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OZET

Soykut, G. Molohiya (Corchorus olitorius L.) Ekstraktinin Kolon
Kanser Hiicreleri Uzerine Apoptotik Etkileri. Yakin Dogu Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Beslenme ve Diyetetik Doktora Programu,

Doktora Tezi, Lefkosa, 2018.

Corchorus olitorius L., Kibris ve diger Dogu Akdeniz ilkelerinde g¢ok
tiketilen ve bir¢ok kiiltirde tibbi oOzellikleri olan bir bitki olarak
bilinmektedir. Bu ¢alismanin amaci, primer (Colo-320) ve metastatik (Colo-
741) kolon adenokarsinom hiicre hatlarinda Corchorus olitorius L. yaprak
diklorometan (DCM) ve su ekstraktlarinin in vitro anti-kanser ve apoptotik
etkilerini belirlemektir. Colo-320 ve Colo-741 hiicre hatlarinda, hiicre
canliigt ve sitotoksisitesi, MTT testi ile ekstraktin bes farkli
konsantrasyonda Ol¢tilmistir (5, 10, 20, 50 ve 100 ug/ml). Corchorus
olitorius L.'nin apoptotik aktiviteleri, kaspaz-3, sitokrom-c ve Fas Ligand'a
(FasL) karsit antikorlar kullanilarak immiinositokimya yontemi ile
arastirilmistir. Her iki hiicre hattinda DNA fragmentasyonunu tespit etmek
icin TUNEL testi kullanilmistir. Her iki ekstrakt da diger konsantrasyonlar
ile kargilagtirildiginda 50 pg/ml ekstrakt dozu Colo-320 ve Colo-741 hiicre
canliliginin azalmasinda daha etkili oldugu goriilmistiir. Kontrol grubu ve
Colo-320 hiicre hatt1 ile karsilastirildiginda, Colo-741 hiicrelerinde TUNEL
pozitif hiicrelerin sayis1 anlamli derecede daha yiiksek bulunmugtur. DCM
ekstresi, kaspaz-3 immiinoreaktivitesini Colo-320 hiicrelerinde anlamli
Olctide artirirken, su faz1 ekstresi ayni hiicre hattinda kaspaz-3’e ek olarak
sitokrom-c ve FasL immiinoreaktivitelerini de anlamli derecede artirmustir.
Her iki ekstrakt da, Colo-741 hiicrelerinde kaspaz-3, sitokrom-c ve FasL
immiinoreaktivitelerini 6nemli Ol¢lide arttirabilmis ve her iki apoptotik
yolagin da metastatik kanser hiicrelerinde indiiklendigini gostermistir.
Sonug olarak, Corchorus olitorius L., metastatik kolon adenokarsinoma
hiicre hatlarinda daha etkili olmakla birlikte, her iki kanser hiicre hattinda da
apoptozu indiiklemeyi bagsarmistir. Sonuglar,  Corchorus olitorius L.’in
potansiyel anti-kanser etkilerinin oldugunu ve kolon kanseri tedavisinde
kemoterapiye karsit olarak kullanilabilecek potansiyel kemoterapotik ajan
olabilecegini gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Corchorus olitorius L., kolon kanser, apoptoz, bitki
ekstrakt

Destekleyen Kurum: Yakin Dogu Universitesi, Center of Excellence (Proje
no: 2016-04035)



ABSTRACT

Soykut, G. Apoptotic Effects of Molohiya (Corchorus olitorius L.)
Extracts in Colon Adenocarcinoma Cell Lines. Near East University
Institute of Health Sciences Nutrition and Dietetics PhD Program, PhD
Thesis, Nicosia, 2018.

Corchorus olitorius L. is a highly consumed plant in Cyprus and other
Eastern Mediterranean countries and known as a medicinal food in many
cultures. The aim of the study is to determine in vitro anticancer and
apoptotic induction effects of dichloromethane (DCM) and aqueous
Corchorus olitorius L. leaf extracts in primary (Colo-320) and metastatic
(Colo-741) colon adenocarcinoma cell lines.. Cell growth and cytotoxicity
were measured with MTT assay with five different concentrations of
extracts in Colo-320 and Colo-741 cell lines. Apoptotic activities of
Corchorus olitorius L. were investigated by immunocytochemistry using
antibodies directed against to caspase-3, cytochrome-c and FasLigand
(FasL). TUNEL assay was used to detect DNA fragmentation in both cell
lines. Both DCM and aqueous phase of extracts at 50 pug/ml concentration
were more effective at inhibiting Colo-320 and Colo-741 cell growth when
compared with other dilutions. The number of TUNEL positive cells was
significant in Colo-741 cells when compared with both control group and
Colo-320 cell line. DCM phase extract significantly increased caspase-3
immunoreactivity while aqueous phase extract significantly increased
cytochrome-c and FasL immunoreactivities in Colo-320 cell lines. Both
extracts were able to significantly increase caspase-3, cytochrome-c and
FasL immunoreactivity in Colo-741 cells showing that both apoptotic
pathways were triggered. Overall, Corchorus olitorius L. extracts induced
apoptosis in both cancer cell lines while being more effective in metastatic
colon adenocarcinoma cell lines suggesting that the extracts might have
potential anticancer effects and possibility to be used as precursor to
phytomedicinal colon cancer treatment as oppose to chemotherapy.

Keywords: Corchorus olitorius, colon cancer, apoptosis, plant extract

Supported by: Near East University, Center of Excellence (Grant no: 2016-
04035)
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1. GIRIS
1.1 Kuramsal Yaklasimlar ve Kapsam

Kolorektal kanser (KRK), kolon veya rektum bolgesinde gelisen kanser
tirtine verilen addir (WCRF 2018). Diinyada en fazla goriilen ti¢iincii kanser tiirti
olan KRK, mortalitesi en yiiksek dordiincii kanserdir (GCO 2018). Kolon kanseri ise,
kolon dokusunda malignant (kanser) hiicrelerin olusumu ile meydana gelen bir
hastaliktir (NIH 2018). KRK en sik Avustralya ve Yeni Zelanda’da, en az ise Bati
Afrika’da goriilmektedir. Kadin ve erkeklerdeki goriilme sikligi birbirine yakindir
(WCRF 2018). Degistirilebilir veya degistirilemez bazi risk faktorleri KRK olusum
ve gelisim siirecini hizlandirmaktadir. Fazla miktarda alkol tiiketimi, sigara
kullanimi, obezite, az posa tiiketimi ve sedanter yasam degistirilebilir risk
faktorlerine Ornek gosterilebilirken, kalitsal yatkinlik, kolonda bir santimetre
(cm)’den biiylik polip olusumu, inflamatuvar barsak hastaliklar1 degistirilemeyen risk

faktorleri arasindadir (NIH 2018; WCRF 2018).

Corchorus olitorius Linn veya Kibris Tiirkgesindeki ismi ile molohiya,
botanikte Tiliaceae ailesinin Malvaceae cinsine ait ¢igekli ve yaprakli bir bitkidir
(Iseri ve digerleri 2013, s. 766-770). Kibris kiiltiir ve mutfaginda énemli bir yere
sahip olan molohiya, baska iilkelerde de yetismekte ve 0 iilkelerin mutfaklarinda da
yer almaktadir (Iseri ve digerleri 2013, s. 766-770). Corchorus olitorus L., yetistigi
bolgelerde tedavi edici 6zelliginden Gtiirii tibbi bir bitki olarak da bilinmektedir.
Yatistiricl, ditiretik ve laksatif etkiye sahip oldugu, ayrica kas ve eklem agrilarina,
enterit, dizanteri ve yiiksek atese iyi geldigi kiiltiirel olarak sdylenmektedir (Duke
1983). Yine halk arasinda tiimor, disiiri, sistit ve gonoreye 1yi geldigi belirtilmektedir
(Adegoke ve Adebayo-Tayo 2009, s. 155-159). Bunlara ek yapilan ¢aligmalarda
Corchorus olitorius L.’nin 6zellikle i¢eriginde bulunan polifenollerin etkisine bagl
olarak potansiyel anti-obezite, anti-inflamatuvar, anti-oksidan ve anti-kanser etki
gosterdigi saptanmistir (Adegoke ve Adebayo-Tayo 2009, s. 155-159; Pal ve
digerleri 2006, s. 589-591; Wang ve digerleri 2011, s. 127-133; Owoyele ve digerleri
2015, s. 363-368; Handoussa ve digerleri 2013, s. 1204-1216; Fukuda ve digerleri



2016, s. 4227-4234; Li ve digerleri 2012, s. 9348-9360; Salawu ve digerleri 2011, s.
267-275).

Diinya Kanser Arastirma Fonu’nun raporuna gore 15 yil igerisinde KRK
vakalar1 %60 artis gosterecektir (2018). Bilim diinyasi, kisi lizerinde olumsuz yan
etkileri ¢cok fazla olan kemoterapi yerine alternatif, hastaya daha az zarar verecek
yontem arayisindadir. Corchorus olitorus L. bitkisinin literatiirde kolon kanseri
tizerinde yapilan herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamaistir ve bu aragtirmanin bilime bu

anlamda yenilik getirecegi diigiiniilmiistiir.
1.2. Amacg

Bu ¢alismanin ana amaci, primer (Colo-320) ve metastatik (Colo-741) kolon
adenokarsinom hiicre hatlarinda su (hidrofilik) ve diklorometan (DCM) (lipofilik)
olmak iizere iki farkli Corchorus olitorius L. yaprak ekstraktlarinin in vitro apoptotik

indiiksiyon etkilerini belirlemektir.

Calismanin iKinci amaci ise her iki hiicre hattinda da indiiklenen molekiiler

apoptoz yolaginin belirlenmesidir.

Bu caligmada iki farkli Corchorus olitorius L. yaprak ekstraktinin, iki farkli

kolon adenokarsinom hiicre hatlarindaki;
I.  Hiicre canliligina etkisi,
Il.  Apoptotik etkisi ve,

1. Apoptotik yolagin belirlenmesi degerlendirilmistir.

1.3. Hipotez

Corchorus olitorius L. yaprak ekstraktlar1 her iki kanser hiicre hattinda
apoptoza sebep olacaktir. Ayrica, doza bagl kanser hiicre canliligin1 azaltacaktir.
Ekstraktlarin farkli hiicre hatlarinda farkli apoptotik etkileri olacaktir. Corchorus
olitorius L. yaprak ekstraktlari, kanser hiicrelerinde apoptotik etki gostereceginden

otiirti kolon kanser hiicrelerinde potansiyel anti-kanser 6zelligine sahip olacaktir.



Yapilan bu tez ¢alismasi literatiire Corchorus olitorius L. ekstraktinin kolon

kanser hiicre hattinda yapilan ilk ¢calisma olarak gececektir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kolorektal Kanser

Kolorektal kanser (KRK) erkeklerde en yaygin goriilen {igiincii kanser
olurken, kadinlarda ise en fazla goriilen ikinci kanser tiiriidiir. Gorlilen vakalarin
yaklasik %55°1 gelismis iilkelerde goriiliirken, Avustralya ve Yeni Zelanda
kolorektal kanseri insidanslarinin en sik goriildigi ilkelerdendir (GCO 2018).
Kolorektal kanser mortalite oraninda da diinyada dordiincii sirada bulunmaktadir.
Vaka goriilme oranina zit olarak, gelismis iilkelerde kolorektal kanser mortalitesinin
daha diisiik oldugu tespit edilmistir (GCO 2018). Bunun en 6nemli sebepleri olarak,
gelismis iilkelerdeki yaygin erken tani ve ileri tedavi yontemleri gosterilebilir. KRK
genetik ve epigenetik farkliliklarin zaman igerisinde artarak normal kolonik
mukozanin invasif bir kansere doniismesi ile gerceklesmektedir. Cogu KRK vakasi
adonokarsinomdan olusmaktadir fakat neoplastik doniisiimiin adenokarsinoma
dontismesi 10 ile 15 yil arasinda bir zaman dilimini kapsamaktadir. Bu da dolayisi
ile, erken teshis taninin KRK i¢in de 6nemli oldugunu vurgulamaktadir (Binefa 2014,

S. 6786-6808).

Kolon adenokarsinomasi kolon veya rektumun i¢ yilizeyinde, o bolgede
lubrikasyonu saglama amaci ile bulunan mukus iireten bezlerde baglayan veya olusan
kanser tiiriine verilen isimdir (ACS 2017). Kanser hiicreleri biiylir ve kolon
mukozasina yayilirsa buna invazif adenokarsinoma adi verilir (ACS 2017).
Kolorektal kanserlerin yaklasik %95°i adenokarsinomalardan olusmaktadir (WCRF
2018).

2.1.1 Kolorektal Kanser Yonetimi

KRK yo6netimi; goriintiilleme, evreleri tespit etme ve tedavi kisimlarini
kapsamaktadir. Tedavi; operasyon, kemoterapi ve bolgesel radyoterapi olarak
diisiiniilmektedir (Pabla ve digerleri 2015, s. 133-141). Ulusal Kanser Enstitiisii’niin
standart tedavi kilavuzuna gore tiimor, nod, metastaz (TNM) siniflandirilmasi
kullanilmaktadir (NIH 2018). Buna gore 0-11 evre KRK operasyon ile, 111. evre KRK
operasyon ve kemoterapi ile, IV. evrede ise metastaz oldugu i¢in hem kolonda hem

de metastaz olan bolgede operasyon ile malignant tiimoriin alinmasi, intra-arteriyal



kemoterapi ve kanser tiirline ek olarak mutasyonuna yonelik hedeflenmis tedavi ile
uygulanmalidir (NIH 2018). KRK’nden korunma, genelde diizenli goriintiileme
kontrolii (gayta testi, kolonoskopi ve radyografik goriintiileme) olmaktan
gecmektedir. Adonomatdz veya kolonik polipler bu yolla tespit edilebilir ve herhangi
malignant bir olusuma doniismeden 6nlem alinabilir (Pabla ve digerleri 2015, s. 133-

14; NIH 2018).

2.1.2 Kolorektal Kanser Risk Faktorleri

Bazi bireylerde daha yiiksek olan kolorektal kanser riski, dort ana dala
ayrilmaktadir. Bunlar; genetik mutasyonlar, ¢evresel faktorler, kolorektal kanser aile
hikayesi ve demografik yap1 olarak 6zetlenebilirler (Pabla ve digerleri 2015, s. 133-
141). Kolorektal kanser vakalarinin %5-10’u kalitsal mutasyona bagli vakalardan
olugmaktadir. Bunlardan en yaygin goriilenleri; Familyal Adenomatéz Polipozis
(FAP) ve Kalitsal Non-polipozis Kolorektal Kanser (HNPCC) veya Lynch Sendrom
olarak bilinen herediter hastaliklardir (Pabla ve digerleri 2015, s. 133-141; WCRF
2018). HNPCC, yanlis eslesme onarim genlerinde (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2,
EPCAM) meydana gelen bir veya birden fazla mutasyondan dolay1 gelisirken, FAP
ise Adenomatoz Polipozis Coli (APC) geninde olan mutasyonlardan dolay1
gelismektedir (Pabla ve digerleri 2015, s. 133-141). Herediter hastaliklar kalitsallik
gosterdiginden ve aile bireyleri ayn1 ¢evreyi paylastigindan, kolorektal kanserde, aile
hikayesi ve demografik yap1 da riski artiran faktorler arasina girmistir.Kolon
kanserinin gelisimi ve prognozunda yer alan g¢evresel risk faktorleri; radyasyon,
sigara kullanimi1 ve beslenme aligkanliklar1 olarak siralabilir (Pabla ve digerleri 2015,
S. 133-141; WCREF 2018). Diinya Kanser Arastirmalar1 Fonu’nun kolorektal kanser
raporuna gore islenmis et, alkol, viicut yaglanmasi ve yetiskinlik déoneminde boy
uzamasi ikna edici kanit seviyesinde kolorektal kanser riskini artirirken fiziksel

aktivite ise kolorektal kanser riskini azalttig1 bildirilmistir (WCRF 2018).

Bunun yami sira, diyet posasini artirmak ise KRK riskini olasi kanit
seviyesinde azalttigi bildirilmistir (WCRF 2018). Corchorus olitorius L. diyet posa
icerigi yiiksek bir besin olarak siniflandirilmaktadir (Abdalla ve digerleri 2016, s. 1-
10). Diyet posasinin KRK {izerine potansiyel olumlu mekanizmalari arasinda ise

fermentasyon sirasinda olusan kisa zincirli yag asidi (KZY A)’den biitiratin, kolonik



pH’y1 diigiirmesi yer alir. Ayni zamanda, bir timor supresor proteini olarak bilinen
p57 (sikline bagli kinaz inhibitorii)’nin de translasyonunun artisi ile proliferasyonu
inhibe ettigi ve apoptozu indiiklendigi belirlenmistir (WCRF 2018; Guo ve digerleri
2010 s. 1321-9). Ayrica, barsak gecis hizin1 ve fekal yiikii artirip kolon mukozasi ile
potansiyel karsinojen mutajenlerin iliskisinin kesilmesine de neden olmaktadir
(WCRF 2018; Pan 2017, s. 243-267). Giinde avaraj olarak alman 10 g diyet
posasinin KRK riskini %30’a kadar disiirdiigii belirlenmistir (Dahm ve digerleri
2010, s. 614-626). Bati1 tarz1 yiiksek yagli beslenme modelinin ise proto-onkogen
olan c-myc ve Ras expresyonlarini artirdig1 dolayisi ile onkojenik etki yaratarak KRK
ve diger kanser tiirlerinin gelisimini hizlandirdigi bildirilmistir (Pabla ve digerleri

2015, s. 133-141; Wang ve digerleri 2011, s. 57-67).

2.1.3 Kolorektal Kanserde Biiyiime Faktorleri

Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii (Epidermal Growth Factor Receptor,
EGFR) tiim epitelyal ve stromal hiicrelerde bulunan ve hiicre bdliinmesi, apoptoz,
hiicre farklilagmasi, migrasyon ve organojenezde rol oynayan bir reseptordiir.
EGFR, KRK vakalarinin biiyiik bir ¢ogunlugunda artmis oranda ekprese olmustur.
EGFR’nin artis1 proliferasyonu ve anjiyojenik aktiviteyi artirirken, apoptozu inhibe
ettigi goOriilmiistiir. Proliferasyonun artis1 ile donistiiriicii biliylime faktorii
(Transforming Growth Factor, TGFP) de artis gostererek mitotik aktivitenin ve
vaskiiler endotel biiyiime faktorii (Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF)
salimiminin artigina ve tlimoriin bilylimesine neden olmaktadir (Pabla ve digerleri
2015, s. 133-141). Ayrica, EGFR sinyalizasyonu BRAF aracilig1 ile mitojen ile
aktive edilen protein kinazlar (MAPK) yolagimi indiikleyerek kanser hiicrelerinde
hiicre biiylimesini ve hayatta kalmay1 artirmaktadir (Grady ve digerleri 2014, s. 124-
139).

