeyde hiicre 6lim orani tespit edilmistir MBE ‘nin hem apoptotik(56,8%) hem de
nekropitotik (38,2%) etki gosterdigi ve apoptoz oraninin CDDP den yiiksek oldugu tespit
edilmistir. DhL ile CDDP karsilastrildiginda ise DhL’nin hem apoptotik (48,4%) hem de
nekropitotik (50,9%) etkisi oldugu tespit edilmistir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda hem
MBE hem de DhL’nin yiiksek apoptoz ve nekroptoz oranlariyla agresif N-MYC+ kelly

hiicre hatti i¢in anti-kanser etkisi kanitlanmis oldu.

HEP-G2 hiicre hatt1 i¢in ; kontrolde var olan canlilifin (70,4%) uygulanan ajanlar ile
belirgin bi¢gimde azaldigin1 gordiik. CDDP’ nin canliligin azalmasina etkisinin belirgin
bicimde apoptoz (93,4% ) tizerinden oldugu tespit edilmistir. MBE ve DhL icinde var olan
etkinin apoptoz lizerinden oldugu tespit edildi. HCC i¢in MBE ve DhL ‘nin anti-timoral
etkisi ortaya konmus oldu. Karacigerde bulunan bir kanserin belirgin olarak apopitotik
yolagi kullanarak yok edilmesi, nekrotik fragmanlarin ¢ok fazla ortaya ¢ikmamis olmasi

HCC anti-kanser ajan aday1 olarak MBE ve DhL’ye dikkat ¢cekmektedir.

SK-ES hiicre hatt1 i¢cin ; CDDP , MBE ve DhL’nin hiicresel canlilig1 azaltma yoniindeki
egilimlerine bakildiginda, CDDP etkin olarak bulunmustur ve bu etkisini apoptoz (75,2%)
iizerinden sagladig: tespit edilmistir. DhL’ninde belirgin olarak canlilig1 diisiirdiigii ve bu
etkisini apoptoz (86,5%) tlizerinden gerceklestirdigini tespit ettik. MBE i¢in bakildiginda ise
hiicre 6liimiinii daha az oranda sagladigir bulunmustur. MBE i¢in gelecek calismalarda daha
genis doz araligi kullanarak tekrarlanmast ve toksik doz sinirlarinin  ¢alisilmasi

planlanmastir.
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Sekil 22: SK-ES hiicre hatt1 apoptoz ve nekroptoz oranlari
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4.7. Immiinohistokimya Bulgulari
Immunohistokimya(IHC) analizi i¢in ; Ki67 proliferasyon indeksi
Kaspaz 3 tipik ortak apoptoz belirteci’®
Kaspaz 8 ekstrinsik apoptoz belirteci

Kaspaz 9 intrinsik apoptoz belirteci

Tablo 6 : KELLY hiicre hatt1 icin % pozitiflik oranlari

KONTROL CDDP MBE DhL

Kl67 50% 3% 20% 20%
KASPAZ 3 3% 90% 70% 60%
KASPAZ 8 5% 90% 10% 60%
KASPAZ 9 20% 80% 20% 25%

Kelly icin Ki67 proliferasyon indeksine bakacak olursak aday ajanlarimizin CDDP’ye gore
proliferasyonu daha az azalltigi asil etkiyi hiicreleri apoptoza siiriikleyerek yaptigi
diisiiniilmektedir. Proliferasyon indekslerinin CDDP’ye gore daha diisiik olmas1 kemoterapi
ile kombine tedavi modellerinde daha etkili olacagini diisiindiirmektedir.

Ortaya ¢ikan apoptotik etkinin hangi yolak {izerinden oldugunu sorguladigimizda CDDP
literatiire uygun olarak hem intrinsik hem ekstrinsik yolaklar1 kullanmaktadir. DhL

ekstrinsik , MBE i¢in daha ¢ok intrinsik yolagi kullandig: belirlenmistir.
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Tablo 7 : HEP-G2 hiicre hatti icin % pozitiflik oranlari

KONTROL CDDP MBE DhL
Ki67 60% 10% 20% 20%
KASPAZ 3 20% 45% 55% 40%
KASPAZ 8 20% 20% 20% 30%
KASPAZ 9 20% 80% 100% 70%

HEP-G2 i¢in Ki67 proliferasyon indeksine baktigimizda kontrole gore her {i¢ ajanda benzer
oranda proliferatif azalma gézlemlenmistir.