Diger taraftan, siklooksigenaz 2 (COX2) enziminin biiyiime faktorlerini
inflamasyon yolagin tetikleyerek artirdigi gosterilmistir. Aragidonik asit (AA) elzem
bir yag asididir. Omega-6 yag asidi grubuna bagli olan AA, o6zellikle hayvansal
kaynakli besinlerde bulunmaktadir. AA 06zellikle COX2 enzimi yardimi ile pro-
inflamatuvar bir sitokine doniisebilmektedir. AA COX2’nin doniistiirmesi ile

prostoglandin E; (PGE;) son {irlinlinii olusmaktadir. PGE;’ler, viicutta aktif olarak



bulunan ve hormon benzeri etki gosteren lipidler olarak bilinmektedir. PGE; ise
proliferasyonu indiikleyip, immiin sistemi baskilayarak ayrica VEGF {irelitmesini ve
fibroblast biiylime faktoriinii stimiile ederek anjiyogenezi artirdigi bildirilmistir.
KRK de ise COX2 aktivitesi ile birlikte PGE; seviyelerinde artis gézlemlenmektedir
(Raskov ve digerleri 2014, s. 18151-18164; Hagland ve digerleri 2013, s. 12-25).

2.1.4 Kolorektal Kanserdeki Molekiiler Mekanizmalar

KRK karsinojenezi i¢in ii¢ ana mekanizma bulunmaktadir. Bunlardan ilki
1990 yilinda Faeron ve Vogelstein’in ortaya koydugu siipresor yolagi veya
kromozomal instabilite yolagidir. Bu yolakta bir onkogen olan KRAS 1n aktivasyonu
ve timor siipresor genlerinin (APC, SMAD4, TP53) baskilanmasi goriilmektedir. Bu
molekiiler degisimler, neoplastik doniistimlere sebep olmaktadirlar (Fearon ve digeri

1990, s. 759-767; Binefa 2014, s. 6786-6808).

Ikinci mekanizma ayn1 zamanda mutatdr yolag: veya mikro-satalit instabilite
yolagi olarak bilinmektedir. KRK olusumu, DNA replikasyonu sirasinda meydana
gelen hatalardan ve onarim genlerindeki olusan mutasyonlardan (yanlis eslesme
onarim genlerinde) kaynaklanmaktadir. Tekrarlayan DNA fragmentlerinde (mikro-
satalit) meydana gelen bu anomaliler, birgok kanser prognozunda gorev alan bir¢ok
gende mutasyona neden olmakta ve tlimor olusumunu hizlandirmaktadir (Binefa
2014, s. 6786-6808).

KRK olusumunda rol oynayan bir diger mekanizma ise epigenetik yolagi
iceren aberant hipermetilasyonu olarak bilinmektedir. Bu yolakta ise hipermetilasyon
sonucu gen fonksiyonlarinin degismesi veya sessizlestirilmesi gozlemlenmektedir.
Metilasyon yolagi tiimorleri daha ¢ok kadinlar1 ve yaglhilan etkilemektedir (Binefa
2014, s. 6786-6808). Bu tiimorlerin farklilagmasi genelde zayifdir ve BRAF
mutasyonu olma olasiliklar1 daha yiiksektir. Eger kiside metilasyon yolag: aktif ise
KRK’de en 6nemli kemoterapi tedavi yontemlerinden olan 5-Fluorourasil (5-FU)’ya
yanit vermemekle bilinmektedir (Binefa 2014, s. 6786-6808).



2.1.5 Kolorektal Kanserde Onemli Gen Mutasyonlar1

Kanser hiicrelerinde KRAS ekspresyonu EGFR sinyalizasyonu ile artis
gosterir. KRAS geni bir proto-onko gen olarak bilinmektedir. KRK vakalarinin
yaklasik %30-50’sinde KRAS mutasyonu tespit edilmistir (Raskov ve digerleri 2014,
s. 18151-64). KRAS mutasyonu pozitif olan KRK vakalarinda guanezin trifosfataz
(GTP) aktivasyonlarinda farklilik goriilmekte ve bununla beraber GTP’nin GDP’ye
¢evrimi azalmaktadir. Sonu¢ olarak GTP oraninda artis izlenmekte ve bu durum

stirekli sinyalizyona sebep olmaktadir. (Raskov ve digerleri 2014, s. 18151-18164).

APC KRK’de onemli rol oynayan bir timdr supresor genidir. APC’de
meydana gelen mutasyonlar malignant doniisiimii hizlandirarak adenoma-karsinoma
ilerleyisine katki koyarlar (Raskov ve digerleri 2014, s. 18151-18164). APC geninin
hiicre proliferasyonu, transkripsiyon ve hiicre i¢i iletisimi saglamak gibi bir¢ok
gorevi bulunmaktadir. Bunlara ek olarak en onemli goérevlerinden biri, B-katenin
proteini ile birlikte Wnt-sinyalizasyon yolaginin regiilasyonudur (Raskov ve digerleri
2014, s. 18151-18164). APC mutasyonu hem sporadik KRK’de hem de FAP’da
goriilmektedir. APC proteini kolonosit ve kaderin (kalsiyuma bagli aderin)
arasindaki birlesme yerlerindeki gorevlerini siirdiirmesi i¢in gereklidir. APC, GSK3-
B ve B-katenin ile birlikte kaderin molekiiliine baglanir. Bu baglanma sonucunda
birlesme yerlerindeki fonksiyonlar giivence altina alinir. Bu durumda sitoplazmada
bulunan B-katenin miktar1 diisiis gosterir. Sitoplazmadaki diisiik B-katenin seviyeleri
de, proliferasyonu artirip hiicre farklilasmasini hasara ugratan ve apoptozu inhibe
eden Whnt-sinyalizasyon yolaginin baskilanmasia neden olur (Raskov ve digerleri
2014, s. 18151-18164). Bunlara ek olarak APC mutasyonu, timor baglatic1 faktorler
ve sitokinler COX2 seviyelerini artirarak inflamasyon siirecinin baglamasina ve
ayrica neoplaziye neden olur. Dolayisi ile, hem Wnt-sinyalizasyon yolagi ile hem de
EGF aktivitesini artirarak hiicre proliferasyonu ile KRK adenomadan karsinomaya
gecisini hizlandirmaktadir (Raskov ve digerleri 2014, s. 18151-18164; Grady ve
digerleri 2014, s. 124-139; Hagland ve digerleri 2013, s. 12-25).

Bir tiimor supresor geni olan p53 KRK’de de olmak iizere birgok kanser
tiirlinde mutasyona ugramistir (Li ve digerleri 2015, s. 84-93; Grady ve digerleri
2014, s. 124-139). Adenomadan malignant Kkarsinomaya doniistimiinii p53



mutasyonlarinin artirdigr bilinmektedir (Grady ve digerleri 2014, s. 124-139; Huerta
ve digerleri 2006, s. 517-526). p53’iin apoptoza ek olarak hiicre siklusu arresti ve
senesense de neden olabilecegi, bu islemleri, O6zellikle hiicre molekiiler stres
etmenleri ile basa ¢ikabilmek i¢in yaptig1 disiiniilmektedir (Li ve digerleri 2015, s.
84-93). Hiicre siklusu arrestini, siklin kinaza bagli hiicre sikliisii inhibitori p21
aktivitesini artirarak basarmaktadir (Li ve digerleri 2015, s. 84-93; Huerta ve
digerleri 2006, s. 517-526). Fakat, en 6nemli kemo-protektif etkisini ise hem intrisik
hem de ekstrinsik apoptozu indiikleyerek gercgeklestirmektedir. p53 pro-apoptotik
Bcl-2 iligkili X protein (Bax)’1 aktive ederek apoptozu indiiklerken, anti-apoptotik B
hiicre lemfoma 2 (Bcl-2)’yi de baskilamaktadir (Li ve digerleri 2015, s. 84-93).
Bunlarin yani sira, p53 6liim reseptorlerini de aktive ederek mutasyonlu hiicrelerin
apoptoza siirliklenmesini saglamaktadir (Li ve digerleri 2015, s. 84-93). p53
mutasyonlarina ek olarak ~ mikroRNA (miRNA)’larda p53 regiilasyonundan
sorumludurlar. MiRNA 125, p53 seviyelerini azaltip onkogen gibi gorev yaparken
miRNA 34 ailesi ise p53 aktive ederek Wnt-sinyalizasyon yolagini baskilayarak anti-
proliferatif ve proapoptotik etkiler gostermektedir (Li ve digerleri 2015, s. 84-93).

2.1.6 mTOR & PI3K/Akt Yolaklar:

Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi (The mammalian/mechanistic
target of rapamycin, mTOR) hiicre biiyliimesini ve proliferasyonunu diizenleyen bir
sinyalizasyon yolagi olarak bilinmektedir (Wang ve Zhang 2014, s. 4178-4188).
mTOR fosfoinositid-3 kinaz (PI3K) ile ilgili kinaz ailesine bagli serin/treonin protein
kinazidir (Laplante ve Sabatini 2012, s. 274-293). mTOR hiicre icerisindeki anabolik
olay dizinlerini, ¢evredeki besin oOgelerinin ve biiylime faktorlerinin yardimi ile
indiikler (Wang ve Zhang 2014, s. 4178-4188). mTOR belirli proteinlerle iletisim ve
etkilesime girerek iki farkli kompleks olusturur. Bunlar mTOR kompleks 1
(mTORC1) ve mTOR kompleks 2 (mTORC2)’dir (Wang ve Zhang 2014, s. 4178-
4188; Laplante ve Sabatini 2012, s. 274-293). Raptor ve PRAS40 gibi proteinler
mTORC1’e 6zgiiyken, rictor, msinl ve protorl/2 mTORC2’ye aittirler (Wang ve
Zhang 2014, s. 4178-4188). mTORCI1 ana diizenleyicileri S6K1 ve 4E-BP1 ile
birlikte protein ve niikleotid sentezine, de novo lipojeneze ve hiicresel

metabolizmanin artmasia sebep olup ATP iiretimini de artirmaktadir (Wang ve
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Zhang 2014, s. 4178-4188). mTORC? ise protein kinaz B (PKB), GSK1 ve PKCa’y1
fosforlayarak, hiicrelerin hayatta kalmasini, metabolizmasin1 ve sitoskeletal
organizasyonu artirmaktadir (Wang ve Zhang 2014, s. 4178-4188). Ras aktivasyonu,
p53 mutasyonu, PI3K yolaginin indiiklenmesi ve Wnt yolagindaki bozulmalar,
mTOR aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu durum ise kanser hiicrelerinde
proliferasyonu artirmakta, ayrica apoptozun inhibe olmasini saglamaktadir (Wang ve
Zhang 2014, s. 4178-4188). mTOR, VEGF ve EGF inhibitorleri kolon kanser
tedavisinde kullanilan bazi araglar olarak bilinmektedir (Wang ve Zhang 2014, s.
4178-4188; Pandurangan 2013, s. 2201-2205). Anabolik sinyaller, 6rnegin insiilin ve
insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 (IGF-1), hiicrelerin kullanabilecegi herhangi bir
besin 6gesi PI3K yolagini aktive eder. Bu yolagin aktive olmasi PIP3 {izerinden
mTORC2’nin aktive olmasina, ve dolayis1 ile hiicrenin proliferasyonuna,
biliylimesine ve hayatta kalmasina yardimei olur (Wang ve Zhang 2014, s. 4178-88;
Laplante ve Sabatini 2012, s. 274-93). PIP,’nin PIP3’e fosforile olmasini saglayan
yolakta, PIP; mTORC2’nin aktive olmasina sebep olmaktadir. PTEN ise PIP3’ii
defosforile ederek, PIP,’ye doniisiinii saglamakta ve mTORC2’nin baskilanmasina
yani hiicre proliferasyonunun ve biiylimesinin azalmasina neden olmaktadir (Wang
ve Zhang 2014, s. 4178-4188) (Sekil 2.1.6.2). Bunlara ek olarak p53 de PTEN’in
transkripsiyonunu artirarak hiicre proliferasyonunu baskilamaktadir. Bdylece
PTEN’de mTOR ve PI3K yolagin1 sekteye ugrattigindan, kolorektal kanser
hiicrelerinde tiimor supresor olarak gorev alir (Wang ve Zhang 2014, s. 4178-4188;
Laplante ve Sabatini 2012, s. 274-293).
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2.1.7 Kolorektal Kanser ve Metastaz

Metastatik kolorektal kanser hiicreleri, diger kanser hiicreleri gibi ilk etapta
malinant transformasyona ugramalidir. Gelisen ve biriken mutasyonlar sonucu,
proliferasyon ve immortalizasyonu, invazyon ve metastaz takip eder. Bu asamadaki
en Onemli faktorlerden biri, epitel-mezenkimal gecistir. Epitel hiicrelerin,
mezenkimal fenotip kazandig1 bu evrede, sitoskeleton yapilar1 degisir, ¢evrelerindeki
hiicrelerle baglar1 zayiflar ve apikal-bazal polariteleri kaybolur. Bu degisimler,
hiicrelerin ¢evrelerindeki bagka doku grubundan olan hiicreleri, genelde vaskiiler ve
lemfatik sistem hiicreleri, invaze etmesine yardimda bulunur. Sonug¢ olarak
metastatik kaskadin baslangici olan, malignant kanser hiicrelerinin, dolasim yoluna
girigi tamamlanir. Daha sonra, genelde karaciger, akciger ve beyne metastaz yine
metastatik kolon kanser hiicrelerinin, ulastiklar1 dokudaki hiicreleri invaze etmesi

sonucu gergeklesir (Vu ve Datta 2017, s. Epub).

2.2 Apoptoz

Apoptoz, normal hiicrelerin ve kanser hiicrelerinin kaderinin belirlenmesinde
onemli bir rol oynamaktadir. Hiicrelerimiz disaridan gelen veya hiicre icerisindeki
belirli sinyallere gore organizmay1 koruma amagli apoptoza girmektedir. Apoptoz
Yunan kokenli bir kelimedir ve bir yapragin agacin dalindan diigmesi gibi
“diismek/dokiilmek” anlamma gelmektedir. Ozellikle ¢ok hiicreli sistemler igin
elzemdir (Albert ve digerleri 2015, s. 1021; Huerta ve digerleri 2006, s. 517-526;
Stoian ve digerleri 2014, s. 160-164). Eger hiicre herhangi bir sorun veya hasar ile
kars1 karstya kalirsa sisteme, yani organizmaya, daha fazla zarar vermemek adina

apoptoza, programli hiicre dliimiine girer.

Apoptoz spontane gelisen bir olay degil tam aksine organizmal sistemi
korumak i¢in olugan koruyucu, kalite kontrolii yapan ve programli bir yolaktir
(Albert ve digerleri 2015, s. 1021). Apoptoz, bozulmus, malignant doniisiime
yatkinligi olan, DNA hasar1 olan hiicrelerden kurtulmay1 amaglamakta ve dolayisi ile
organizmay1 kanserden ve kimerizmden korumaktadir (Albert ve digerleri 2015, s.
1021; Huerta ve digerleri 2006, s. 517-526). Apoptoza giren hiicreler baz1 morfolojik

degisiklikler gdsterirler. Ornegin hiicre biiziisiir ve yogunlasir, ayrica hiicre iskeleti
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dagilir, kromatin kondense olur ve DNA pargalara ayrilir. Bu pargalanma sonucu

ortaya cikan hiicreye apoptotik cisimler ad1 verilir (Albert ve digerleri 2015, s. 1021).

Apoptoz, hiicre i¢i proteazlarinin aktive olmasi ile tetiklenen bir yolaktir. Bu
0zel proteazlara kaspaz adi verilmektedir. Kaspazlar oncii ve bitirici olmak {izere
ikiye ayrilmaktadir. Oncii kaspazlar apoptozu baslatirken ayn1 zamanda bitirici
kaspazlari da tetiklemektedir. Ayrica, bir 6ncii kaspazin aktif olmasi, proteolitik bir
kaspaz kaskadina neden olmakta ve birden fazla bitirici kaspazi tetikleyebilmektedir

(Albert ve digerleri 2015, s. 1023).

Apoptozda iki ana yolak mevcuttur. Bunlar; ekstrinsik (6lim reseptoril) ve
intrinsik  (mitokondriyel) yolak olarak bilinmektedir. Ekstrinsik yolak, 6lim
reseptorleri araciligi ile aktive edilir. Oliim reseptorleri hiicre membraninda bulunan
ve ckstraseliiler altbirimine ligand baglanan yeri mevcutken, hiicre iginde ise
apoptozu indiikleyici 6liim altbirimi mevcut olan reseptorlerdir. Bu reseptorler timor
nekrozis faktor (TNF) ailesine baglidir ve TNF ile iliskili apoptoz-uyarici ligand
tedavisi (TRAIL), Fas ve TNF ektrinsik yolagin baglamasina neden olan
reseptorlerdir (Albert ve digerleri 2015, s. 1024; Huerta ve digerleri 2006, s. 517-
526). Fas ligand (FasL)’in Fas’a baglanmasi ile Fas-bagimli 6liim domain proteini
(Fas-associated death domain, FADD) 6ncii kaspaz olan kaspaz 8’e baglanarak 6liim
indiikleyici sinyal kompleksini (Death-inducing signalling complex, DISC)
olustururlar. DISC igerisinde aktive olan kaspaz 8 daha sonra bitirici kaspazlar

aktive eder (Albert ve digerleri 2015, s. 1024; Huerta ve digerleri 2006, s. 517-526).

Intrinsik veya mitokondriyel yolak ise hiicre igi bir strese (DNA hasari) yanit
amagcl indiiklenmektedir. Intrinsik yolakta elektron transport zincirine ait dnemli bir
protein olan sitokrom-c kilit rol oynamaktadir. Sitokrom-c’nin mitokondriden
sitoplazmaya gegcisi ile birlikte Apoptotik proteaz aktive edici faktdr (Apafl)’e
baglanmaktadir. Bunun sonucunda ise Apafl, ATP ve pro-kaspaz 9, apoptozom
denilen bir kompleks olusturmakta ve pro-kaspaz 9 aktive olmaktadir. Aktive olmus
kaspaz 9, bitirici kaspazlar1 aktive ederek apoptozu indiiklemektedir (Albert ve
digerleri 2015, s. 1025; Huerta ve digerleri 2006, s. 517-526). Ayrica sitokrom-C
salmmmi diger; SMAC/Diablo, Omi/HtrA2, endoniikleaz ve apoptoz-indiikleyici
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faktor (AIF) gibi pro-apoptotik proteinleri de aktive eder. Bu aktivasyon sonucunda
apoptoz inhibitori proteinleri (IAP) baskilanir (Zhang ve Yu 2013, s. Epub).

Intrinsik yolakta apoptozu diizenleyici belirli proteinler mevcuttur. Bu
proteinlerin esas gorevi apoptozun gergekten gerekli oldugu zamanda yapilmasini
saglamak ve spontane bir olay olmasmi Onlemektir. Bunlar Bcl2 ailesine ait
proteinlerdir (Albert ve digerleri 2015, s. 1026; Cairrao ve Domingos 2010, s. 1-8).
Bcl2  proteinlerinin - gbérevi mitokondriyal dis membran permeabilitesini
diizenlemektir (Cairrao ve Domingos 2010, s. 1-8). Bcl2 proteinleri anti-apoptotik ve
pro-apoptotik olmak ftizere ikiye ayrilmaktadirlar. Bcl2 ve BelXL anti-apoptotik
(apoptozu Onleyici) proteinlerken Bak ve Bax pro-apoptotik (apoptozu indiikleyici)
proteinler olarak bilinmektedir (Cairrao ve Domingos 2010, s. 1-8). Bu proteinlere ek
olarak bulunan BH-3 proteinleri ise herhangi bir apoptotik sinyale karsilik hiicre
icerisinde tiretilen veya aktive edilen pro-apoptotik proteinlerdir. BH-3’iin pro-
apoptotik 6zelligini anti-apoptotik Bcl2’yi baskilayarak veya inhibe ederek elde ettigi
diistiniilmektedir. Bid, BH-3 proteinlerine 6rnek gosterilebilir (Albert ve digerleri
2015, s. 1026; Cairrao ve Domingos 2010, s. 1-8). Bid proteini iki yolak arasinda
bulunan neredeyse tek ortak proteindir. Pro-kaspaz 8’in aktive olmasi ile birlikte Bid
de aktive olur ve mitokondrinin dis bolimiine gegerek burada anti-apoptotik
proteinleri (Bcl2) inhibe ederek apoptotik etkiyi artirir (Albert ve digerleri 2015, s.
1027-1028).
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Sekil 2.2.1. Ekstrinsik ve intrinsik apoptoz yolaklar1 (Huerta ve digerleri 2006, s.
517-526; Khan ve digerleri 2016, s. Epub)

2.2.1 Kolon Kanserinde Apoptozun Onemi

Kolon  kanserinin  gelismesinde  apoptoz ~ mekanizmasinin  tam
isleyememesinin veya sekteye ugramasinin molekiiler 6nemi vardir. Kolon
kanserinde, yenilenen hiicre sayisi ile 6len hiicre sayisi arasinda bir dengesizlik s6z
konusudur. Bu dengesizlik proliferasyon artigi ile agiklanabilir (Huerta ve digerleri
2006, s. 517-526). Hiicre zaman igerisinde, mutasyonlar sonucu olusan tehlikeli olan
sinyallere, apoptoz ile cevap veremez ve bu malignant doniisiimlerin olugsmasina
neden olur (Huerta ve digerleri 2006, s. 517-526). KRK olusumunda proliferasyon
gerektiginden fazla gergeklesmekteyken, apoptoz ise daha az ger¢eklesmektedir.
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2.2.2 Kolon Kanserinde Apoptoz Inhibisyonu

Kolon kanserinin olugmasi i¢in kolonda bulunan kriptlerin 6ncelikle polibe
donligmesi, daha sonra adenoma ve kanser hiicreleri igeren adenoma doniigmesi
gerekmektedir. Daha sonra, adenokarsinoma doniisiimiiniin gerg¢eklesmesi kolon
kanser olusumunda gozlenlenir (Yang ve digerleri 2009, s. 225-233). Hiicrelerimizde
gelisen bazi mekanizmalar sonucu anti-apoptotik etkiler meydana gelir. Bunlardan
ilki APC’de meydana gelen mutasyonlardan dolayi sitoplazmada -katenin yolaginin
aktive olmasi ve artan proliferatif ekspresyondur. Bu durum apoptozu baskilarken
kanser hiicrelerinde proliferasyonu artirir. Ozellikle KRK erken donemlerinde Bcl2

ekspresyonundan dolay1 apoptoz inhibe olur. Ayrica Bax ekpresyonu azalir.

Bunlara ek olarak p53 “guardian of genome, genom gardiyani” olarak bilinen
gende meydana gelen mutasyonlar, apoptozu inhibe eder ve kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu artirir (Yang ve digerleri 2009, 225-233; Huerta ve digerleri 2006,
s. 517-526). COX2 ve PGE; birikimi ise Bcl2 seviyelerini artirirken, Bak ve Bax

salinimini azaltir ve dolayisi ile pro-apoptotik yolak inhibe edilir.

Normalde bir tiimdr supresor olarak gorev alan TGFf ise, KRK hastalarinin
yaklasik 9%30’unda mutasyona ugramistir. Mutasyonun 6nlenmesi ekstrinsik yolagi
uyarip pro-apoptotik etki gosterebilmektedir. Inflamasyon gdstergeci olan niiklear
faktor kB (NFkB)’nin artig1 ise yine apoptozu inhibe ederken inhibisyonu TRAIL
yolagi araciligi ile apoptozu indiikleyebilme ihtimali tartigilmaktadir (Yang ve
digerleri 2009, 225-233; Huerta ve digerleri 2006, s. 517-526).

Yukarida bahsedilen tiim olas1 yolaklar kolon kanserinde apoptoz sisteminin
bozulmasindan kaynakli bir gelisime ve malignant doniisim hizim1 artirmaya
yardimec1 olmaktadir. Ozetlemek gerekirse; apoptoz cok hiicreli sistemleri olasi

hasardan ve malignant doniisiimden koruyan 6nemli ve kompleks bir iglemdir.
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Sekil 2.2.2.1. Kolon karsinom olusum mekanizmalar1 (Huerta ve digerleri 2006, s.

517-26; Alam ve digerleri 2018, s. Epub)
2.3 Corchorus olitorus L.

2.3.1 Corchorus olitorus L. Bitkisi ve Besin Ogesi I¢erigi

Corchorus olitorus L., igerdigi polifenollerden dolayr KRK’ hiicrelerindeki
inhibe olmus apoptoz yolaklarinin inhibisyonunu ortadan kaldirabilecegi
disiiniilmektedir. Yaklasik 50-60 Corchorus tiiriinden bir tanesi olan Corchorus
olitorius L., diger yandas tiirevleri gibi yiiksek oranda posa icermesi ile bilinir (1JSG
2003). Corchorus tiirleri genelde 1lik bolgelerde, tropik ve sub-tropik iklimlerde
yetismektedirler ama genelde izlerine en fazla Dogu ve Giiney Afrika’da rastlanir
(JSG 2003). Corchorus olitorius L. bitkisinin koékenlerinin Kuzey Avustralya ve
Afrika oldugu bilinmekte, Hindistan ve Cin’e Misir ve Suriye yolundan gog¢ ettigi
diisiiniilmektedir (1JSG 2003). Ilkbaharin sonlarini yaza baglayan ve yaz
donemlerinde yetisen bu bitki, ¢ok hizli uzamakta ve eger hasat edilmezse 3,5 m

boyuna kadar ulagabilmektedir (FAO 2015; PFAF 2015). Genelde Agustos ayindan
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Ekim ayma kadar ¢iceklidir. Cicekleri agik sar1 ve hermafrodit olup bdcekler
tarafindan polen transferi yapilmaktadir. Yetismek icin nemli bir topraga ve giinesli
bir iklime ihtiya¢ duymaktadir (PFAF 2015). Cok fazla dallanabilen Corchorus
olitorius L., genel olarak 90-120 cm ulastiginda hasat edilmektedir. Yapraklar: 6-10
cm uzunlugunda ve 3-5 cm genisligindedir (Duke 1983). Genel olarak yapraklar
taze veya kurutulmus olarak tiiketilir. Daha taze olan yapraklar salatalarda,

kurutulmuslar ise genelde corbalarda kivam artirict olarak kullanilabilirler (PFAF
2015).

Govdesinde fazla miktarda seliiloz ve lignin bulunur. Bu posa iiriinleri ¢esitli
kimyasal yontemler ile Corchorus olitorus L.’nin gévdesinden ayrilmakta ve tekstil
sektoriinde siklikla kullanilmaktadir. Pamuktan sonra dogal posasi en kullanish bitki
olarak adlandirilmakta, posasindan ¢ikarilan ipliklerinden dogal elbiseler dikilmekte
veya dogada yok olabilen aligveris posetleri tiretilmektedir (FAO 2015; 13JSG 2003).
Ozellikle Hindistan ve Banglades’de &nemli bir ticari iiriin olup, biyolojik olarak
dogada pargalanabilir 6zellikliginden kaynakli ihracatta biiyilk rol oynamaktadir
(FAO 2015; 1I3SG 2003).



Tablo 2.3.1.1 Corchorus olitorius L.'in besin 6gesi igerigi (USDA 2015)
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Besin Ogesi Birim Miktar/100 g
Su g 87,72
Enerji kkal/kJ 34/142
Protein g 4,65
Total Lipit g 0,25
Karbonhidrat g 5,80
Kiil g 1,58
Kalsiyum mg 208
Demir mg 4,76
Magnezyum mg 64
Fosfor mg 83
Potasyum mg 559
Sodyum mg 8
Cinko mg 0,79
Bakar mg 0,255
Manganez mg 0,123
Selenyum ug 0,9
C vitamini mg 37
Tiamin mg 0,133
Riboflavin mg 0,546
Niasin mg 1,260
Bg vitamini mg 0,600
Folat ug 123
A vitamini (RE) ug 278
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2.3.2 Corchorus olitorius L. Taksonomisi

Tablo 2.3.2.1 Corchorus olitorius L.'in taksonomisi (Islam 2013, s. 35-44)

Siralama Bilimsel isim Halk arasindaki ismi
Alem Plantae Bitki
Alt alem Tracheobionta Damarli bitkiler
Ust sube Spermatophyta Tohum bitkisi
Sube Magnoliophyte Cigekli bitkiler
Simif Magnoliopsida Iki genekli bitki
Alt simf Dilleniidae
Takim Malvales
Familya Tiliaceae Thlamur agaci familyasi
Cins Corchorus L. Corchorus
Tiir Corchorus olitorius L. Yesil molohiya
Corchorus capsularis L. Beyaz molohiya
Ingilizce ismi Jute/Jew’s Mallow
Tiirkce ismi Molohiya/mulihiya/molehiya

2.3.3 Corchorus olitorius L. ve Polifenoller

Polifenoller fitokimyasallarin i¢inde en biiyiik grup olup, bitkilerin igerisinde
bulunurlar. Polifenollerden zengin diyetlerin saglik iizerinde pozitif etkileri
gortldiiglinden, son yillarda beslenme alaninda ¢alisan kisilerin dikkatini ¢gekmis ve
polifenoller iizerine yapilan arastirmalarin siklifinda bir artis saptanmistir (Tsao
2010, s. 1231-1246). Polifenoller ¢esitli alt gruplara ayrilirlar. Farkli fenolik
bilesenlerin saglik iizerine farkl etkileri goriilmektedir (Tsao 2010, s. 1231-1246).

Yapilan birgok arastirmada Corchorus olitorius L.’in polifenollerden zengin
oldugu bildirilmistir (Oboh ve digerleri 2009, s. 124-134; Wang ve digerleri 2011, s.
127-133; Handoussa ve digerleri 2013, s. 1204-1216; Adegoke ve Adebayo-Tayo
2009, s. 155-159). Baz1 calismalar polifenolleri sadece mevcuttur (pozitif) olarak
bildirmis, (Adegoke ve Adebayo-Tayo 2009, s. 155-159) bazi aragtirmalarda ise daha
detayli analizler sonucunda Corchorus olitorius L.’de bulunan polifenollerin
hangileri oldugunu ve miktarlarini1 da agiklanmistir (Handoussa ve digerleri 2013, s.

1204-1216; Azuma ve digerleri 1999, s. 3963-3966).




Polifenoller

Flavonoidler

Antosiyaninler Flavanoller Flavanonlar

Flavonoller

Flavonoid

Olmayanlar

Fencolik Asitler

sStilbenler
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-Katesin
-Epikatesin

-Siyanidin
-Malwvidin

-Hesperidin
-Maringenin

-Epigallokatesin

-Kersetin

-kafeik asit
-Klorojenik asit

-Resveratrol

Sekil 2.3.3.1 Polifenollerin siniflandirilmasi (Tsao 2010, s. 1231-1246).
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2.3.4 Corchorus olitorius L. ve I¢erigindeki Fenolik Bilesikler

Azuma ve digerlerinin yaptigi ¢alismada (1999, $.3963-3966) Corchorus
olitorius L.’in 100 graminda en fazla bulunan fenolik bilesigin 5-kafeoil-kinik asit
oldugu, buna ek olarak yedi antioksidan Ozelligi gosteren bilesigin de Corchorus

olitorius L. igeriginde bulundugu bildirilmistir (Tablo 2.3.4.1).

Tablo 2.3.4.1 Corchorus olitorius L. igerigindeki polifenoller (Azuma ve digerleri
1999, s. 3963-3966)

Bilesen Miktari
(mg/100g, taze bitki agirhginda)

5-kafeoil-kinik asit 384 +20
3,5-dikafeoil-Kkinik asit 102 +38
Kersetin 3-galaktozit 53+5
Kersetin 3-glukozit 377+3
Kersetin 3-(6-malonilglukozit) 126 £10
Kersetin 3-(6-malonilgalaktozit) 16 +1
Askorbik asit 256 + 15
Alfa-tokoferol 14+1

Corchorus olitorius L., yukarida ismi gecen antioksidan bilesenleri bol
miktarda igermektedir. Ornegin Tiirkomp’un yaptig1 arastirmalarda askorbik asitten
en yliksek besinin yaklagik olarak 189 mg/100 g’da ile maydanoz oldugu
bildirilmistir (Ttrkomp, 2018). Fakat Azuma ve digerlerinin aragtirmasinda ise
Corchorus olitorius L.’in neredeyse maydanozun 1,35 kat1 daha fazla askorbik asit
iceridigi ve bundan dolayr antioksidan Ozelliginin ¢ok yiiksek olabilecegi
sOylenmektedir (Azuma ve digerleri 1999, s. 3963-3966). Yine ayn1 sekilde Amerika
Tarim Bakanligi kersetin igerigi ¢ok yiiksek gosterigi Capparis spinosa ile
Corchorus olitorius L. kiyaslandiginda, Corchorus olitorius L.’in kersetin igeriginin
Capparis spinosa’dan ortalama olarak 100 g’da 143 mg daha fazla oldugu
gosterilmistir (Bhagwat ve digerleri 2011).

Handoussa ve digerlerinin analizinde ise (2013, s. 1204-1216) Corchorus
olitorius L.’in igeriginde Kinik asit ve kafeoil-kinik asit tiirevlerine rastlanirken,
Azuma ve digerlerinin (1999, s. 3963-3966) yaptig1 ¢calismada oldugu gibi kersetinin
alt gruplarinin da Corchorus olitorius L.’in fenolik bilesiklerinden oldugu
bildirilmistir (Handoussa ve digerleri 2013, s. 1204-1216). Tiim bunalara ek olarak,
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yine kersetin tiirevlerinden hiperozide de rastlanmistir (Salawu 2011, s. 267-275).
Ayrica, Corchorus olitorius L. igeriginde kersetin, kafeoil-kinik asit ve mirisitine de
rastlanmis, fakat yikama islemine tabi tutulan Corchorus olitorius L. yapraklarinin
toplam fenolik igeriginin daha diisiik oldugu belirlenmistir (Yan ve digerleri 2013, s.
1008-1014). Dolayis1 ile, Corchorus olitorius L. yapraklarinin ¢ok uzun siireli
yikama islemine tutulmamasi gerekmektedir. Bu islem fenolik bilesen kaybina neden
olabilir ve az miktarda bulunan bu bilesiklerin saglik {izerine olumlu etkileri azalis

gosterebilir.

Corchorus olitorius L.’in ayrica omega-3 (n-3) yag asitlerinden de zengin
oldugu, iceriginde bulunan yagin %40’m1 n-3 yag asitlerinin olusturdugu
bildirilmistir. N-3 yag asitleri anti-inflamatuvar, anti-trombotik ve kardiyoprotektif
olarak bilinmektedir (Mahmoud ve digerleri 2016, s. Epub). Bunlara ek olarak
zeytinyaginda da bulunan oleanolik asidin de ayn1 zamanda igeriginde bulundugu ve
anti-inflamatuvar etki gosterdigi, ayrica lokositlerin adezyonunu onleyerek olasi bir
ateroskleroz durumunu oOnleyebilecegi bildirilmistir. Corchorus olitorius L.’in B-
sitosterol icerdigi, B-sitosteroliin de kanser hiicrelerindeki biiylime faktorlerini inhibe
ederek proliferasyonu azalttig: tespit edilmistir (Ragasa ve digerleri 2016, s. 2085-
2089).

Corchorus olitorius L. karotenoidler bakimindan da zengindir. Bu gruptan
ozellikle B-karoten ve luteinden zengin olan bu bitkinin toplam karotenoid igerigi,
pisirme tekniklerine gore farklilik gostermekte, Ozellikle iceriginde bulunan cift
baglardan dolay1r oksijen ile temasa gegcildiginde toplam karotenoid igeriginin
azaldig1 bildirilmistir (Steiner-Asiedu 2014, s. 2064-2067).

2.3.5 Kersetin

Polifenollerin  flavonol ailesine ait olan kersetin, giiclii antioksidan
Ozellikleriyle bilinmektedir. Kersetin sar1 renkte, suda, asetik asit ve alkali
sollisyonlarda ¢oziinebilen bir maddedir. Heterosiklik iki benzen halkasi ile piron
halkasinin olusturdugu bir flavon ¢ekirdegi mevcuttur. Kersetin glikozit, kersetinin
bitkilerde en fazla bulunan formudur fakat konjuge formu daha kolay absorbe olabilir
(Darband ve digerleri 2018, s. 6544-6560). Ozellikle olgunlagmis {iziimsii
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meyvelerde, kirmiz1 ve beyaz soganda bulunan kersetin, kersetin 3-glukozit alt sinifi
olarak Corchorus olitorius L.’in 100 graminda yaklagik olarak 400 mg kadar
bulunmaktadir (Rani ve digerleri 2015, s. Epub; Azuma ve digerleri 1999, s. 3963-
3966). Kersetin, egzersiz ve sigara kullanimi sonucunda ortaya ¢ikan Reaktif Oksijen
Tiirleri (ROS)’nin temizlenmesinde giiglii antioksidan Ozellikleri gostermesinden
Otiirii viicudu zararli ajanlardan koruyucu 6zelligi ile de bilim diinyasinin ilgisini
¢ekmektedir (D’Andrea 2015, s. 256-271). Bu antioksidan etkileri ise kimyasal
yapisindan, yer degistirme 6zelliginden ve hidroksil grubunun varligindan dolay:

gerceklestirebildigi belirtilmistir (Darband ve digerleri 2018, 6544-6560).