Kaspaz 3,8,9 icin degerlendirme yapildiginda her ii¢ ajaninda intrinsik apoptotik yolagi
kullandig1 goriilmektedir.

Tablo 8 :SK-ES hiicre hatt1 icin % pozitiflik oranlar

KONTROL CDDP MBE DhL

Ki67 60% 20% 40% 30%
KASPAZ 3 10% 50% 30% 20%
KASPAZ 8 5% 60% 5% 30%
KASPAZ 9 4% 90% 80% 90%

SK-ES hiicre hatt1 i¢in Ki67 proliferasyon indeksine baktigimizda CDDP’nin hiicre
proliferasyonunu azalttigini, apoptotik etkisini daha c¢ok intrinsik yolag kullanarak
yaptigini, DhLL ve MBE ‘nin de proliferasyonu kontrole gore azalttigin1 fakat CDDP kadar
belirgin bir azalma olmadigini, hiicre Oliimiinii intrinsik apoptotik yolak {izerinden

gergeklestirdigini gézlemledik.
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4.8. Toluidin Mavisi Bulgular:
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SEKIL 23: Toluidin Mavisi Boyasi ile madde uygulama sonrasi her ii¢ hiicre hattinda

hiicrelerin morfolojik goriiniimleri.

(CDDP: Sisplatin, DHL: Dehidrolokodin, MBE: metanol coziiciilii bitkisel ekstrakt)
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5. TARTISMA

Cocukluk caginda kanser erigkinlerde goriilen kanserlere kiyasla nadirdir, ancak bebeklikten
15 yasima kadar olan ¢ocuklar arasinda yaralanmalar disinda herhangi bir faktérden daha
fazla 6liime neden olmaktadir. Yillik ¢ocukluk kanseri insidansi son 30 yilda azda olsa artis
gostermistir ; Bununla birlikte, 6liim oranlart , biiyiik 6lciide tedavideki gelismelerden dolay1
birgok kanser i¢in énemli 6lgiide azalmustir ®%°. Seskiterpen laktonlar, yapilan in vitro ve in
Vivo c¢aligmalarda kanser hiicresi tizerindeki sitotoksisitesi ve antineoplastik etkinligi dahil
olmak {tizere giiclii biyoaktiviteleri nedeniyle siklikla calismalarda kullanilan bitkilerin
sekonder metabolitleridir.”

Inula cinsinin iiyeleri, halk arasinda sifali bir bitki olarak bilinmekte ve eski zamanlardan
beri kullanilmaktadir. Bu cinsin {yeleri, antioksidan, antienflamatuar, antiviral,
antibakteriyel, antifungal, antitimor, antidiyabetik, antiastimatik, anti-alerjik ve sitotoksik
ozellikleri de dahil olmak iizere uzun bir tibbi kullanim listesine sahiptir el

Inula viscosa halk arasinda yapiskan andiz otu ya da kanser otu olarak isimlendirilmektedir.
Yapilan caligmalar anti-tiimor aktivitesini farklh kanser tiirleri i¢in ortaya koymus olmasina
ragmen uygulanma sekli ve dozu agisindan ciddi problemler vardir.

Giincel tedavide kullanilan bir ¢ok ilacin bitkilerden elde edildigini diisiindiiglimiizde ise

bilingsiz sekilde bitkilerin kullanilmasinin beklenen pozitif etkisinin aksine negatif etkiler

yaratabilecegi acikca goriilmektedir.

Ornegin bir kanser hastasmin Inula viscosa bitkisinin ¢aymi kullanmasi kemoterapide
kullanilan ilaglarla antagonistik bir etki yaratarak hastanin kaybedilmesiyle sonuglanabilir.
Bu yiizden o6zellikle de halk arasinda alternatif tedavi olarak siklikla kullanilan bitkilerin
molekiiler mekanizmalarinin c¢alisilmasi, ilag etkilesimlerinin saptanmast ve klinik

kullanima uygun duruma gelmesi oldukca biiyiik 6nem tasimaktadir.
Isil Bavunoglu ve ark. 2018 yilinda Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi’nde

bitkisel urunlerin kullaniminin kanser tedavileri iizerindeki olumsuz etkileri konusunda

farkindalik yaratmak icinyaptig1 vaka ¢alismasinda 40 yasinda kadin hasta yiiksek ates,
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halsizlik ve uyku hali nedeniyle hastaneye yatirildi. Tibbi dykiisiine gore myometrial sarkom
ve cerrahi operasyonu kaydedildi. Herhangi bir kemoterapétik tedavi olmadan siirekli
nétropeni, durumunu siipheli hale getirdi. Hasta yapilan goriismeler sonucunda bitkisel bir
uriinii kanser ilaci olarak kullandigini itiraf etti. Bitkiden alinan 6rnek i¢in toksikolojik
analiz yapildi. Ekstraksiyondan sonrasinda, ince tabaka kromatografisi numuneye uygulandi,
daha sonra saflagtirllmis madde, Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi ile analiz edildi.
Bulunan ana bilesiklerden biri, Inula viscosa nin varligim1 gosteren Inuviscolide® dir. Bu
bitkinin diizenli kullanimi muhtemelen miyelosiipresyona ve nétrofillerin apoptozisine yol
agmistir. Inula viscosa ninanti-kanser, anti-bakteriyel, sitotoksik etki gibi bir¢ok ozellige
sahip oldugu bilinmektedir. Fakat bu tarz oldukga aktif metabolitler igeren bitkilerin
bilingsiz kullaniminin bitkinin terapotik etkilerinden daha zararli etkiler yaratabilecegi
dikkate alinmalidir. Durumdan da anlasilacagi gibi, bir bitkinin klinik ¢alismalar1 belirli bir
hastalik i¢in etkili sonuglar sunsa bile, o bitki her zaman bu hastaligin her tiirii igin uygun
degildir. Bu nedenle hastalar, 6zellikle kanser gibi 6liimciil hastaliklarda bitkisel iiriinlerin
kullanim1 konusunda daha dikkatli olmalidirlar. Ote yandan, doktorlar, hastalarin hayatlarini
kurtarmak veya uzatmak i¢in ¢ok onemli olacak bitkisel {iriin kullanimi konusunda daha
fazla farkindalik yaratmalidir. Olumsuz etkilerin ortadan kaldirilmasi i¢in bitkisel ilag pazari
ile ilgili yeni mevzuat ve standartlar olusturulmalidir. Buna ek olarak, sozde satilan
driinlerin satis ve reklamlarinin ¢ogunun bu durumda oldugu gibi internet {izerinden
yapilmas: da dikkate alindiginda, tanitim web sitelerini kapsayan gerekli diizenlemelerin
yapilmasi1 farkindalikta Onemli bir adim olacaktir. Son olarak, bu vakada hekime
danigmadan Inula viscosa kullanimi, anti-timor terapisinde bir gecikmenin yani sira ciddi

bir tibbi duruma neden olmustur.

Bu ¢aligsma i¢in ¢ok sayida aktif SL’lar igerdigi literatiirde kanitlanmis olan Inula viscosa
bitkisinin kullamlmasinin temel amacida budur. Ustelik farkli kanserler icin etkinligi
kanitlansa bile ¢ocukluk ¢aginda Inula viscosa ve SL’lerin etkisiyle ilgili literatiir caligmasi
yapildiginda bu konuda doldurmasi gereken ciddi bir bosluk oldugu gériilmektedir. Inula
viscosa bitksinin farkli cocukluk ¢agr kanserleri tizerinde anti-kanser etkileri yaptigimiz ilk
caligmalar ile kesinlesmis olup hedef bir tedavi ajan1 ya da kombine bir tedavi hedefinde

kullanilabilinecegini kanitlamistir.
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Bu ¢alismanin amaci; ¢ocukluk c¢agi kanserlerinde SL’lardan; dehydroleucodine(DhL) ve
yapisinda aktif olarak ¢ok miktarda SL’lar bulunan Inula viscosa (Yapiskan Andiz Otu)

bitkisinin ekstraktlarinin etkisini sisplatin (CDDP) ile karsilastirilmali olarak aragtirmaktir.

CDDP, iyi bilinen bir kemoterapotik ilagtir. Mesane, bas ve boyun, akciger, yumurtalik ve
testis kanserleri dahil olmak iizere bir¢ok insan kanserinin tedavisi igin
kullanilmaktadir.Karsinomalar, germ hiicreli timorler, lenfomalar ve sarkomlar dahil olmak
tizere ¢esitli kanser tiirlerine karsi etkilidir. CDDP, DNA'daki piirin bazlanyla capraz
baglanma yaparak, DNA onarim mekanizmalarina miidahale etmekte, DNA hasarina neden
olmakta ve daha sonra kanser hiicrelerinde apoptozu indiiklemektedir. Fakat ilag¢ direnci
basta olmak iizere, siddetli bobrek problemleri, alerjik reaksiyonlar, enfeksiyonlara karsi
bagisiklik, gastrointestinal bozukluklar, kanama ve isitme kayb1 gibi sayisiz istenmeyen yan
etkisi bilinmektedir ™.