OH O

Sekil 2.3.5.1. Kersetinin kimyasal formiilii

2.3.5.1 Kersetin ve Antioksidan Ozellikleri

Bir bilesigin antioksidan 6zelligi igerisinde bulunan hidroksil (OH)
gruplarinin ve ¢ift baglarimin pozisyonlarina baglhdir (Rani ve digerleri 2015, s.
Epub). Kersetin de bu 6zelliklere uydugundan dolay1 yiiksek bir serbest radikal
temizleme 6zelligine sahip fenolik bilesiktir (D’Andrea 2015, s. 256-271). Kersetin,
lipoksigenaz izoenzim aktivitesini inhibe ederek Poli Unsatiire Yag Asitlerinin
(PUFA) deoksijenasyonunu engellemektedir. Bundan dolay1 da hidroperoksi asitlerin
olusumu onlenir ve inflamasyonun oniine gegilmesi ihtimalini yiikseltilmektedir

(Rani ve digerleri 2015, s. Epub). Lipid peroksidasyonunu dnleme 6zelligi yani sira
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kersetinin, antioksidan enzimlerin bilesiginde 6nemli rol oynayan glutatyon (GSH)
seviyesinin de artist ile antioksidan 6zellikler gosterebilecegi lizerinde durulmustur

(Rani ve digerleri 2015, s. Epub; D’ Andrea 2015, s. 256-271).

2.3.5.2 Kersetin ve Anti-inflamatuvar Ozellikleri

ROS’un viicuttaki asir1 birikiminden dolay1 inflamasyon markerleri artig
gosterebilir. Kersetin yukarida bahsedildigi {izere antioksidan ozellikler gosterdigi
icin inflamasyonu; dolayli yoldan ROS iiretimini veya verdigi hasari azaltarak
gosterebilmektedir (D’Andrea 2015, s. 256-271). Buna ek olarak inflamasyon
faktorlerinin immiin hiicrelerindeki Toll benzeri reseptér (TLR4)’e baglanmasi
sonucunda NF-kB’nin aktiflesmesi tetiklenmektedir. Bu aktiflesme IL-6’nin
transkripsiyonel seviyedeki aktivasyonuna ve IL-6 salgilanmasina neden olur. Bu
olaylar viicudun inflamasyona verdi tepki olarak goriilmektedir (Rani ve digerleri
2015, s. Epub). Kersetinin ise IL-6 salgilanmasini transkripsiyon seviyesinde
diistirdiigii, yine aynmi sekilde NF-kB yolagini da baskilayarak anti-inflamatuvar bir
etki gosterildigi Rani ve digerleri tarafindan tartisilmistir (2015, s. Epub). Ayrica
kersetinin, COX2 ekspresyonunu azaltarak ve NFkB’nin DNA’ya baglanmasini
inhibe ederek inflamasyonu onledigi ve anti-inflamatuvar etki yarattigi belirtilmistir

(Darband ve digerleri 2018, s. 6544-6560).

2.3.5.3 Kersetin ve Anti-kanser/Pro-Apoptotik Ozellikleri

Kersetinin pro-apoptik 6zelliginin, kanseri 6énlemede 6nemli bir rol aldigi
distintilmektedir. Bunu birka¢ mekanizma ile gergeklestirdigi, bunlardan ilkinin ise
Bcl-2 protein (onkogen) ailesine ait olan ve pro-apoptotik etki gosteren Bax ve Bak

proteinleriyle yaptig1 one siiriilmiistiir (Rani ve digerleri 2015, s. Epub).

Bunun yani sira kersetin, p38/MAPK —strese yanit veren Kkinazlar-
aktivasyonunu stimiile eder. Ayrica, hiicre ic¢i kalsiyum seviyelerini artirarak
mitokondriyel membrandan sitokrom-c salimmini1 saglar ve bitirici kaspazlari
indiikler, bu da apoptoza neden olur (Rani ve digerleri 2015, s. Epub; Darband ve
digerleri 2018, s. 6544-6560). Bunlara ek olarak, TRAIL aracili apoptozun
indiiklenmesine sebep olarak hem intrinsik hem de ekstrinsik yolaktan apoptuzun

baslamasina katkida bulunur. Ayrica, B-katenin transkripsiyonunu azaltarak, hiicre
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proliferasyonunu artiran Wnt/B-katenin yolagini baskilayarak kanser hiicrelerinde
anti-proliferatif etki gosterir. (Darband ve digerleri 2018, s. 6544-6560; Khan ve
digerleri 2016, s. Epub).

Kersetin

Kanser
hiicrelerinde

Bax
aktivasyonu

Sitokrom-c
salinimi

Apoptoz

Sekil 2.3.5.3.1. Kersetinin pro-apoptotik etkileri (Alam ve digerleri 2018, s. Epub)

2.3.6 Klorojenik Asit

Kahvenin igerisinde bulunan polifenol bir bilesik olan klorojenik asit (KJA),
ozellikle kafeinsiz kahvenin saglik lizerine olumlu etkilerini ortaya ¢ikaran 6zelligi
ile bilinmektedir (Butt ve Sultan 2011, s. 363-373). Antioksidan 6zellikleri olduk¢a
yiiksek olan bu bilesigin, Cin’de alternatif tip alaninda kullanilan bir¢ok bitkinin
icerisinde bulundugu da gorilmistir (Li ve digerleri 2014, s. 12940-12948).
Klorojenik asidin ana alt-siniflar1 kafeoil-kinik asit, ferulol-kinik asit ve dikafeoil-
Kinik asitten olusmaktadir (Zhao ve digerleri 2012, s. 370-374). Tablo 2.3.4.1°de
goriildiigii izere Corchorus olitorius L.’de en fazla goriilen KJA alt-siiflar kafeoil-
ve dikafeoil-kinik asittir. Insanlarda en biiyiik tiiketim kaynagmin kahve olan KJA,
yaklasik 200 ml kahve tiiketildiginde, kahvenin cinsine gore 70 ile 300 mg arasinda
KJA aliminin saglandig1 goriilmektedir (Zhao ve digerleri 2012, s. 370-374). 100 g
agirhigindaki Corchorus olitorius L.’in ise ozellikle kafeoil-kinik asit igerigi
acisindan nerdeyse kahveden daha zengin oldugu goriilmiistiir (Azuma ve digerleri
1999, s. 3963-3966).
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OH
OH

Sekil 1.3.6.1 Klorojenik asidin kimyasal formiilii

2.3.6.1 Klorojenik Asit ve Antioksidan Ozellikleri

KJA ve antioksidan 6zelligi hidrojen atomunu her hangi bir serbest radikale
bagislayabilmesinden kaynaklanmaktadir. Bu bagislama sonucu zincirleme
oksidasyon reaksiyonlarinin oniine gecilip, serbest radikallerin hiicreye daha fazla
zarar vermesini onlenmektedir (Liang ve Kitts 2015, s. E-16). KJA bu islemden
sonra fenoksil radikaline doniisiir ama bunun hemen akabinde rezonans — bir molekiil
icerisinde yer degistirmis ve baglar1 Lewis formiilii ile gosterilemeyen elektronlara
verilen isim- stabilizasyonu gergeklesir ve boylece eski halini alir (Liang ve Kitts
2015, s. E-16). KJA ayni1 zamanda insan kolon kanseri hiicrelerinde ROS iiretimini
indiikleyerek pro-oksidan mekanizmasin1 baslatir. Bunun sonucunda apoptoz
indiiklenerek kolon kanser hiicrelerinde canliligi azalttigi bildirilmistir (Hou ve

digerleri 2017, s. 59-65).

Yaklagik 8 haftalik KJA tiiketimi NADPH oksidaz enzimine bagli super oksit
tiretimini azalttigi bildirilmistir (Suzuki ve digerleri 2006, s. 2317-2322; Zhao ve
digerleri 2012, s. 370-374). Bunun yani1 sira, diger bir mekanizmada ise JAK/STAT
sinyal kaskadin1 ve Ras/Raf-1/ERK1/2 yolagini kismen bloke ederek hiicre i¢i siiper
oksit iiretimini inhibe ettigi de bildirilmistir (Zhao ve digerleri 2012, s 370-374).

2.3.6.2 Klorojenik Asit ve Anti-inflamatuvar Ozellikleri

KJA birgcok farkli yolakta giiglii anti-inflamatuvar etki gostermistir. Bu

etkilerden ilki, pro-inflamatuvar sitokinlerinden olan IL-8 ve IL-6 salgilanmasini
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azaltmis olmasidir. Bir digeri ise IL-6, IL-1P ve TNF-a seviyelerinde NF-kB yolagini
inhibe ederek azalis gostermesidir. Ugiincii ve bir diger onemli etkisi ise COX
aktivitesini diistirerek eikosanoid sentezini 6nlemesidir. KJA, COX2 ekpresyonunu
azaltarak NF-kB yolagima ek olarak JNK/AP-1 sinyalizasyonunu da azaltmis ve pro-
inflamatuvar etkilerin daha az goriilmesine neden olmustur (Liang ve Kitts 2015, s.
E-16). Bunlara ek olarak KJA, hiicresel antioksidan enzimlerini artirarak, ROS
seviyelerinin azalmasma bagli NFkB ve MAPK aktivastonunun baskilanmasina
neden olmakta ve anti-inflamatuvar etki gostermektedir (Hou ve digerleri 2017, s.
59-65).

2.3.6.3 Klorojenik Asit ve Anti-kanser Ozellikleri

KJA, ilk olarak faz | enzimlerinin (oksidasyona neden olan enzimler) aktivite
ve ekpresyonunun inhibisyonunu saglayarak, viicutta olabilecek olasi oksidasyon
hasarini azaltmaktadir. Bunun yani sira faz II enzimlerini indiikleyerek (antioksidan
enzimleri) Nfr2/ARE sinyal yolaklarinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir.
Nfr2/ARE yolag1 oksidasyona karsi endojen bir savunma mekanizmasi olusturup
oksidatif hasar1 ve kimyasal stresi diisiiriicii 6zellik gostermektedir (Butt ve Sultan
2011, s. 363-373). Bunlara ek olarak hepatoselliiler kanser hiicrelerinde KJA’nin,
fazla ROS iretilmesine karsin ERK1/2 yolagini inhibe ettigi goriilmiistiir (Yan ve
digerleri 2015, s. 540-546) (Sekil 2.3.6.3.1). Bu inhibasyon sonucunda kanser hiicre
proliferasyonu ve biiylimesinde azalma goriilmektedir (Hou ve digerleri 2017, s. 59-
65).

Kanser &nleyici 6zellikler
M

*Toksik reaktif kimyasallar |
+*Antioksidan kapasite ‘T Cekirdek

%?@

Faz Il enzimlerinde T - Gen ekpresyonu T~

N

Sekil 2.3.6.3.1. Klorojenik asit ve anti-kanser 6zellikleri; Nfr2/ARE yolag: (Yan ve
digerleri 2015, s. 540-546).
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2.3.6.5 Klorojenik Asit ve Pro-Apoptotik Ozellikleri

Losemi iizerine yapilan in vitro calismalarda ise KJA’nin apoptotik
ozelliklerine rastlandig1 goriilmiistiir (Liu ve digerleri 2013, s. 1106-1110; Yang ve
digerleri 2009, s. 225-233). Liu ve digerlerinin yaptigi ¢alismada, KJA’nin hiicre
apotozisini indiikledigi, bunu da Bad’in giiglii bir kinazi olan Akt ekpresyonunu

azaltarak yaptigi goriilmistiir (Liu ve digerleri 2013, s. 1106-1110).

KJA kanser hiicrelerinde proliferasyonu ve anti-apoptotik proteinleri
azaltarak ayn1 zamanda da Bax ve Bak gibi pro-apoptotik proteinleri salinimini
artirarak, kaspaz-3 aktivitesini tetiklemekte ve kanser gelisimini baskilamaktadir
(Yamagata ve digerleri 2018, s. 9-19). A549 akciger kanser hiiclerinde KJA, Bax gen
ekspresyonunu artirirken, Bcl2 gen ekpresyonunu da baskilamaktadir. Ayrica kanser
kok hiicre gen ekpresyonunu da baskilayarak olasi metastazi Onleyebilecegi ve
kanser kok hiicrelerin eliminasyonuna neden olabilecegi bildirilmistir (Yamagata ve
digerleri 2018, s. 9-19). Bununla beraber, hiicre siklusunda, o6zellikle S-faz ve
GO0/G1fazinda arrest yaptigi ve dolayisi ile hiicre biiylimesini durdurarak, anti-
proliferatif etki gosterdigi bildirilmistir (Hou ve digerleri 2017, s. 59-65; Murad ve
digerleri 2015, s. 532-542).

2.3.7 Corchorus olitorius L. ve Inflamasyon

Inflamasyon viicuttaki bir hasara immiin sisteminin veridigi bir cevap olarak
goriilmektedir. Bu yaralanma veya hasar biyolojik, kimyasal veya ¢evresel olabilir.
Hasarin sonucunda viicut sitokinler, TNF-a ve IL-1p gibi inflamatuvar
mediyatorlerini 16kosit, monosit ve makrofajlardan salgilamaya baslar. Owoyele ve
digerlerinin ratlar iizerine yaptig1 arastirmada Corchorus olitorius L. kok ekstraktinin
anti-inflamatuvar etkilerine rastlanmigtir. Carrageenan infiizyonunun yol agtig1 akut
inflamasyonun gostergeci olan 6demi, Corchorus olitorius L. kok ekstakti azalmigtir
(Owoyele ve digerleri 2015, s. 363-368). Yazarlar bu anti-inflamatuvar etkinin
mekanizmal olarak incelemesini yapmasalar da; ortak goriis olarak Corchorus
olitorius L.’in igerisindeki alkoloid ve saponinlerin immiinoprotektif dzelliklerinden
kaynaklt NFkB, NO, COX, ROS iiretiminin inhibesine yol ac¢tig1 diisiiniilmektedir
(Owoyele ve digerleri 2015, s. 363-368).
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Vaskiiler gecirgenlik akut inflamasyonun ana &gelerinden biri olup,
inflamasyonda artis gostermektedir. Corchorus olitorius L. ekstraktinin anti-
inflamatuvar etkilerinden bir tanesinin de vaskiiler gecirgenligi inhibe ederek, akut
inflamasyonu bu sekilde azaltmasindan kaynaklandig: ileri siiriildii (Handoussa ve
digerleri 2013, s. 1204-1216). Bunun yani sira Corchorus olitorius L.’in igerisinde
bulunan KJA ve alt-siniflarinin da mast hiicrelerinden histamin salgilanmasini

azaltmasindan otiirii de anti-inflamatuvar etkiye sahip olabilecegi diisiiniilmektedir

(Handoussa ve digerleri 2013, s. 1204-1216).

Corchorus olitorius L. igeriginde bulunan polifenollerin de anti-inflamatuvar
etkisine katkida bulundugu diisiiniilmektedir (Owoyele ve digerleri 2015, s. 363-368;
Handoussa ve digerleri 2013, s. 1204-1216). Ornegin kersetinin, hemoksigenaz 1
protein seviyelerini artirip kronik inflamasyonu antagonize etmekte ve ayrica pro-
inflamatuvar etkiye sahip mMiRNA-155’i azaltmaktadir (Boesch-Saadatmandi ve
digerleri 2011, s. 293-299). Bunun yami sira, Corchorus olitorius L. GSH
seviyelerinde artisa neden oldugu veya oksidatif stres seviyelerini diislirerek GSH
seviyesinin azalmamasini saglamasindan dolayr inflamasyonu inhibe ettigi
diigiiniilmektedir. Ayrica bitkinin yiiksek miktarda kersetin igermesinden Otiirii
COX1-2’nin inhibasyonuna, bunun sonucunda ise inflamasyonda énemli rol oynayan
prostoglandin E;’nin seviyelerinin azalmasinda etmen oldugu bildirilmistir (O’Leary
ve digerleri 2004, s. 245-254; Yan ve digerleri 2013, s. 1008-1014). Corchorus
olitorius L. ekstraktinin siiperoksit dismutaz (SOD) seviyelerinde referans ila¢ olan
indometazinden daha fazla artict 6zelligi bulunmus, bu da Corchorus olitorius L.
serbest radikalleri yok etmede referans ilagdan daha fazla etkisi oldugunu

gostermistir (Handoussa ve digerleri 2013, s. 1204-1216).

Corchorus olitorius L.’in igerisinde bulunan adenin maddesinin vazodilator
ve noroprotektif etkisi bulundugu bildirilmistir. Ayrica, adeninin inflamatuvar barsak
hastaliklar1 (IBH) olan bireylerde intestinel hiicrelerde fazla salgilanan ve
inflamasyona yol acan pro-inflamatuvar sitokinlerin salinimimi  azalttig
gbzlemlenmistir. Bunu ise TNFa salinimimi baskilarken, ayni zamanda JNK ve
NFkB yolaklarinin da inhibe olmasini saglayarak bir pro-inflmatuvar sitokin olan IL-

8 salimmini azaltarak yaptigi bildirilmistir. Dolayli yoldan da olsa Corchorus
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olitorius L.’in IBH hastaliginda olast bir anti-inflamatuvar tedavisinde
kullanilabilecegi ongoriilmiistiir (Fukuda ve digerleri 2016, s. 4227-4234).

2.3.8 Corchorus olitorius L. ve Oksidatif Stres

ROS, ¢ogu zaman serbest radikaller ile birlikte anilmakta ve ayni anlamda
kullanilmaktadir. Okaryotik hiicrelerde ROS olusumunun %90’1 mitokondride
gerceklesmektedir. Elektron tasmim zinciri (ETC) sirasinda 6zellikle Koenzim Q
boliimiinden kagan elektronlar, molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek siiperoksit
anyonunu (O;") olusmaktadir. O," daha sonralar1 enzimatik reaksiyonlara girerek
hidrojen peroksidi (H,0,) ve hidroksil radikalini (HO") olusturmaktadir. O;", H,0,
ve HO® kimyasal olarak oksijenden daha aktif olduklarindan dolay1 reaktif oksijen
tiirleri olarak bilinmektedir (Lushchak 2014, s. Epub)

Oksidatif stres istikrarli bir sekilde olan ROS konsantrasyonunun zaman
icerisinde veya kronik olarak artisindan kaynakli olarak hiicresel metabolizmaya,
regiilasyonuna ve bilesenlerine zarar vermesine denir (Lushchak 2011, s. 13-30).
Viicut mekanizmas1 ROS {iretimini ve eliminasyonunu ¢ok siki bir dengede tutarak
oksidatif stresi Onlemeye programlanmistir. Viicuttaki fizyolojik degisiklik
durumunda ise bu dengenin bozuldugu goriilebilir. S6z konusu degisikliklerden
bazilari; ekzojen ve endojen bilesiklerin otooksidasyona ugramasi, antioksidan
seviyelerindeki azalig, antioksidan enzimlerinin inaktivasyonu ve antioksidanlarin ve

antioksidan enzimlerin tiretimindeki diististiir (Lushchak 2014, s. e-pub).