Cocukluk c¢ag1 kanserlerinde CDDP kaynakli ototoksisite genellikle ilk 6nce yiiksek
frekanslar1 etkileyen bilateral ve simetrik sensorindral isitme kaybidir. Olusan bu
sitotoksisite geri doniisiimsiizdiir, CDDP uygulamasindan hemen sonra ortaya ¢ikar ve ilacin

tekrarlanan dozlarindan sonra kotiilesir e

CDDP gosterdigi ototoksik etkilere ragmen, ¢ocukluk ¢agi kanserleri i¢in hala klinikte
kullanilan etkinligi kanitlanmis bir kemoteropatik oldugu i¢in aday ajanlarimizin etkilerini

karsilastirma amagh olarak kullanilmistir.

Agustos 2018 de Manisa Spil Dagi’ndan toplanan Inula viscosa’ nin toprak tstii kismi
metanol, n-hegzan, etil asetat ve diklormetan ile farkli ekstraktlar1 kati-sivi ekstraksiyon
yontemiyle elde edildikten sonra antioksidan aktivite, toplam flavonoid madde miktarlar1 ve
toplam fenolik bilesik oranlar1 incelenip bu sonuglar ITK ile de konfirme edilmistir.
Analizleri yapilan ekstraktlar ti¢ farkli ¢ocukluk ¢agi kanseri iizerinde en etkin sitotoksik
etkiyi gOstereni saptanmak iizere farkli dozlarda ii¢ tekrarli olarak calisilmistir. Yapilan
MTT analizi sonucunda metanollii bitki ekstrakti (MBE) en etkin anti-proliferatif etkiyi
gostermistir. Kimyasal icerik analizlerinin de MBE nin en ¢ok aktif bileseni i¢cerdigini ortaya

koymus olup ilk asama ¢alismalar1 i¢in uygun oldugu tespit edilmistir.
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Kelly NB hiicre hatt1 i¢in yapilan incelemelerde hem DhL hem de MBE’ nin hiicre 6liimiini
bariz olarak tetikledigi goriilmiistiir.

SK-ES hiicre hatti i¢in yapilan incelemelerde DhL’nin CDDP’den bile daha fazla apoptoza
neden oldugu, MBE i¢in bakildiginda ise hiicre Sliimiiniin oldugu, sitoplazmik ve niikleer
membranin biitiinliigiiniin bozuldugu dagilmis hiicreler gozlemlenmistir.

HEP-G2 hiicre hatt1 i¢in yapilan incelemelerde CDDP ile proliferasyonun ve seliilitenin
azaldigi, DhL ve MBE i¢inse MBE’nin DhL ye gore hiicreleri daha ¢ok apoptoza siiriikleyip

oldiirdiigl goriilmiigtiir.

Farkli hiicre hatlar1 i¢in ayni1 dozlar uygulandiginda MBE ve DhL icin farkli sonuglar
alindigr gozlemlenmistir. Farkli hiicre hatlar i¢in eksprese edilen proteinlerin ve devrede
olan molekiiler mekanizmalarin farkli oldugunu diisiinecek olursak bu mekanizmalarin tam
olarak ifade edilmesi yapilacak olan aday ajan denemeleri i¢in daha basarili sonuglar

saglayacaktir.

Giincel literatiirde Inula viscosa, SL’ lar ve DhL ile farkli hiicre hatlarinda yapilmis bir ¢ok
calisma bulunmaktadir. Bu hedef ajanlarin ¢ocukluk cagi kanserlerinde ki etkilerinin
anlasilmasi i¢in bu c¢alismalar biiylik 6nem tagimaktadir. Farkli arastirmacilar tarafindan

yapilan ¢alismalar incelenecek olursa ;
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Akram Ghantous ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklari ¢alismada 1051 *lerin klinik
kullanimda yapilan c¢aligmalar1 {izerinde durulmustur. SL'larin kanser ilaci kesfinde umut
verici adaylar olmasina ragmen SL' larin bazi dezavantajlara sahip olduklari agiklamistir.
[zolasyonlarmin sinirl dogal iiriin kaynaklarma dayaniyor olmasi, plazma proteinleriyle ¢ok
fazla etkilesim gosteriyor olmalarive hidrofobiklikleri nedeniyle zayif biyoyararlanima sahip
olabilecekleri vurgulanmistir. Ek olarak SL'lerin, hayati 6neme sahip protein ve proteinlerin
tiyol gruplariyla etkilesimi yoluyla alerjik 6zelliklere ve hedef disi etkilere sahip olabilecegi,
bu yiizden daha fazla SL’nin formulasyonunun ortaya konulabilmesi i¢in farmakologlarin,

kanser aragtirmacilarinin ve klinisyenlerin yakin isbirligi yapmasi gerektigi belirtilmistir.

SESKITERPEN LAKTONLARIN KLINIKTEKI YERI
SL Tiirevi Etki Ettigi Kanser Klinik Calismasi
Artemisinin Metastatik meme kanseri ClinicalTrials.gov:
Kolorektal kanser NCT00764036
Colorectal cancer
Isrctn.org:
ISRCTNO05203252
Artesunate Kiigtk hiicreli dis1 akciger 78
kanseri
Metastatik uvea melanomu 79
Larink sukuamoz hiicreli 80
karsinom
Arthemether Hipofiz makroadenom 81
Dimethyl- _ Akut lenfoblastik 16semi -
aminoparthenolide Akut myeloblastik 16semi
(LC-1)
Thapsigargin (G-202) Solid Tuimorler ClinicalTrials.gov:
NCT01056029

Tablo 9 : Seskiterpen Laktonlarin Klinikteki Yeri
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1999 yilinda Peter Riingeler ve ark. yaptig1 ¢alismada SL’lerin NF-xB aktivasyonunu

inhibe ettigi, farkli yapida ki SL’lerin degisik inhibitor aktivite gosterdigi tespit edilmistir ®.

Keiichi Tabata ve ark. 2015 yilinda yaptig calisma® bizim calismamiz agisindan bliyiik
onem tagimaktadir.Bu c¢alismada Saussurea lapa bitkisinden elde edilen dehidrocostus
lakton ve costunolidin isimli SL’larin néroblastom tizerinde Ki etkisini arastirmaktadir.Her
iki bilesik de noroblastom hiicre hatlar1 IMR-32, NB-39, SK-N-SH ve LA-N-1'e karsi
sitotoksik aktivite gostermistir. SL ile muamele sonucunda niikleer yogunlagsma ve membran
inversiyonu gibi hiicresel apoptozun kanitlar1 gézlenmistir. Her iki bilesigin de, kaspaz-7
aktivasyonu ve PARP klevajin1 uyardigi Western blotlama ile kanitlanmistir. Ayrica,
SL’lerin hiicrelerin invazyon ve migrasyon yeteneklerini baskiladiklart gozlenmistir. Bu
sonuglar dehidrocostus lakton ve costunolidin, néroblastoma kars1 etkili yeni anti-kanser

ajanlar olarak gelistirilmeleri i¢in umut verici adaylar oldugunu gostermektedir.

Martin Chadwick ve ark. 2013 yilinda yaptig1 ¢alismada,’ farkli SL’ larin bitki ve insanlara
olan faydalari incelenmistir. Bu ¢aligmada JNK ve p38 aktivasyon yollarinin bir SL olan
parthenolid tarafindan engellenmedigini fakat MAPK/MEKK1 sinyal yolunun ¢alismasinin
engellendigi belirtmistir. Memeli tiimorlerinin yaklasik30% 'u MAPK / MEKK1 yolu ile

etkiyen Ras protoonkojen mutasyonlarini i¢erdigi igin bu 6nemli bir bulustur.