Viicudumuzda bir¢ok antioksidan enzim bulunmaktadir. Bu enzimler (SOD,
katalaz [CAT], glutatyon peroksidaz [GSHpx] ve glutatyon reduktaz [GSSGRY])
viicudumuzdaki oksidatif strese karst koruma gelistirmekte ve serbest radikallere
elektron bagislayarak zincir reaksiyonlar1 durdurmaktadirlar (Marrazzo ve digerleri
2014, s. 1599-1616). Bu endojen enzimlerin yami sira diyetle aldigimiz
antioksidanlarin viicudumuzdaki oksidatif stresle savastigi goriilmiistiir. Diyetle
aldigimiz  baslica antioksidanlar, bitkilerdeki pigmentler (polifenoller ve
biyoflavanoidler), vitaminler (C, E ve B-karoten) ve enzimlerde gorev alan mikro
besin 6geleridir (Selenyum, bakir, ¢inko). Bu antioksidanlarin hepsinin farkli serbest

radikalleri veya ROS yok etme 6zelligi vardir. Dolayist ile tiim bu antioksidanlardan
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dengeli ve karigik bir diyetle birlikte tiiketilmesi gerekmektedir (Marrazzo ve
digerleri 2014, s. 1599-1616).

Yukarida aciklandigr iizere Corchorus olitorius L.’in igerisinde bulunan
birgok polifenoliin antioksidan 6zelligine bagli olarak, serbest radikalleri temizleme
giiciine sahip oldugu bildirilmistir (Sekil 2.3.8.1) (Dawanjee ve digerleri 2013a, s.
78-91; Yan ve digerleri 2013, s. 1008-1014).

- \ - y -
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Sekil 2.3.8.1. Enzimatik antioksidan sistem mekanizmast ve polifenollerin
mekanistik olarak katkisi (Dawanjee ve digerleri 2013b, s. 188-198).

PhOH

H,O + ROH

Yapilan arastirmalarda, Corchorus olitorius L. laboratuvar ortaminda
yaratilan oksidatif stresi azaltmada onemli bir etkiye sahip oldugunu gosterilmistir
(Dawanjee ve digerleri, 2013a, s. 78-91; Dawanjee ve digerleri 2013b, s. 188-198).
Bu etkiyi yukarida bahsedilen SOD ve CAT gibi antioksidan enzimlerin seviyelerini
anlaml bir sekilde artirarak yapmustir. Bunlara ek olarak, DPPH radikal temizleme
testinde de, serbest radikalleri temzilemede 6nemli bir asama kaydetmis ve oksidatif
stresin azalmasinda rol oynamisitr (Boye ve digerleri 2014, s. 2395-2406). Ayrica,
serbest radikal temizleme Ozelliginden &tiirli oksidatif stresi azaltip, lipid
peroksidasyonunun bir yan diiriinii olan TBARS’in seviyelerinde azalisa neden
olmaktadir (Dawanjee ve digerleri 2013b, s. 188-198). Corchorus olitorius L.’nin

metanol ekstrakti da agir metale bagli ROS birikimini, oksidatif stresi ve DNA
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hasarini 6nleyerek kromozomal instabiliteyi baskilamaktadir. Kromozomal instabilite
APC ve p53 gibi tiimor suprasor genlerini baskilayarak kanser olusumuna katkida
bulunur (Akinwumi ve digerleri 2016, s. 457-465). Corchorus olitorius L.’nin,
icerisindeki yiiksek polifenol bilesenler sayesinde bu o6zellige sahip oldugu
diistiniilmektedir (Dawanjee ve digerleri, 2013a, s. 78-91; Dawanjee ve digerleri

2013b, s. 188-198).

2.3.9 Corchorus olitorius L. ve Kanser

Bilim diinyasinda uzun zamandir, bitkilerin anti-kanser etkilerinin oldugu
diisiiniilmektedir. Bitki 6zli baz1 bilesenlerin de anti-kanser ilaci olarak kullanildig:
bilinmektedir (Iseri ve digerleri 2013, s. 766-770). Corchorus olitorius L.’in, kanser
tizerindeki olumsuz etkileri birkag kanser tiirii tizerinde incelenmistir. Bunlardan biri
16semi kanser hiicreleri olan ARH-77 ve bir digeri de hepatoselliiler kanser hiicreleri
olan HepG2’dir (1§eri ve digerleri 2013, s. 766-770; Li ve digerleri 2012, s. 9348-
9360). ARH-77 hiicre kiiltiirii iizerinde yapilan arastirmada, Corchorus olitorius
L.’in kanser hiicrelerinde sitotoksik etkilerine rastlanmistir. Bunun yani sira ayni
hiicre kiiltiirlerinde yapilan ¢alismada genotoksisitede DNA fragmentasyonuna
bakilmig ve Corchorus olitorius L.”in DNA fragmentasyonunu artirdigi yani kanser
hiicre apoptozuna katkida bulundugu goriilmiistiir (Iseri ve digerleri 2013, s. 766-
770). Yazarlarin bu konuda mekanizma olarak 6n goriisii Corchorus olitorius L.’in
yiiksek anti-oksidan aktivitesinin ayni zamanda pro-oksidan etki de gosterebilecegi

yoniindedir (Iseri ve digerleri 2013, s. 766-770).

Bunun yani sira Li ve digerlerinin yaptig1 arastirma da ise intrinsik yolak
sonucunda Corchorus olitorius L.’in HepG2 hiicrelerinde apoptoza neden oldugu
goriilmiistiir (Sekil 2.3.9.2) (Li ve digerleri 2012, s. 9348-9360). Corchorus olitorius
L. ekstrakt1 kafeoil-kinik asit ve kersetinden zengin oldugu i¢in HepG2 hiicrelerinde
peroksil radikal tarafindan indiiklenmis oksidayonu azaltmigtir. Ayni1 zamanda
biiyiime faktorlerini baskilayarak HepG2 hiicrelerinde proliferasyonu azalttigi,
kanser hiicrelerinde pro-oksidan etki yaratarak apoptozu indiikleyebilecegi

belirtilmistir (Salawu ve digerleri 2011, s. 267-275).
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Agir metaller hiicrelerde oksidatif stresle birlikte DNA hasarina neden
olmaktadir. DNA hasar1 ise kromozal instabiliteyi tetiklemektedir. Kromozal
instabilite ise viicudumuzda koruma mekanizmasi olarak bulunan timér supresor
genlerinde mutasyonlarin artmasina ve bu artisla birlikte normal hiicrelerin malignant
hiicrelere doniismesine neden olmaktadir (Binefa 2014, s. 6786-6808; Akinwimu
2016, s. 457-465). Corchorus olitorius L. igerisinde bulunan polifenollerin giiglii
antioksidan oOzelligi, oksidatif strese bagli DNA hasarin1 azaltarak, kromozal
instabiliteyi baskilayabileceigi, dolayisi ile kanser hiicrelerinde potansiyel olumlu
etkileri oldugu disiinilmektedir (Akinwimu 2016, s. 457-465).

Corchorus olitorius L. igeriginde tespit edilen diger bilesenlerden olan fitol
ve monogalaktosildiacilgliserol Epstein-Bar virlisii tarafindan indiiklenen tiimore
kars1 inhibe edici etki gostererek, anti-tiimor ozelligi gostermistir (Furumoto ve
digerleri 2002, s. 239-243). Buna ek olarak Corchorus olitorius L. i¢erisinde bulunan
kaffeol kuinik asit ve kurkumin tiirevleri de ayni etki gostermistir. Bu bilesiklerin
fibroblast biiyiime faktor reseptor 2 (FGFR2) ve epidermal biiyiime faktor
resptorlerini (EGFR) baskilayarak olasi potansiyel anti-timor etkiler gostermektedir

(Taiwo ve digerleri 2016, s. 3404-3410).

Sekil 2.9.3.1 Corchorus olitorius L.’in HepG2’de apoptozis mekanizmasi (Li ve
digerleri 2012, s. 9348-9360).
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3.0 GEREC VE YONTEMLER

3.1 Ekstraksiyon

Corchorus olitorius L. 2016 Temmuz aymda Girne bdlgesinden toplanmis,
yapraklar1 ayiklanmig ve etiivde kurutulmustur. Toplanan bitki 6rnegi 6904
Herbaryum numarasiyla Yakin Dogu Universitesi Herbaryumu’na kayit edilmistir.
Kurutulmus ve -80°C’de saklanmis 126 gram Corchorus olitorius L. yapraklari elle
pargalandiktan sonra Waring Commercial blenderde toz haline getirilmistir. Toplam
kullanilan blenderize, kurutulmus yaprak miktar1 100 gram olarak hassas tartida
Olgtilerek tespit edilmistir. 100 gram Corchorus olitorius L. yapraklar1 %80 etanol
(%96 etil alkol, Aklar Kimya) ve %20 distile su ile 1 litre soliisyon haline getirilmis
ve plastik bir kapta gece boyunca ara ara karistirilarak bekletilmistir. Huninin
icindeki filtre distile su ile doyrulmus, ve huninin i¢inden basingla siiziilme iglemi
gerceklestirilmistir. Kavanozun igindeki posa 250 ml distile su ve etanol ile
yikanmistir. Alinan tiim siiziintii bir balona aktarilmis, ve balon BUCHI marka déner
evaporatore baglanmistir. 175 mbar basing, 40°C ve 4,5 devirde etanol ugurulmustur.
Kalan ekstre huniden tekrar siiziilmiistiir. Dibe ¢oken lipofilik kismina distile
diklorometan eklenip bir gece beklemeye birakilmistir (DCM fazi) ve ayirma hunisi
ile lipofilik maddeleri ayirmak i¢in ekstre edilmistir (x3). Konsantre edilmis su fazi
kismi ayrilmistir, ve toplam 200 ml olarak kayit altina alinmistir. Su fazi, doner
evaporatorde 72 mbar basing, 45°C ve 4 devirde ugurulmaya baslanmis, yarisi
ucuruldugunda ise balon agzi kapali bir sekilde -80°C de sok dondurmaya
birakilmigtir. Donduktan sonra alinan su fazi Christ Alpha 1-4 LD Plus liyofiliz
makinasina baglanmis, ana kurutma programinda 2 giin liyofilize makinasinda
bekletilmistir. Distile diklorometan, DCM, fazi doner evaporatérde 72 mbar basing,
50°C ve 6 devirde ugurulmus daha sonra kalsiyum kloriirlii desikatdre, nemini
cekmesi i¢in alinmistir. Su fazi ekstreleri liyofiliz makinasindan alinmis, ve
icerisindeki net miktarlar hassas tartida Sl¢giilmiistiir. DCM fazi da spatiil yardimi ile
toplanmis ve hassas tartida net miktarlar 6l¢iilmistiir. Su fazi igin toplam verim
14,8251 gram/ 100 g olurken, DCM fazi toplam verim 3,69 gram/ 100 g olarak

tespit edilmistir.
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3.2 Corchorus olitorius L. icerik Analizi

LC-MS/MS analizi Absciex 3200 Q tutucu MS / MS dedektorii kullanilarak
gerceklestirilmisgtir.  Deneyler, negatif iyon modunda c¢alisan, elektrosprey
iyonizasyon kaynagi ile donatilmis, Applied Biosystems 3200 Q-Trap LC-MS/MS
cihazima bagli bir Shimadzu 20A HPLC sistemi ile gerceklestirilmistir.
Kromatografik ayirma igin, 40°C'de ¢alisan 150 x 4.6 mm, 3 um pargacik biiyiikligii
olan, oktadesil silika jel analitik kolon kullanilmistir. Solvent akis hiz1 0.5 ml/dk'da
tutulmustur. Igerik tespiti photo-diode array (PDA) dedektdrii ile yapilmustir.
Gradyan eliisyonu mobil fazlar igermektedir: (A) asetonitril:su:formik asit (10:89:1,
viviv) ve (B) asetonitril:su:formik asit (89:10:1, v/v/v). B bilesimi 40 dakikada
%10'dan %100'e ¢ikarilmistir. LC-ESI-MS/MS verileri, Analyst 1.6 yazilimi

tarafindan toplanmis ve analiz edilmistir.
3.3 Hiicre Hatt1 ve Hiicre Kiiltiirii

3.3.1 Hiicre A¢ma Protokolii

Acilacak flask sayisina gore, her bir flask i¢in 2 ml vasat 15 ml’lik falkonlara
eklenmektedir. -80°C’de dondurulmus hiicrelerin igerisinde bulundugu viyal,
37°C’lik su banyosunda ¢oziinmiis ve 4 ml vasatin iizerine eklenmistir. Hiicreler
1000 rpm’de 5 dk santrifuj edilmistir. Hiicre {istii siipernatant atilmigtir. Bu siirecte
hiicre ekimi yapilacak flasklara 3 ml vasat eklenmistir. Hiicreler, 4 ml vasat ile alt-iist
edilerek karistirilmis ve her bir flaska 2 ml eklenmistir. Flasklar 37°C’de %5 COy,

inkiibasyona birakilmistir.

3.3.2 Hiicreler ve Vasat Hazirh@

Calisma esnasinda iki farkli hiicre hatti kullanilmistir. Bunlar; Colo-320
primer (ATCC: CCL-220.1) ve Colo-741 (ECACC: 93052621) metastatik kolon

adenokarsinom hiicre hatlaridir.

Colo-320 (ATCC: CCL-220.1): Colo-320 hiicreleri Duke C Tipi, kolon

adinokarsinomasi olan 55 yasinda beyaz bir kadindan alinmistir. Colo-320 hiicreleri
yuvarlak yapida ve genelde flaskta siispansiyon olarak bulunmaktadir. Proje

baslangicinda Colo-320 hiicreleri 10. pasajda bulunmaktaydilar.
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Colo-741 (ECACC: 93052621): Colo-741 hiicreleri kolon karsinomasi pelvik

duvarina metastaz yapmis 69 yasinda bir kadindan alimmistir. Colo-741 hiicreleri
fibroblast benzeri yapida ve flaska yapisik olarak bulunmaktadirlar. Proje

baslangicinda Colo-741 hiicreleri ise 2. pasajda bulunmaktaydilar.

Kontrol Hiicreleri: Her iki hiicre hatt1, ekstrakt eklenmeden kontrol hiicreleri olarak

kullanilmistir. Bu sayede ekstraktin kanser hiicrelerindeki etkisine bakilmasi
amaglanmistir. TUNEL ve immiinositokimya analizlerinde enzim ve antikorlar

yerine phosphate-buffered saline (PBS) kullanilmustir.

Her iki hiicre hattt da RPMI-1640 ortaminda (Biochrom, FG 1215),% 10 1s1
ile inaktive edilmis fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum, FBS) (Capricorn
Scientific, FBS-11B), %1 penisilin-streptomisin (Biochrom, A2213) ve %1 glutamin
(EMD) i¢inde muhafaza edilmistir (Millipore, K0282). Her iki hiicre hattinin
vasatlar1, iki giinde bir degistilirilmistir. Colo-741 hiicrelerinin vasat degisimi,
flasktaki iist vasatin tamamen atilip, yerine 5 ml vasat eklenerek yapilmistir. Colo-
320 hiicreleri ise, list vasat toplanip, 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra
stipernatant atilip 5 ml kiiltiir vasati ile yikama yapildiktan sonra, tekrar flaska

yerlestirilmistir. Hiicre sayim islemi Thoma lamu ile gergeklestirilmistir.

3.3.3 Hiicre Pasajlama Protokolii

Hiicreler %80 yogunluk oranina ulastifinda hiicre pasajlama protokiilii

uygulanmigtir.

Colo-320 Hiicreleri: Flasklardaki iist vasat toplanmistir. Geriye kalan flaska 2.5 ml
Tripsin-EDTA (Capricorn Scientific, FRY-1B) eklenmis ve 37°C’de %5 CO,, 10 dk

inkiibasyona birakilmistir. Toplanan {ist vasatlar ve hiicreler 1000 rpm’de 5 dk
santrifuj edilmis ve siipernatant atilmistir. Hiicrelerin iizerine 2 ml vasat eklenip, alt-
ist edilerek karistirllmistir. Her bir flaska 1 ml hiicre ve tizerlerine 4 ml vasat
eklenerek, 37°C’de %5 COg, inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelere 1:2 oraninda

pasajlama islemleri uygulanmistir.

Colo-741 Hiicreleri: Flasklardaki iist vasat toplanmis ve atilmistir. Geriye kalan

flaska 2.5 ml Tripsin-EDTA (Capricorn Scientific, FRY-1B) eklenmis ve 37°C’de
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%5 CO,, 10 dk inkiibasyona birakilmigtir. Toplanan hiicreler 1000 rpm’de 5 dk
santrifuj edilmis ve siipernatant atilmistir. Hiicrelerin iizerine 2 ml vasat eklenip, alt-
ist edilerek karistirilmistir. Her bir flaska 1 ml hiicre ve lizerlerine 4 ml vasat
eklenerek, 37°C’de %5 CO2, inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelere 1:2 oraninda

pasajlama islemleri uygulanmistir.

3.3.4 Hiicre Dondurma Protokolii

Hiicre pasajlama protokoliinde silipernatant boliimiin atilmasina kadar ayni
olan hiicre dondurma protokoliinde, dondurma soliisyonu hazirlanmistir. Dondurma
soliisyonu 1:9 Dimetil siilfoksit (DMSO, Sigma-Aldrich) ve FBS’den olusmaktadir.
Iki viyal i¢in 2 ml dondurma soliisyonu, 200 ul DMSO ve 1800 pl FBS olusacak
sekilde hazirlanmistir. Hiicreler dondurma soliisyonuna eklendikten hemen sonra -

80°C’de dondurulmustur.

3.4 Calisma Gruplar

Hiicrelerdeki canlilik analizi MTT yontemi, apoptotik hiicrelerin sayisal
degerlendirilmesi TUNEL yontemi ve apoptoz yolaginda bulunan antikorlarin karsit

boyamas1 immiinositokimya yontemi ile belirlenmistir.

3.5 Hiicre Canlihg: ve Biiyiime Analizi

Su ve DCM faz ekstreleri DMSO ile 100 mg/ml'ye ¢oziilmiistiir. Coziilen
ekstraklar daha sonra kiiltlir vasatinda bes farkli konsantasyona seyreltilmistir. Bu
dozlar 5 pg/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml olarak ekstraktlarin
optimal dozunu bulmak i¢in belirlenmistir. Flasklardan toplanan hiicreler vasat
icinde siispanse edildi ve her gézde 100 pl vasat ile 5 x 10%/ ml hiicre yogunlugunda
olacak sekilde 96 gozlii kiiltiir kaplarina ekilmistir. Her iki hiicre hatt1 da 24 ve 48
saat kiiltiir kaplarinda 37°C’de %5 CO3’de inkiibe edilmistir.