Katarzyna Gach ve ark. 2012 yilinda yaptig1 ¢alismada ®® SL’ larin anti-kanser aktivitesinin
oksidatif stres ile olan baglantisi ¢alisilmistir.Mitokondriyal bagimli yolla apoptozu baslatan
reaktif oksijen tiirleri (ROS), kanserde {iretilebiliyorsa kanser hiicrelerini 6ldiirmek icin de
kullanilabilir oldugu diistiniilmektedir. Hiicrelerdeki redoks dengesinin en Onemli
diizenleyicilerinden biri azaltilmis glutatyondur (GSH). Kanser hiicrelerinde GSH diizeyleri
normal hiicrelere gore daha yiiksektir. Bu nedenle SL, hiicre ici GSH seviyelerini azaltarak
kanser hiicrelerinin apoptozunu indiikleyebilir. Hiicre ic¢i redoks sinyal yollarim
etkileyebilecek SL kullaniminin, kanser tedavisi icin ilging bir yaklasim olarak kabul

edilebilir oldugu agiklanmustir.
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Sharon Rozenblat ve ark. 2008 yilinda yaptigi ¢alismada 2*Inula viscosa bitkisinden elde
ettigi SL’ lar olan Tomentosin ve Inuviscolide’ nin melanom hiicrelerinde ki anti-kanser
etkisi arastirilmistir. BuSL' larin , G2 / M'de hiicre dongiisiiniin durmasina neden oldugu ve
apoptotik hiicre 6liimiiniin gostergesi olan GO fraksiyonunun ortaya ¢iktigi belirtilmistir.
Apoptozun indiiksiyonu, membran fosfolipidlerindeki degisiklikler, mitokondriyal membran
potansiyelindeki  degisiklikler ~ ve  kaspaz-3  aktivitesinin  saptanmasiyla  da
dogrulanmistir. Tomentosin velnuviscolide ile apoptozun indiiklenmesinin farmakolojik
degeri yiiksektir ve bu SL 'larin melanom tedavisi i¢in yeni ajanlar olarak gelistirilebilecegi

anlamina gelmektedir.

2007 yilinda Fontana ve ark. yaptig1 ¢alismada®Inula viscosa’ nin seskiterpenik bilesikleri
irdelenmistir. Yapisinda aktif olarak Izokostik asit, Carabrone ve Tomentosin ve iKi yeni
seskiterpenik bilesik, 2,5-dihidroksi-izokostik asit ve 2,3-dihidroksi kostik asit tespit

edilmistir.

Nawal Merghoub ve ark. 2016 yilinda yaptigi calismada ® telomerazin, insan papilloma
viriisii (HPV) pozitif rahim agz1 kanserinde aktive edilmesi ve telomerlerin hedeflenmesinin
yeni bir anti-kanser terap6tik hedefi sundugu vurgulanmaktadir. Bu ¢alismada, Inula viscosa
ekstraktlarindan heksan (IV-HE) ve diklorometan (IVV-DF) fraksiyonlarinin proapoptotik
etkileri, sitotoksik ve telomer hedefleme o6zellikleri insan servikal HelLa ve SiHa kanser
hiicreleri iizerinde incelenmistir. Veriler, IV-HE ve IV-DF ekstraktlarinin HelLa ve SiHa
hiicrelerinde doza bagl bir sekilde hiicre biiyiimesini 6nleyebildigini géstermektedir. I[V-HE
ve IV-DF o6zleri, sirasiyla telomerik tekrar amplifikasyon protokolii ve TTAGGG telomer
uzunlugu deneyi ile gosterildigi gibi telomeraz aktivitesini inhibe edebilmektedir ve telomer
kisalmasini indiikleyebilmektedir.Bu c¢alisma, IV-HE ve IV-DF'nin apoptozu indiiklediginin

ve tiimor hiicrelerinde ilag direncinin yenildiginin ilk kanitin1 sunmaktadir.
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Wamidh H. Talib ve ark. 2012° de yaptig1 calismada *Inula viscosa bitkisinden elde edilmis
13 farkli bilesik incelenmistir. Bu bileliklerin antiproliferatif, antimikrobiyal ve apoptoz
indiiksiyon aktiviteleri test edilmistir.icerikte bulunan dért flavonoidte antiproliferatif
aktivite gozlenmistir. Bunlar ; nepetin, 3,3'-di-O-metilqueretin, hispidulin ve 3-O-
metilqueretin dir.3,3’-di-OMethylquercetin ve 3-O-metilquercetin MCF-7 hiicrelerine kars1
secici antiproliferatif aktivite gostermistir.Her iki bilesik de, DNA fragmantasyonu, niikleer
yogunlagsma ve kanser hiicrelerinde apoptotik cisimlerin olusumu ile belirtildigi gibi

apoptozu indiikleyerek antiproliferatif etkilerini sergilemistir.

Paola E. Ordonez ver ark. yaptigi calismada ®”; bir SL olan dehidrolékodinin (DhL) insan
16semi hiicreleri tizerinde yaptigr sitotoksilk etki incelenmistir. Bu I6semi hiicrelerine karsi
aktivite sergileyen ekstrakttan iki SL izole edilmistir: bunlardan ilki DhL ‘idi ve belirgin
sitotoksik aktivite gdstermistir. Ikinci SL olan 16kodinin ise ayirt edilebilir bir aktiviteye

sahip olmadig1 anlagilmistir.

Horacio A. Priestap ve ark. 2012’ de yaptizi calismada ®® ; Bilinen bir SL olan
dehidrolokodin(DhL) ve yeni bir guaiane tip seskiterpen asit olan dehidroparishin-B,
Artemisia douglasiana' dan hazirlanan kloroform ekstraktindan elde edilmistir. Yapilan
caligmalar hem dehidroparishin-B'nin hem DhL’ nin, B16 melanom hiicrelerinin hiicre
proliferasyonunu bloke ettigini ve hiicre migrasyonunu inhibe ettigini ortaya koymustur. Bu
sonuglar, DhL ve dehydroparishin-B'nin metastatik melanomlarin tedavisi i¢in potansiyel

adaylar olabilecegini kanitlamistir.

Valeria V. Costantino ve ark. yaptig1 calismada "* ; Daha once, bir SL olan DhL 'in insan
tiimor hiicrelerinde H2AX ve 53BP1 gibi DNA hasar belirteclerinin birikmesini destekledigi
belirlenmistir. Ayrica DhL'nmin, HeLa ve MCF7 hiicrelerinde konsantrasyona bagl bir
sekilde hiicre yaslanmasini ve apoptozu tetikledigi gosterilmistir. Bu ¢aligmada ise , DhL'nin
B16F0 fare melanom hiicreleri ilizerindeki etkilerinin in vitro ve klinik dncesi melanom
modelinde degerlendirilmesi yapilmistir. DhL, konsantrasyona bagli bir sekilde yaslanma
veya apoptozu indiikleyerek B16F0 hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe etmistir. Ayn1 zamanda,

hayatta kalan hiicrelerin, hiicre dongiisii proteinleri siklin D1 ve Bl ve apoptoz protein
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inhibitori ekspresyonunu azaltmistir. B16FO0 hiicrelerinin C57 / BL6 farelerine deri altindan
enjekte edilmesi ile tiretilen melanomlarda, preventif ve terapdtik protokollerde 20 mg DhL /
Kg / giin ile tedavi, tiimdr hacimlerini sirastyla% 70,% 60 ve% 50 oraninda azaltmigtir. DhL
tedavileri yaslanma ve apoptotik tiimor hiicrelerinin sayisini arttirirken ¢ogalma oranlarini
azaltmistir. DhL'nin uzun vadeli etkilerini agiklayabilmek igin deneysel verilere uygun bir
matematiksel model uygulanmigtir. Deneysel olarak preventif ve terapotik protokolleri
iceren DhL uygulamasinin, tiimor bilyiimesini sinirlamada DhL ile eszamanli tedavilerden
daha etkili oldugu diigiiniilmektedir.

2 . i
; Insan serebral

Natalia Bailon-Moscoso ve ark. DhL ile ilgili yaptigi calismada
astrositoma hiicresi D384 ugulanan DhL igeren ekstraktin hiicre dongiisiiniin durmasini
tetikleyerek, apoptoz ve DNA hasarin1 tetikleyerek hiicre Oliimiine neden oldugu
bulunmusgtur.Ayrica hiicre oliimiiniin CDKNIA ve BAX proteinlerinin ekspresyonunun
artmastyla sonuclandigi tespit edilmistir. DhL'ye maruz kalan D384 hiicrelerinde, toplam
TP73 ve fosforile edilmis TP53, TP73 ve y-H2AX protein seviyelerinde belirgin bir
indiiksiyon gozlenmis olup, toplam TP53 seviyelerinde bir artis saptanmamistir. Genel
olarak, bu c¢alismalar, DHL'nin insan kaynakli astrositoma hiicrelerinin, TP73 'lin ifade

edilmesi ve TP53"in fosforilasyonu yoluyla sagkalimin azalmasi {izerinde belirgin bir etki

gosterdigini aciklamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak yapilan laboratuvar ¢alismalar1 sonucunda; DhL ve MBE ‘nin aktif anti-kanser
etkisi cocukluk cagmin farkli kanserleri iizerinde de literatiire uygun olarak etkin
bulunmustur. Bu bulgular 1s1¢inda calismasi yapilan bitkisel metabolitlerin 6n verileri
cocukluk c¢agi i¢in potansiyel tedavi edici ajan olabileceklerini gostermistir.