3.6 Hiicre Canlihig1 Testi, MTT

MTT testi, hiicre metabolik aktivitesini degerlendirmek icin kullanilan
kolorimetrik bir testtir. Canli hiicre yogunlugu, MTT testi (Biotium, #30006), sar1

renkli 3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolyum bromiiriin mor formazan
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tirtiniine indirgenmesiyle yapilmistir. 96 gozli kaplarin igerisine bir giin dnceden
hiicre ekimleri yapilmistir. Her hiicre hatt1 i¢in 4 goz negatif kontrol, 4 goz pozitif
kontrol hazirlanmistir. Negatif kontrol siitununda sadece vasat, pozitif kontrol
stitinunda ise sadece kolon kanser hiicreleri mevcuttur. Bir giin sonra 48 saatlik,
ertesi giin ise 24 saat inkiibasyon yapilmistir. MTT soliisyonu su banyosunda
37°C’de 1sitilmis ve berrak bir soliisyon elde edilene kadar hafifce karistirilmistir.
Her bir géze 10 ul MTT soliisyonu eklenmis ve 37°C’de 4 saat boyunca %5 CO,’de
inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresinden sonra her bir géze 200 pl DMSO eklenmis
ve alt-iist edilerek karistirilmistir. Bu yontemle formazan tuzlarinin ¢oziinmesi
saglanmistir. Absorbans sinyali 570 nm’de Ol¢iilmiistiir (Versa Max, Molecular

Device, Sunnyvale, USA).

3.7 Hiicre Fiksasyon Protokolii

Her 100 cc su icin bir tablet PBS behere eklenerek karistirilmistir. %4
konsantrasyonda paraformaldehid PBS’de ¢6ziilmiistiir. Kullanilan 24 gozIii kaplar,
deske cikarilarak iist vasatlari atilmis ve her géze 500 pl PBS eklenmistir. EKlenen
PBS toplandiktan sonra gozlere 500 pl paraformaldehid (%4)  ekelenerek
inkiibasyona birakilmis, inkiibasyondan sonra toplanip atilmistir. Her goze tekrardan

500 ul PBS eklenerek parafilmlenip +4°C’ye kaldirilmigtir.

3.8 Apoptoz icin Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
(TUNEL) Analizi

Hiicrelerdeki DNA  fragmentasyonu, apoptotik hiicrelerdeki DNA
fragmentasyonuna spesifik boyama olan ticari apoptoz tespit kiti ile yapilmistir
(Apoptag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit, S7101, Millipore, USA).
PBS i¢inde %4 paraformaldehid ile fikse edilen hiicreler, PBS ile iki kere
yikandiktan sonra %3 H,0; ile oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir. Bu
islemden sonra hiicreler PBS ile iki kere 5 dakika inkiibe edilerek yikanmis ve her
goze 75 pl denge tamponu eklenmistir. 5 dakikalik inkiibasyondan sonra denge
tamponu atilarak 55 pl ¢alisma giicli TdT enzimi kontrol hiicreleri hari¢ hepsine
eklenmis ve 1 saat nemlendirilmis odacikta inkiibe edilmistir. Daha sonra durdurma

yikama tamponu eklenmis ve oda sicakliginda 10 dk boyunca inkiibe edilmistir.
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Hiicreler, iic kez PBS ile yikanmis ve yiizey Ortiilene kadar, 80 pl antidioksijenin
peroksidaz eklenmistir. Hiicreler PBS ile tekrar yikandiktan sonra her géze 100 pl
diaminobenzidin (DAB) eklemis ve 5 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
bol distile su (dH,0) ile yikanmistir. Mayer solusyonu ile karsit boyama yapilmustir.

Hiicreler 5 dakikalik inkiibasyon siiresinden sonra bol dH,O ile yikanmastir.

3.9 immunositokimya Protokolii

Colo-320 ve Colo-741 hiicreleri, kaspaz-3 (sc-7272, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., USA), sitokrom-c (sc-13156, Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
USA) ve FasL'a (sc-834 Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA) kars1 antikorlarin
baglanmas1  i¢cin  immiinositokimyasal  olarak  degerlendirilmistir. %4
paraformaldehidle PBS icinde fikse edilen hiicrelerin tizerlerinde bulunan PBS
atilmigtir. 1:1000 PBS ile seyreltilerek Triton x 100 (Sigma-Aldrich), membran
gecirgenligini artirarak antikorun gecirgenligini artirmak amaciyla hazirlanmistir.
Her goze yaklasik 1:1000 Triton x 100, 10 damla soliisyon konulup buz {izerinde 15
dakika inkiibasyona birakilmistir. Triton x 100 soliisyon inkiibasyondan sonra
atilmig, her goéze %3 H,0, eklenmis ve hiicreler 5 dakika inkiibe edilmistir.
Antikorlar 1:50 PBS diliisyonu ile hazirlanip +4°C’de bekletilmistir. Daha sonra 3 x
5 dakika PBS yikanmas1 yapilmis ve her géze 10 damla bloklama tamponu (blocking
buffer) eklenerek oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Bloklama
tamponu ortamda bulunan diger proteinleri bloklama ve antikorun istenilen antijene
ulasmasini saglamak icin kullanilmustir. Immunohistokimya kalemi ile lamelleri
etrafi ¢izilmistir. Kontrol siitunu hari¢ her géze 100 pl antikor, kontrol siitunlarina ise
100 pl PBS eklenerek 24 gozli kaplar iizeri parafilmle kaplanarak nemli ortamda
+4°C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir. Bir gece buzdolabinda bekletildikten
sonra primer antikorlar atilmis ve 3 x 5 dakika PBS yikamasi yapilmistir.
Biyotinlenmis sekonder antikor (Histostain-Plus, IHC Kit, HRP, 859043, Thermo
Fischer) (100 pl) eklenerek 30 dakika inkiibasyona birakilan hiicreler daha sonra 3 x
5 dakika PBS ile yitkanmis ve 100 pl streptavidin peroksidaz ile ek olarak 30 dakika
inkiibe edilmistir. PBS ile yikanan hiicrelere immuno-etiketlemenin gelistirilmesi
icin DAB eklenmis ve 5 dakika inkiibe edilmistir. Kahverengi renk kaybolana kadar

bol dH,0 ile yikananan hiicrelerin iizerine Mayer hematoksilen eklenmis, 5 dakikalik
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inkiibasyondan sonra hiicreler dH7O ile yikanmigtir. Son olarak 24 gozli kaplarin
icerisinde bulunan yuvarlak lameller, gomme ortami ile (mounting medium, (Merck
Millipore, 107961, Germany) lam f{izerine ters kapatilmis ve mikropslopta

incelenmek i¢in uygun hale getirilmistir (Olympus BX40, Tokyo, Japan).

Kaspaz-3, sitokrom-c ve FasL boyanmasi yar1 kantitatif skorlama olan H-
SKOR denklemi kullanilarak derecelendirilmistir. Denklem: HSKOR=Xn (i+1).
Denklemde bulunan 1, 2 veya 3 (swrasiyla zayif, orta veya giigli)) boyama
yogunlugunu ve 1, her bir yogunlukla boyanan ve %0 ve %100 arasinda degisen

hiicrelerin yiizdesini temsil etmektedir.

3.10 Verilerin Istatistiksel Analizi ve Yazilim Programlar

Sonuglar ortalama + standart sapma (SS) olarak ifade edilmistir. Sonuglar
GraphPad Prism 7 yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. Grafiklerin ¢iziminde ise
Microsoft Office, Excel, sekillerin olusuturulmasinda da Word programlarinin 2010
stirimii kullanilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar Mann-Whitney U testleri ile
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Yapilan bu calismada istatistiksel anlamlilik

derecesi p<0.05 olarak kabul edilmistir.



4.0 BULGULAR

4.1 Corchorus olitorius L. icerik Analizi

Tablo 4.1.1. Corchorus olitorius L. su fazi igerik analizi

Rt [M-H] MS? Iceriginde bulunan bilesik Ekstrakt

41 341 179, 161 Kafeoil glukoz Su

47 353 191, 179 3-Kafeoil-kinik asit Su

9.9 463 299, 271, 255 Kersetin glukozit Su

10.9 505 299, 271, 255 Kersetin asetilglukozit Su

115 515 353,191, 179, 173 3,5-Dikafeoil-kinik asit Su

12.1 515 353,191, 179, 135  1,3-Dikafeoil-kinik asit Su

12.6 489 284, 255, 227 Luteolin / kaempferol Su
asetilglukozit

Tablo 4.1.2. Corchorus olitorius L. DCM fazi igerik analizi

Rt [M-H] MS? Iceriginde bulunan bilesik Ekstrakt

41 341 179, 161 Kafeoil glukoz DCM

44 198 163 Kumarik asit tiirevi DCM

6.1 353 191, 173 5- Kafeoil-kinik asit DCM

9.9 463 299, 271, 255 Kersetin glukozit DCM

10.9 505 299, 271, 255 Kersetin asetilglukozit DCM

115 515 353,191, 179, 173  3,5-Dikafeoil-kinik asit DCM

12.1 515 353,191, 179, 135  1,3-Dikafeoil-kinik asit DCM

12.6 489 284, 255, 227 Luteolin / kaempferol DCM

asetilglukozit
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Corchorus olitorius L. LC/MS-MS igerik analizi, her iki ekstraktin i¢eriginin

benzer oldugunu gostermistir. Corchorus olitorius L. ekstraktlarinin polifenollerden

flavonoitleri ve flavonoit olmayan polifenolleri i¢erdigi goriilmiistiir. Her iki faz

ekstraktta da fenolik asit alt grubuna ait hidroksi sinnamik asitlerden, kafeoil-kinik

asit tlirevleri ve flavonol grubunda bulunan kersetin tiirevleri tespit edilmistir. Su
fazinda yedi ana madde belirlenmistir (Tablo 4.1.1, Sekil 4.1.1). DCM fazinda ise
toplamda sekiz bilesen tespit edilmistir (Tablo 4.1.2, Sekil 4.1.2). DCM fazinda su
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fazina ek olarak kumarik asit tiirevi olan bir bilesene de rastlanmistir. Sonuglar bize
Corchorus olitorius L. yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin hidroksi sinnamik
asitlerden ve flavonollardan zengin oldugunu ve potansiyel anti-kanser etkisine katki

koyabilecegini gostermistir.



Absorbance, mAL

1. Kafeoil glukoz

2. Kersetin glukozit

3. Kersetin asetilglukozit

4, 3,5-Dikafeoil-kinik asit

5. 1,3-Dikafeoil-kinik asit

6. Luteolin/kaempferol asetilglukozit

Sekil 4.1.1. Corchorus olitorius L. su fazi1 ekstraktt LC/MS-MS igerik analizi
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Absorbance, mAL
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. Kafeoil glukoz

. Kumarik asit tiirevi

. 5- Kafeoil-kinik asit

. Kersetin glukozit

. Kersetin asetilglukozit

. 3,5-Dikafeoil-kinik asit (izoklorojenik asit)
. 1,3-Dikafeoil-kinik asit (Sinarin)

. Luteolin/kaempferol asetilglukozit
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Sekil 4.1.2. Corchorus olitorius L. DCM faz ekstrakti LC/MS-MS igerik analizi
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4.2 Hiicre Canlihig: ve Sitotoksisitesi

Colo-320 ve Colo-741 hiicre hatlar1 farkli konstantrasyonlardaki Corchorus olitorius
L. su ve DCM fazlarinda 24 ve 48 saatlik siireler olmak {izere inkiibe edilmislerdir. Bu
konsantrasyonlar sirasi ile 5, 10, 20, 50 ve 100 pg/ml’dir. MTT sonuglarina gére, Colo-320
hiicrelerinde ekstrakt dozu ylikseldikge doza bagli olarak hiicre canliliginin azaldig
goriilmistiir. Ayrica, DCM fazi ile 24 ve 48 saat inkiibe edilmis Colo-320 hiicrelerinde hiicre
canliliginin 6zellikle yiliksek dozlarda (50-100 pg/ml) daha az oldugu belirlenmistir (Sekil
4.2.1). Bunlara ¢k olarak su fazi ile inkiibe edilen Colo-320 hiicrelerinde 6zellikle, 50 pg/ml
dozunda daha biiyiik etki gozlemlenmistir. Her iki hiicre hattinda da 50 pg/ml ekstrakt
dozunun kanser hiicre canliligini azaltmada daha etkili oldugu belirlenmistir. Colo-741
hiicrelerinde, ekstrakt dozlarinin hiicre canlilig1 tizerindeki sitotoksik etkilerinin birbirlerine
daha yakin oldugu goézlemlenmistir. Diger dozlara kiyas ile Colo-320 hiicrelerinde oldugu
gibi, Colo-741 hiicrelerinde her iki fazla da 50 pg/ml dozunun hiicre canliligini daha optimal
derecede azalttig1 gorilmiistiir (Tablo 4.2.1 ve 4.2.2, Sekil 4.2.2). Hiicre canliliginin en diisiik
oldugu dozun, DCM fazinin 100 pg/ml 24 saat inkiibasyonu ile Colo-320 hiicrelerinde
gorildiigii (%13,5 canlilik), Colo-741 hiicrelerinde ise 48 saat inkiibasyon sonunda 50 pg/ml
ekstrakt dozunda %73,5 ile goriildiigi belirlenmistir (Tablo 4.2.2).
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Colo-320 Hiicrelerinin Hiicre Canlilig
160

140

120

100

B Colo-320/24sa. Su
80

B Colo-320/48sa. Su
60

Hiicre canliigi %

¥ Colo-320/24sa. DCM
40

B Colo-320/48sa. DCM
20

5 ug/ml 10 ug/ml 20 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml
Ektrakt Dozu

Sekil 4.2.1. Corchorus olitorius L. DCM ve su fazi ekstrelerinin Colo-320 hiicrelerinde hiicre
canlilig tizerine etkileri. Colo-320 hiicreleri farkli konsantrasyonlarda Corchorus olitorius L.

DCM ve su fazi ekstreleri ile 24 ve 48 saat inkiibe edilmislerdir.

Colo-741 Hucrelerinin Hiicre Canlilig

250
200
x
20 150
= M Colo-741/24sa. Su
(1]
: m Colo-741/48sa. Su
= 100
2  Colo-741/24sa. DCM

50 M Colo-741/48sa. DCM

5 pg/ml 10 pg/ml 20pg/ml 50 pug/ml 100 pug/ml
Ekstrakt Dozu

Sekil 4.2.2. Corchorus olitorius L. DCM ve su fazi ekstrelerinin Colo-741 hiicrelerinde hiicre canlilig
tizerine etkileri. Colo-741 hiicreleri farkli konsantrasyonlarda Corchorus olitorius L. DCM ve su fazi
ekstreleri ile 24 ve 48 saat inkiibe edilmiglerdir.



Tablo 4.2.1. Colo-320 hiicrelerinin hiicre canlilig1 yiizdesi

Colo-320 (%) 5 pg/ml 10 pg/ml |20 pg/ml |50 pg/ml | 100 pg/ml
Colo-320/24sa. Su 98,9 112,0 146,3 117,6 151,5
Colo-320/48sa. Su 87,8 96,7 114,1 83,3 82,9
Colo-320/24sa. DCM 114,2 117,2 109,7 28,7 13,5
Colo-320/48sa. DCM 70,0 77,9 60,1 30,0 35,1

—_

Tablo 4.2.2. Colo-741 hiicrelerinin hiicre canlilig1 yiizdes

Colo-741 (%) 5 pg/ml 10 pg/ml |20 pg/ml |50 pg/ml | 100 pg/ml
Colo-741/24sa. Su 118,4 1545 138,4 1149 119,2
Colo-741/48sa. Su 89,5 89,7 83,1 73,6 75,8
Colo-741/24sa. DCM 95,7 117,3 113,7 77,6 95,7

Colo-741/48sa. DCM 194,1 84,8 91,2 83,9 82,4
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4.3 Hiicre Morfolojisi

Ekstraktlarla inkiibe edilen hiicrelerin morfolojik yapilar1 kontrol grubu ile
kiyaslandiginda benzer bulunmustur (Sekil 4.3.1). Colo-741 hiicre hattinda her iki
ekstrakt grubunda sitoplazmada vakuol olusumu gozlemlenmistir. Colo-320
hiicrelerinde vakuol olusumu goriilmemis ve morfolojik olarak kontrol grubuna

kiyasla biiyiik farkliliklar izlenmemistir (Sekil 4.3.2).

Sekil 4.3.1. Colo-320 ve Colo-741 hiicrelerinin farkli biiyiikliklerde morfolojik
goriintiileri (A) Colo-320, (B) Colo-741 hiicreleri. Olgek: 500 pm.
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Sekil 4.3.2. Colo-320 ve Colo-741 hiicrelerinin ters mikroskoptaki goriintiileri: (A)
Colo-320 hiicreleri, (B) Colo-741 hiicreleri, (C) DCM fazi ile inkiibe edilmis Colo-
320 hiicreleri, (D) DCM fazi ile inkiibe edilmis Colo-741 hiicreleri, (E) Su fazi ile
inkiibe edilmis Colo-320 hiicreleri, (F) Su fazi1 ile inkiibe edilmis Colo-741 hiicreleri.
Olgek: 100 pm.
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4.4 Corchorus olitorius L. Ekstraktlarinin Colo-320 ve Colo-741 Hiicreleri
Uzerine Apoptotik Etkileri

TUNEL analizi ile belirlenen apoptotik etkiler, her iki hiicre hattinin da 50
ug/ml dozunda DCM ve su ekstraktlar ile 24 saatlik inkiibasyondan sonra tespit
edilmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda her iki fazin, Colo-741 hiicreleride
anlamli olarak apoptotik etki gosterdigi gorilmiistiir (p<0.01, Tablo 4.4.1, Sekil
4.4.1). Colo-741 hiicrelerinde ayrica Colo-320 hiicrelerine oranla anlamli derecede
daha fazla apoptotik etkiye rastlanmistir (p<0.01, Tablo 4.4.1, Sekil 4.4.1). Colo-320
hiicrelerinde ise su fazinda, DCM ve kontrol grubuna gore apoptotik etkinin
rakamsal olarak daha yliksek bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (p>0.05, Tablo 4.4.1, Sekil 4.4.2). Bu sonuglara gore her iki ekstraktin
da metastatik kolon kanseri hiicre hattinda daha biiyikk bir etki sagladigi

gbzlemlenmistir.

Tablo 4.4.1. Corchorus olitorius L. 50 pg/ml DCM ve su fazi ile 24 saat inkiibe
edilmis Colo-320 ve Colo-741 hiicrelerinde TUNEL pozitif hiicrelerin yiizdesi.

Veriler ortalama + SS olarak verilmis ve Mann-Whitney testi ile karsilastiriimistir.