In vitro ¢aligmalarinin tamamlanmasi sonrasinda in vivove ex vivo ¢alismalariin yapilmasi
hedeflenmektedir.Yaptigimiz bu ¢alisma sonrasinda anti-kanser etkinligi ortaya konan DhL
ve Inula viscosa bitkisi ekstrakti i¢in in vitro ve in vivo olarak daha genis doz araligiyla
LD50 ve IC50 dozlarin daha hassas olarak belirlenmesi, farkli 6zellikteki kanser hiicre
hatlarinda ve deney hayvanlarinda yapilacak olan molekiiler testlerle etki mekanizmasinin
eksiksiz olarak agiklanmasi planlanmaktadir. Farkli SL’ larin ¢ocukluk ¢agi kanserleri igin
yeni tedavi

Bir diger hedef olarak ise elde ettigimiz bitkisel ekstraktin detayli kantitatif analizlerinin
yapilarak kimyasal iceriginin belirlenmesi ve igerikteki hedef olarak 6n goriilen kimyasal
bilesenlerin de ayrica tek tek ¢alismalarinin tamamlanmasidir.

Halk arasinda bilingsizce kullanimi yapilan bu tarz ¢ok fazla aktif icerige sahip bitkilerin
caligmalarinin yapilmast hem halk sagligit hem de yeni anti-kanser tedavi hedeflerinin
belirlenmesi agisindan 6nem tasidigi agiktir. Ayrica anti-inflamatuvar , anti-mikrobiyal, anti-
proliferatif Ozellikleri yapilan deneylerle ortaya konulmus olan bitkilerin preventif

etkilerinin de incelenmesi gerekmektedir.
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SS021 - The Effect of Dehydroleucodine on Neuroblastoma
(11-14 EKIM 2018)

Safiye Aktasl, Aylin Eroll, Ozde Gokbayrakl1, Efe Ozgiir Serinan1, Hiisniye Kayalar2, Nur Olgunl

1 Dokuz Eylul University Institute of Oncology Department of Basic Oncology, Izmir, Turkey

2 Ege University Faculty of Pharmacy Department of Pharmacognosy , Izmir, Turkey

Neuroblastoma is the most common extracranial solid tumor of childhood. Cisplatin
(CDDP) iswidely used in neuroblastoma. Dehydroleucodine (DhL) is a guaiane-type
Sesquiterpene lactone(SL), known to be active in the chemical structure of many plants,
with biological properties such asantimicrobial, cytotoxic, anti-inflammatory and antifungal.
The Sesquiterpene Lactones have beenproven to be effective in different types of cancer.
However their effects on childhood tumors havenot yet been fully understood. The aim of
this study was to investigate the efficacy of DhL inneuroblastoma cell lines with different
prognostic features and to compare with the effect of CDDP,a commonly used agent in
neuroblastoma.

In this study, well-prognostic SH-SY5Y and LAN-5, poor prognostic Kelly, CHP-134 cell
lineswere cultured for 50-400 uM CDDP and 5-50 uM DhL doses in 96-well plate as three
replicates andits effect on DhL was investigated in comparison with CDDP. It was
determined that DhL was mosteffective at 10-25uM, CDDP 50-100uM dose range, 24h for
Kelly, CHP-134, LAN-5 cell line and72h for SH-SY5Y cell line. CDDP 50 uM, DhL 10
uM, CHP-134 CDDP 100 uM, and DhL 25 uMwere found to be effective for the SH-SY5Y
cells at 72 h for CDDP 100 uM, DhL 10 uM, 24 h forCDDP, 24 h for CDDP 50 uM, DhL
10 uM for LAN-5 cells. 24, 48, and 72 hours of study, it wasdetermined that the effect of
DhL was longer than CDDP.

In this study, we investigated the effect of DhL in comparison to CDDP in four
neuroblastoma cellline with different prognostic features. We conclude that DhL has a
cytotoxic effect onneuroblastoma and is a candidate anticancer agent. It is planned to
investigate the effect of differentSLs on childhood tumors
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