Col0-320 hiicreleri | Colo-741 hiicreleri
DCM faz1 5.94+219 72.5+25.28 2°
Su faz1 11.38 £ 6.68 70.43 £9.72 %P
Kontrol 4.14 +£4.25 4+ 8.94

*Veriler, kontrol grubu ile karsilastirildiginda (p<0.01)
®Veriler, Colo-320 hiicreleri ile karsilastirildiginda (p<0.01)
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Sekil 4.4.1. Corchorus olitorius L. DCM ve su fazi ekstraktlarinin Colo-320 ve Colo-741
hiicre hatlarindaki apoptotik etkileri: . (A) Colo-320 kontrol hiicreleri, (B) DCM fazi ile
inkiibe edilmis Colo-320 hiicreleri, (C) Su fazi ile inkiibe edilmis Colo-320 hiicreleri, (D)
Colo-741 kontrol hiicreleri, (E) DCM fazi ile inkiibe edilmis Colo-741 hiicreleri, (F) su fazi
ile inkiibe edilmis Colo-741 hiicreleri. Olgek 20 pm.

4.5 iImmunositokimyasal Degerlendirme

Kaspaz-3 immunoboyamast DCM faz uygulanan Colo-320 primer kolon
adenokarsinom hiicrelerinde gii¢lii iken, su fazi ile inkiibe edilmis Colo-320
hiicrelerinde orta-zayif derecesinde goriilmiistiir (Tablo 4.5.1). H-SKOR ve
immiinreaktivite sonuclarinin da immunoboyama sonuglari ile paralel oldugu, DCM
faz1 uygulanan Colo-320 hiicrelerinde kaspaz-3 i¢in immiinreaktivitenin anlamli
derecede yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0.05, Tablo 4.5.2) (Sekil 4.5.1). Bunun
yani sira su fazinda inkiibe edilmis Colo-320 hiicreleri i¢in H-SKOR, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda anlamli bulunmamistir (p>0.05, Tablo 4.5.2). Colo-741
hiicrelerinde ise kaspaz-3 immiinoboyanmasi, DCM fazi i¢in orta ile gii¢lii ve su fazi
icin zayif-orta seviye olarak belirlenmistir (Tablo 4.5.1). Sekil 4.5.1'de gosterildigi
tizere, Colo-741 hiicrelerinde kaspaz-3'in immiinoreaktivitesi, ekstraktlar ile inkiibe
edilen hiicrelerde kontrol grubuna gore anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur

(p<0,05, Tablo 4.5.2).



53

Sitokrom c’nin Colo-320 hiicreleri iizerindeki immunoboyama yogunlugu her
iki ekstrakt i¢in de orta-gii¢lii seviyede bulunmustur (Tablo 4.5.1). Sekil 4.5.2°de
goruldiigli tlizere, sitokrom-c immiinreaktivitesi her iki ekstraktta da Colo-320
hiicrelerinde kontrol grubuna gore daha yliksek olmustur. Su fazi ile inkiibe edilmis
Colo-320 hiicrelerindeki H-SKOR’u, kontrol grubuna gore anlamli derecede artis
gostermistir (p<0.05, Tablo 4.5.2). DCM faz ile islem gormiis hiicrelerde H-SKOR
kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu belirlense de, bu artis istatistiki ag¢idan
anlamli bulunmamistir (p>0.05, Tablo 4.5.2). Colo-741 hiicrelerinde, sitokrom-c
immiinoboyama yogunlugu DCM fazinda giiclii, su fazinda ise orta derecede
olmustur (Tablo 4.5.1). Bu hiicrelerdeki DCM fazi immiinreaktivitesi hem su fazina
hem de kontrol grubu hiicrelerine gore yiiksek bulunmustur (Tablo 4.5.2). Colo-741
hiicrelerindeki H-skorlarina gore, her iki ekstrakt da kontrol grubundaki hiicrelere

gore daha fazla immiin isaretlemistir (p<0.01, Tablo 4.5.2).

Colo-320 hiicrelerinde FasL immiinoboyamast DCM fazinda zayif ya da orta,
su fazinda ise orta-giiclii olarak goriilmiistiir (Tablo 4.5.1). Bunlarin yani sira, DCM
ile inkiibe edilmis Colo-320 hiicrelerinde H-SKOR’da diisiis saptanmigtir (Tablo
4.5.2). Su faz1 ile inkiibe edilmis Colo-320 hiicrelerinde ise tam tersine anlamli
derecede artmig H-SKOR goriilmiistiir (p<0.05, Tablo 4.5.2). Colo741 hiicrelerinde
FasL. immiinoboyama yogunlugu orta-gii¢lii olup (Tablo 4.5.1) immiinreaktivite
orani ise her iki ekstrakt i¢in de konrol grubuna gore daha ytiksek bulunmustur (Sekil
4.5.3). Colo-741 hiicrelerinde her iki ekstrakt H-SKOR’u kontrol grubuna gore
anlamli derecede fazla bulunmustur (p<0.05, Tablo 4.5.2). Buna ek olarak, DCM fazi
ile inkiibe edilmis Colo-741 hiicrelerinin H-SKOR puani, su fazt H-SKOR’una gore
anlamli derecede yiikselis gostermistir (p<0.05, Tablo 4.5.2). Bunlarin yani sira, su
faz1 ile inkiibe edilmis Colo-320 hiicrelerinde FasL immiin isaretlemesi ayni faz ile
inkiibe edilen Colo-741 hiicrelerine gore istatistiki olarak anlamli oranda daha
yiiksek olarak belirlenmistir (p<0.01, Tablo 4.5.2). Bu durumda su faz1 primer kolon

adenokarsinom hiicrelerinde FasL antikorunda daha fazla etki gostermistir.
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Sekil 4.5.1. 50 pg/ml Corchorus olitorius L. DCM ve su fazi ekstreleri ile 24 saat
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inkiibe edilmis Colo-320 ve Colo-741 hiicrelerinde kaspaz-3 immiinreaktivitesi: (A)
Colo-320 kontrol hiicreleri, (B) DCM fazi ile inkiibe edilmis Colo-320 hiicreleri, (C)
Su fazi ile inkiibe edilmis Colo-320 hiicreleri, (D) Colo-741 kontrol hiicreleri, (E)
DCM fazi ile inkiibe edilmis Colo-741 hiicreleri, (F) Su fazi ile inkiibe edilmis Colo-
741 hiicreleri. Olgek 20pum.
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Sekil 4.5.2. 50 pg/ml Corchorus olitorius L. DCM ve su fazi ekstreleri ile 24 saat
inkiibe edilmis Colo-320 ve Colo-741 hiicrelerinde sitokrom-c¢ immiinreaktivitesi:
(A) Colo-320 kontrol hiicreleri, (B) DCM fazi ile inkiibe edilmis Colo-320 hiicreleri,
(C) Su faz1 ile inkiibe edilmis Colo-320 hiicreleri, (D) Colo-741 kontrol hiicreleri,
(E) DCM faz ile inkiibe edilmis Colo-741 hiicreleri, (F) Su fazi ile inkiibe edilmis
Colo-741 hiicreleri. Olgek 20um.
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Sekil 4.5.3. 50 pg/ml Corchorus olitorius L. DCM ve su fazi ekstreleri ile 24 saat

inkiibe edilmis Colo-320 ve Colo-741 hiicrelerinde FasL immiinreaktivitesi: (A)
Colo-320 kontrol hiicreleri, (B) DCM fazi ile inkiibe edilmis Colo-320 hiicreleri, (C)
Su fazi ile inkiibe edilmis Colo-320 hiicreleri, (D) Colo-741 kontrol hiicreleri, (E)
DCM fazi ile inkiibe edilmis Colo-741 hiicreleri, (F) Su fazi ile inkiibe edilmis Colo-
741 hiicreleri. Olgek 20pum.
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Tablo 4.5.1. 50 pg/ml Corchorus olitorius L. DCM ve su faz1 ekstreleri ile 24 saat inkiibe edilmis Colo-320 ve Colo-741 hiicrelerinde kaspaz-3,

sitokrom-c ve FasL immiinboyama yogunlugu: (+) zayif, (++) orta, (+++) giiglii.

Colo-320 hiicreleri Colo-741 hiicreleri
Kontrol DCM faz Su faz1 grubu | Kontrol DCM faz Su faz1 grubu
grubu grubu grubu grubu
Kaspaz-3 + +++ +/++ -[+ ++/+++ +/++
Sitokrom-c ++ ++/+++ ++/+++ -[+ +++ ++
FasL + +/++ ++/+++ +/++ ++/+++ ++/+++
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Tablo 4.5.2. 50 ug/ml Corchorus olitorius L. DCM ve su fazi ekstreleri ile 24 saat inkiibe edilmis Colo-320 ve Colo-741 hiicrelerinde kaspaz-3,

sitokrom-c ve FasL immiino-etiketlemeye gore H-SKOR’u. Veriler ortalama + SS olarak verilmis ve Mann-Whitney testi ile karsilastirilmistir.

Colo-320 hiicreleri

Colo-741 hiicreleri

Kontrol grubu DCM faz Su faz1 grubu | Kontrol grubu DCM faz Su faz1 grubu
grubu grubu
Kaspaz-3 258.8+41.23 |3553+£19.69° |3123+41.99 |2183+52.86 |350.3+18.94% |320.3+52.45°%
Sitokrom-c 317.7 £36.17 370.2 +£30.29 366 + 22 .4° 208.9 + 19.87 371.3+11.83% |354.2+225°
FasL 3725+19.18 [3002+52.43 |397.1+6.57*" |2783+4549 [3823+2.12*¢ [360.7+16.77°

a Veri kontrol grubu ile karsilastirildiginda (p<0.05)

b Veri, farkli hiicre hatlari ile karsilastirildiginda (p<0.01)

¢ Veri, su faz1 grubu ile karsilagtirildiginda (p<0.05)
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5.0 TARTISMA

Yapilan bu tez ¢alismasinda, MTT sonuglarina bakilarak Colo-320
hiicrelerinde yiiksek doz ekstrelerin daha fazla sitotoksik etki yarattigi goriilmiistiir.
Her iki ekstre kiyaslandiginda ise DCM faz ekstresinin 50 ve 100 ug/ml dozunda
daha etkili oldugu saptanmistir. Colo-741 hiicrelerinde ise tiim dozlarin sitotoksik
etkisinin birbirine daha yakin oldugu saptanmis, yine ozellikle 50 ve 100 pg/ml
dozlarinda hiicre canliliginin diger dozlara oran ile daha az oldugu saptanmistir.
MTT sonuglarina bakilarak, her iki hiicre hattinda da ileri histokimyasal arastirmanin
50 pg/ml dozunda devam edilmesine karar verilmistir. Ayrica, bu tercih yapilirken,
50 pg/ml konsantrasyonundan az olan ekstre dozlariin kanser hiicrelerinde apoptozu
indiikleyemeyecegi veya fazla olan dozda ise normal hiicrelere de sitotoksik etki
yaratabilecegi goz Oniinde bulundurulmustur. Yapilan MTT sonuglarinda 24 ve 48
saatlik inkiibasyonlarin sonucunda benzerlik goriildiiglinden immunositokimyasal

analizler 24 saatlik inkiibasyon sonucu ile degerlendirilmistir.

TUNEL, apoptotik hiicrelerde DNA fragmentasyonunun tespit edilmesi i¢in
kullanilan bir testtir. Yapilan bu ¢alismada Corchorus olitorius L. ekstrelerinin
ozellikle Colo-741 hiicrelerinde anlamli derecede apoptotik etki gosterdigi
goriilmistiir (p<0,01). DCM fazinin Colo-741 hiicrelerinde, Colo-320 hiicrelerine
kiyasla ~12 kat1 daha fazla, su fazinin ise yine Colo-741 hiicrelerinde primer kolon
kanser hiicrelerine gore yaklastk 9 kat daha fazla apoptotik etki gosterdigi
goriilmiistiir. Bu sonuglara gore her iki ekstraktin da ozellikle metastatik kanser

hiicre hattinda etkili oldugu saptanmustir.

Apoptozda rol oynayan bir ¢ok protein ve iki ana yolak vardir. FasL ve
kaspaz-8 gibi bazi proteinlerin varligi, apoptozun ekstrinsik yolakla tetiklendigini
gostermektedir. Bunun yani sira, sitokrom-c, kaspaz-9 ve Apaf-1 gibi proteinler
intrinsik yolagin gostergesidirler (Huerta ve digerleri 2006, s. 517-526). Yapilan
calismada sitokrom-c immiinoreaktivitesinin su fazi inkiibasyonundan sonra hem
Colo-320 hem de Colo-741 hiicrelerinde anlamli derecede artis gosterdigi
saptanmistir (p<0,05). Bununla birlikte, DCM faz1 ekstraktinin sadece Colo-741
hiicrelerinde  sitokrom-c'nin  immiinoreaktivitesini anlamli  dlgiide  arttirdig

gosterilmistir (p<0,05). DCM faz1 ile inkiibe edilen Colo-320 hiicrelerinde kontrol
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grubuna kiyasla rakamsal olarak bir fark goriilse de, DCM faz1 primer hiicrelerde
sitokrom-c immiinoreaktivitesini anlamli derecede artirmamistir. Bu sonuglara gore,
her iki ekstrakt Colo-741 hiicrelerinde sitokrom-c artisi ile bagdaslastirabilecegimiz
intrinsik yolagi indiiklemeyi basarirken, Colo-320 hiicrelerinde bu etkiyi sadece su

fazi1 ekstresi gostermistir.

FasL'nin immiinoreaktivitesi, kontrol grubu ile karsilastirildiginda DCM fazi
ekstresi ile inkiibe edilen Colo-320 hiicrelerinde bir diisiis gostermistir. Bu sonuglar,
DCM faz1 ekstraktinin  Colo-320 hiicrelerinde ekstrinsik yolak apoptoz
indiiklemedigini belirtmistir. Bu sonuclarin tam aksine Colo-741 hiicrelerinde, hem
kontrol hem de su fazi ekstraktina kiyas ile FasL immiinoreaktivitesinde anlamli bir
farka rastlanmis ve bu da DCM fazinin metastatik kanser hiicrelerinde daha etkili
oldugunu gostermistir. Bu nedenle, bu sonuglar DCM faz ekstresinin ekstrinsik yolla
sadece Colo-741 hiicrelerinde apoptozu indiikledigini gostermistir. Her iki hiicre
hattinda da su faz1 FasL immiinoreaktivitesini anlamli derecede artirabilmis fakat
Colo-320 hiicrelerinde daha biiyiik etki yaratmistir (p<0,01). Bu, 6zellikle su fazi
ekstresinin, ekstrinsik yolak ile apoptozu indiiklemek igin bir araci olabilecegini

gosterebilir.

Kaspaz-3 immiinoreaktivitesi DCM faz1 ile inkiibe edilmis Colo-320
hiicrelerinde anlamli derecede yiikselmistir. Bu sonu¢ bize DCM fazinin primer
kanser hiicrelerinde apoptozun son basamagi, bitirici kaspaz olan kaspaz-3
aktivasyonunun gergeklestigini gostermistir (Huerta ve digerleri 2006, s. 517-526).
Fakat, DCM faz1 ile muamele edilmis Colo-320 hiicrelerinde sitokrom-c ve FasL
immiinoreaktivitesi anlamli bulunmamistir. Bu sonuglar bize, apoptoz yolaginda
bulunan diger proteinlerin yardimi ile primer hiicrelerdeki apoptozun
tetiklenebilecegini ve bunu belirlemek i¢in daha detayli degerlendirmeye ihtiyag
oldugunu gostermektedir. Buna ek olarak sitokrom-c aktivasyonu igin 24 saatten
fazla stireye de ihtiya¢ duyulabilir. Su faz1 ekstrakti ile inkiibe edilen hiicrelerde ise
FasL ve sitokrom-c immiinoreaktivitesinde anlamli derecede artis gozlemlenirken
(p<0,05) kaspaz-3 immiinoreaktivitesi anlamli bulunmamistir. Hiicrelerin 24 saatlik
inkiibasyonu intrinsik ve ekstrinsik yolaklarin tetiklenmesine neden olmus fakat

kaspaz-3 immiinoreaktivitesini anlamli derecede artiracak bir aktivasyona
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ulasilmamistir. Hiicrelerin ekstraktlar ile daha uzun siire inkiibe edilmesi apoptozun
bitirici kaspazi olan kaspaz-3’iin aktive olmasini saglayabilir. Benzer sonuglara bir
diger ¢alismada da rastlanmis, hepatoselliiler kanser hiicrelerinin Corchorus olitorius
L. ekstrakti ile daha uzun siire inkiibe edilmesi membran permeabilitesinin zaman ile
paralel azalmasmma ve sitokrom-c’nin sitosole gegerek apoptozu indiikledigi
savunulmustur (Li ve digerleri 2012, s. 9348-9360). Bunlara ek olarak Colo-741
hiicrelerinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda her iki ekstraktin da kaspaz-3
immiinoreaktivitesini artirdigt sonucuna varilmistir. Buna gore, Colo-741
hiicrelerinde her ii¢ antikor da anlamli derecede aktiflesmis ve bitirici kaspaz-3’e
ulasmistir. Bu sonug ise bize metastatik kolon kanser hiicrelerinde her iki ekstraktin

da apoptozun indiiklendigini gostermistir.

Calismanin igerik analizi sonuglarina goére, Corchorus olitorius L.
ekstraktlarinin - polifenollerden zengin oldugu goriilmiistiir. Ozellikle flavonol
grubuna ait kersetin ve tiirevlerini, ayrica fenolik asit grubuna ait klorojenik asitlerini
igeren Corchorus olitorius L. ekstaktlarinin igerikleri birbirlerine yakin bulunmustur.
DCM faz1 ekstresinde su fazi ekstresine oranla bir ek madde daha tanimlanmistir. Bu
madde kumarik asit tirevidir. Yapilan diger ¢alismalarda da Corchorus olitorius
L.’in polifenol icerdigi belirlenmistir (Handoussa ve digerleri 2013, s. 1204-1216;
Azuma ve digerleri 1999, s. 3963-3966; Oboh ve digerleri 2009, s. 124-134).
Handoussa ve digerlerinin yaptig1 ¢calismada benzer sonuglar bulunmustur (2013, s.
1204-1216). Polifenoller ayrica bitkilerde bulunan sekonder metabolitler olarak da
bilinmektedirler. Wang ve digerlerinin yaptigi c¢alismada kahve polifenollerinin
kolorektal kanser riskini azalttifi saptanmistir (Wang ve digerleri 2013, s. 2683-
2690). Polifenoller giiglii antioksidan kapasitesine ve radikal siipirme oOzelligine
sahiptirler. Ayrica, oksidasyona bagl oksidatif stresi azaltip, lipid peroksidasyonunu
baskilayarak zincir reaksiyon olusumunu engeller veya durdururlar (Tsao 2010, s.
1231-1246). Fakat polifenollerin bunlara ek olarak metal selator olma ozellikleri de
bulunmaktadir ve agresif serbest radikal lireten Fenton reaksiyonlarin1 dnleyerek de
antioksidan ozellik gostermektedirler (Tsao 2010, s. 1231-1246). Ornegin,
Corchorus olitorius L. ekstresinde de bulanan kersetinin yapisal ozelliklerinden
otiirti (konfigiirasyon, hidroksil gruplarinin varligi vs.) serbest radikal siiptirebilme ve

ayrica diisiik redoks potansiyelinden dolay1 lipid peroksidan inhibisyonu, ve tiim
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bunlara ek olarak metal selatorii oldugundan dolayr anti-kanser 6zellik gosterdigi

bildirilmistir (Darband ve digerleri 2018, s. 6544-6560).

Corchorus olitorius L. ekstraktinin 6zellikle kersetin tiirevlerinden zengin
oldugu goriilmiistiir. Bunun yan1 sira kinik asit tiirevlerini de igerdigi belirlenmistir
(Handoussa ve digerleri 2013, s. 1204-1216). Benzer sonuglara bir diger ¢alismada
da ulagilmis, ekstraktin igeriginde kafeik ve klorojenik aside ek olarak naringenin,
kumarik asit ve kaempferole rastlandig1 da belirtilmistir (Yan ve digerleri 2013, s.
1008-1014). Ayrica, baska bir calismada ise Corchorus olitorius L. su fazi
ekstraktinin fenolik bilesenlerden zengin oldugu ama 6zellikle flavonoit olmayan
polifenolleri igerdigi belirlenmistir. Fakat ayni ¢alismada su fazi ekstresinin hekzan
faz1 ekstresine gore polifenolik bilesenlerden daha zengin oldugu gdsterilmistir
(Oboh ve digerleri 2009, s. 124-134). Bir diger ¢alismada ise Oboh ve digerlerinin
yaptig1 ¢alismay1 dogrular nitelikte bulunmustur. Flavonoit olmayan polifenollerin
rakamsal olarak diger polifenollere gore daha fazla miktarda bulundugu tespit
edilmistir (Das ve digerleri 2010, s. 64-69). Yapilan bu tez ¢alismasinda ekstraklar
icerisinde bulunan polifenollerin miktar tayini yapilmamistir fakat sonuglar literatiir
ile uyumlu bulunmustur. igeriginde bulunan tiim polifenollerin Corchorus olitorius
L. bitkisinin sahip oldugu tibbi 6zellikleri artirdigi ve potansiyel anti-kanser etkisinin
iceriginde bulunan zengin polifenol maddelerden geldigi daha o©nce de
diisiiniilmistiir (Yan ve digerleri 2013, s. 1008-1014; Oboh ve digerleri 2009, s. 124-
134).

Yapilan bu ¢alismada Corchorus olitorius L. ekstraktlarmin igerik
analizlerinde luteolin/kaempferol asetilglukozit maddelerinde de rastlanmigtir. Her
iki bilesik de ayni molekiiler agirliga sahip olduklar1 i¢cin LC-MS/MS yontemi ile
ayirt edilmesinin miimkiin olmadigindan, bu ayirimin niikleer manyetik rezonans
(NMR) teknigi ile yapilmasi gerekmektedir. Literatiirde ise Corchorus olitorius L.
iceriginde hem kaempferol hem de luteoline rastlanmistir (Ademiluyi ve digerleri
2015, s. 278-287; Phuwapraisian ve digerleri 2009, s. 5864-5867). Ademiluyi ve
digerlerinin yaptig1 calismada bitkinin kaempferol iceriginin luteolin icerigine gore
daha fazla oldugu fakat her ikisini de igerdigi sonucuna varilmistir (2015, s. 278-

287). 2009 yilinda yapilan bir diger ¢calismada ise Corchorus olitorius L. igeriginde
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Corchorisade A isimli yeni bir flavonol kesfedilmis bu flavonolun ise kaempferol
molekiiliine bagh kafeik asit, glukoz ve metil glukoronat oldugu tespit edilmistir

(Phuwapraisian ve digerleri 2009, s. 5864-5867).

Hem luteolinin hem de kaempferoliin gii¢lii antioksidan 6zellikleri oldugu ve
potansiyel anti-kanser etki gosterebilecegi bildirilmistir (Lin ve digerleri 2008, s.
634-646; Chen ve Chen 2013, s. 2099-2107). Luteolinin kanser hiicre apoptozunu
indiikledigi ve ayn1 zamanda hiicre proliferasyonunu azaltarak potansiyel anti-kanser
ozellik gosterdigi bildirilmistir (Lin ve digerleri 2008, s. 634-646). Buna ek olarak
kaempferolun de proto-onko gen olan c-Myc baskiladigi ve bir tiimér baskilaciyr geni
olan p53 ekspresyonunu artirdigi saptanmistir. Ayrica VEGF’yi azaltarak
anjiyogenezi dolayisi ile kanser biiylime potansiyelini azalttig1 bildirilmistir (Chen ve

Chen 2013, s. 2099-2107).

Corchorus olitorius L. ve kanser hiicre hatti lizerinde yapilan kisith sayida
arastirma mevcuttur. Bunlardan bir tanesi etanolik Corchorus olitorius L. ekstrakti
ile hepatoselliiler karsinom hiicre hatt1 (HepG2) {izerine yapilan bir ¢alismadir (Li ve
digerleri 2012, s. 9348-9360). Bu ¢alismada hem HepG2 hiicreleri, hem de kontrol
olarak normal hepatoselliiler hiicreler (FL83B) kullanilmistir. Calismada ekstraktin
anti-proliferatif ve apoptotik etkileri test edilmistir. Li ve digerlerinin sonuglarina
gore ekstrakt HepG2 hiicrelerinde doza bagli anti-proliferatif etki gostererek
apoptuzu indiikklemistir (2012, s. 9348-9360). Ayrica, HepG2 hiicrelerinde hiicre
canliligt 12,5 pg/ml dozunda ekstrakt 24 saatlik inkiibasyondan sonra %52’ye
diiserken FL83B hiicrelerinde ise sitotoksik etki yaratmadigi goriilmustiir. Ekstrakt:
kiyaslama amacl kullanilan kemoterapdtik bir ilag olan cisplatin ise FL83B
hiicrelerinde daha fazla toksik etkiye neden olmustur. Bunlara ek olarak, flow
sitometre sonuglarina gore Corchorus olitorius L. HepG2 hiicrelerinde SubG1
fazinda hiicre 6liimiinii indiike etmis ve pro-kaspaz 9 ve Inaktif kaspaz aktive edici
Dnaz (ICAD) ekspresyonlarini azaltarak, kesilmis poli ADP riboz polimeraz (PARP)
ile kaspaz 3 seviyelerini 24 saatlik inkiibasyondan sonra artirdigi belirlenmistir.
Ayrica aym c¢alismada mitokondriyel membran potansiyeline da bakilmis ve
sitosolde sitokrom-c birikimine rastlanmistir. Tiim bunlarin sonucunda yazarlar;

Corchorus olitorius L. ekstraktinin hepatoselliiler kanser hiicrelerinde sitotoksik etki



64

yarattigin1 belirtmis fakat bu etkinin normal hepatoselliiler hiicrelerde izlenmedigi,
icerisinde bulunan fitol ve monogalaktodiagilgliserol maddelerinin potansiyel
kemopreventif etki yaratabilecegi tlizerinde durmuslardir (Li ve digerleri 2012, s.
9348-9360). Yapilan bu tez ¢alismasinda da Corchorus olitorius L. ekstraktlarinin,
Ozellikle metastatik Colo-741 hiicrelerinde apoptozu indiikledigi diisiiniildiiglinde, Li

ve digerleri ile benzer sonuglara ulagilmistir.

Bir bagka ¢alismada ise Corchorus olitorius L. metanol ekstraktindan fitol ve
monogalaktodiagilgliserol izole edilmis ve bu maddelerin Raji hiicrelerinde Epstein
Bar Virus (EBV) tiimor baslaticisina anti-tiimor etkileri test edilmistir (Furumoto ve
digerleri 2002, s. 239-243). Izole edilen fitol 15 pg/ml, monogalaktodiagilgliserol ise
30 pg/ml dozunda kullanigmigtir. Caligmanin sonucunda tiimor indiikklenmis Raji
hiicrelerinin canliliginda %20 azalmaya rastlanirken, normal Raji hiicrelerinde boyle
bir azalma goriilmemistir. Dolayisi ile Corchorus olitorius L. potansiyel anti-timor
kapasitesine sahip bir bitki oldugu bildirilmistir (Furumoto ve digerleri 2002, s. 239-
243). Fakat, bu tez c¢alismasinda kullanilan Corchorus olitorius L. ekstraktlarinin
iceriginde fitol veya monogalaktodiagilgliserola rastlanmamistir. Bunun sebebi,
kullanilan bitkinin yetistigi iklim, toprak ve su kosullarimin farkli olmasi

gosterilebilinir.

Corchorus olitorius L. iizerine yapilan bir diger ¢aligmada ise bitkinin hem
yaprak ekstraktt hem de tohum ekstraktlar1 kullanilmustir (Iseri ve digerleri 2013, s.
766-770). Bu iki ekstraktin miiltipl miyelom kanser hiicrelerinde (ARH-77) etkileri
arastirtlmis ve yaprak ekstraktinin toplam fenol igeriginin tohum ekstraktina gore
daha fazla oldugu belirlenmistir. Fakat, ARH-77 hiicrelerinde tohum ekstraktinin
daha fazla sitotoksik etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Her iki ekstraktin da dozlar
iki katina c¢ikarildiginda ARH-77 hiicrelerindeki DNA hasar1 artmis dolayisi ile
genotoksik etkiye rastlanmistir. Yazarlar yaprak ekstraktinin igeriginde bulunan
fenolik bilesenlerden otiirii gili¢lii antioksidan 06zelliginin kanser hiicrelerinde
potansiyel bir prooksidan etki yaratabilecegini ve hiicrelerin ¢ogalmasini bu yoldan
engelleyebilecegini diisiinmiistiir. Ayrica tohum ekstraktinin da iceridigi biyoaktif
bilesenlerden o6tiirli kanser hiicrelerinde oldukca giiglii sitotoksik aktivite gosterdigi

bildirilmistir (Iseri ve digerleri 2013, s. 766-770). Yazarlar ayrica Corchorus
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olitorius L. ile ayni aileye mensup Corchorus acutangulus Lam tiiriinde bulunan
saikosaponin benzeri Corchorusin-D maddesinin 16semik hiicrelerde apoptozu
indiikledigini ve Corchorusin’in miyelom hiicrelerinde de aym etkiyi gostererek
sitotoksisite neden olabilecegi ongormiistiir (Iseri ve digerleri 2013, s. 766-770;
Mallick ve digerleri 2010, s. 709-719). Bunlara ek olarak iki ¢alismanin da verdigi
dip notlarda Corchorus olitorius L.’in yiiksek miktarda polifenol igeriginin de pro-
apoptotik etkiler gosterebilecegini ve dolayisi ile kanser hiicrelerinin apoptozunda
onemli rol oynayabilecegi bildirilmistir (iseri ve digerleri 2013 s. 766-770; Li ve
digerleri 2012, s. 9348-9360).

Yapilan ¢alisma sayisinin azligindan dolay1 kesin bir sonuca varilamamakla
birlikte Corchorus olitorius L.’in yiiksek ihtimalle kanser hiicrelerinde pro-apoptotik
etki gosterdigi diisiiniilmektedir (iseri ve digerleri 2013 s. 766-770; Li ve digerleri
2012, s. 9348-9360). Bu konu iizerinde daha fazla yapilacak arastirmalarla birlikte
kesin olarak Corchorus olitorius L.’in anti-kanser Ozelliklerinin kanitlanmasi ve
giiniimiizde kanser hastaligt bu kadar yayginken kemoterapik bir ila¢ olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir (Iseri ve digerleri 2013 s. 766-770; Li ve digerleri
2012, s. 9348-9360). Bilim diinyasinin bu konuyu aydinlatma ile ilgili daha fazla
aragtirma yapmasi ve belki de potansiyel ve yan etkileri minimal olan bir kanser

karsit1 ilag gelistirmesi 6nerilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda Corchorus olitorius L.’in igeriginde 5-kafeoil-kinik asit
de bulunmustur. Kahvede fazla miktarda bulunan 5-kafeoil-kinik asidin meme kanser
hiicleri {lizerine yapilan bir ¢caligmada, 5-kafeoil-kinik asidin 72 saat inkiibasyondan
sonra hiicre canliligin1 anlamli bir sekilde azalttigi (p<0,01) ayrica proto-onko gen
olan Ras’in aktive eden baglanma yerlerini bloklayabilme kapasitesi oldugu
bildirilmistir (Palmioli ve digerleri 2017, s. 2457-2466). Bunlara ek olarak MAPK
yolagin1 baskilayarak hiicre biiyiimesini de azalttigi bildirilmistir (Palmioli ve
digerleri 2017, s. 2457-2466).

Kafeik ve 5-kafeoil-kinik asidin, HT-29 kolon adenokarsinom hiicre hattinda
yapilan bir diger calismada ise kafeik asidin 24 saat igerisinde HT-29 hiicre
canliligin1 azalttig1 fakat S5-kafeoil kinik asidin bu etkiyi 96. saatte gdsterdigi
bildirilmistir. Ayrica, yapilan apoptoz testinde ise 5 ve 10 uM dozunda 5- kafeoil-
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kinik asitle inkiibe edilen hiicrelerde apoptozun indiiklendigi gozlemlenmistir. Hiicre
siklusu arresti sonuglari ise bu fenolik asidin GO/G1 fazinda arreste neden oldugu ve
hiicre boliinme ve biiylimesini engelledigi ortaya konulmustur. 5-kafeoil kinik asit
HT-29 hiicre igerisine yaklasik 30 dakika igerisinde alinmig ve metabolizasyon
baglamistir. Yazarlar bu olaymm hiicre apoptozunun indiiklenmesinde rol
oynayabilecegini goz 6niinde bulundurmus ve 5-kafeoil-kinik asidin doza baglh degil
ama zamana baglh etkili olabilecegini bildirmislerdir (Murad ve digerleri 2015, s.
532-542).

Yapilan bir diger caligmada ise iki farkli kolon kanser hiicre hatti
kullanilmigtir. Bunlar; HCT116 (kolon karsinom) ve HT-29 (kolon adenokarsinom)
hiicre hatlaridir. Bu hatlarda klorojenik asidin etkilerine bakilmis ve klorojenik asidin
doza bagl olarak kolon kanser hiicrelerinde hiicre i¢gi ROS seviyelerini artirarak
hiicre canliligim1 azalttifi belirlenmistir. Hiicre canliligini azaltmada HCT116
hiicrelerinde daha yiiksek etli gosteren klorojenik asit ayrica her iki hiicre hattinda da
S fazinda arreste sebep olmustur. Diger bir taraftan da klorojenik asit Nfr2 ve hem
oksigenaz (HO-1) gibi antioksidan sistemleri aktive etmis fakat buna ragmen kanser
hiicrelerinde ROS {iretimi ile birlikte, hiicre canliligini azaltmay1 basarmistir. Hiicre
ici ROS birikimin DNA hasarina neden olup apoptozu indiikleyebilecegini tartisan
yazarlar, klorojenik asit ile birlikte fosforile olmus p53 aktivitesinde de artisa
rastlamiglardir (Hou ve digerleri 2017, s. 59-65). Corchorus olitorius L.’in igeriginde
yiiksek miktarlarda bulunan klorojenik asidin bu &zellikleri, Corchorus olitorius
L.’in antioksidan aktivitesini artirmaktadir. Dolayis1 ile, bu tez c¢alismasinin
sonuglarina, klorijenik asit, antioksidan aktivitesi ile kolorektal kanser hiicrelerinde

pro-apoptotik etki goriinmesine katkida bulunmustur.

Bir diger calismada ise klorojenik asidin 30 ve 50 uM dozunda A549 akciger
kanser hiicre canliligin1 %40 kadar azalttig1 bildirilmistir. Ayrica ayni ¢aligmada Bax,
Bcl2 ve CASP3 gen ekspresyonlar ile birlikte Western blotting teknigi ile aym
genlerin protein ekspresyonlarinda da anlamli derecede artis goriilmiistiir. Yiiksek
dozlarda (100-150 puM) verilen klorojenik asidin ayrica apoptozu da indiiklegi
gosterilmistir. Bunun yan1 sira p38 gen ekspresyonunu artirdigi ve bununla birlikte

ROS apoptozda rol oynadig1 yazarlar tarafindan tartigilmistir. Calismada kanser kok



67

hiicre seviyelerinde de anlamli bir azalis goriilmiistiir. Yazarlar, klorojenik asidin
giiclii bir antioksidan olmasindan otiirii anti-kanser 6zellikleri gosteren potansiyel bir
polifenol oldugunu bildirmistir (Yamagata ve digerleri 2018, s. 9-19). Yapilan bu tez
calismasinda ise, Corchorus olitorius L. ekstraktlarinin klorojenik asit alt grubuna ait
kafeoil kinik asit tlirevlerini igerdigi gosterilmis ve yukarida tartisilan olasi
mekanizmalar sonucu ekstraktlarin kolon kanser hiicrelerinde potansiyel anti-kanser

etkiler gosterebilecegi lizerinde durulmustur.

Yapilan bir ¢aligmada manuka balinin igeriginde en fazla bulunan polifenolun
kersetin oldugu belirlenmis ve HCT116 ve metastatik kolon kanser hiicre hatti olan
LoVo hiicrelerin iizerinde etkilerine bakilmistir. Bu ¢alismada doz ve zamana baglh
olarak Manuka balinin her iki hiicre hattinda da sitotoksik etki gosterdigi sonucuna
vartlmistir. Ayrica, balin hiicreler iizerinde apoptotik etki yarattigt ve bizim
sonuglarimiz ile paralel olarak metastatik kanser hiicrelerinde daha fazla apoptoz
goriildiigli bildirilmistir. Bir timor suprasdr geni olan p53, kaspaz-3 ve apoptoza;
kromatin yogunlagmast ve DNA fragmentasyonunu artirmasi ile katki koyan, c-
PARP ekpresyonlarinin bal ile inkiibasyondan sonra arttig1 gozlemlenmistir. Ayrica
anti-apoptotik protein olan Bcl2 mRNA ekspresyonu azalirken, Bax, FasL ve
sitokrom-c protein ekspresyonlarinda artig goriilmistiir. Bu sonuglar yapilan mevcut
calisma ile benzerdir. Kersetin igerigi yiikksek Manuka balinin hem intrinsik hem de
ekstrinsik yolak ile apoptozu indiikledigi bildirilmistir (Afrin ve digerleri 2018, s.
2145-2157). Ayrica, Hou ve digerlerinin yaptigi caligma sonucundaki gibi
kersetinden zengin balm S fazinda hiicre siklu arrestine neden oldugu

gozlemlenmistir (2017, s. 59-65; Afrin ve digerleri 2018, s. 2145-2157).

Bir diger ¢alismada kersetinin in vitro ve in vivo anti-kanser etkileri
arastirtlmistir. Calisma sonucunda kersetin doza ve zamana bagli olarak CT-29 (fare
kolon kanser) hiicrelerinde apoptozu indiiklemistir (120 uM). Fakat devaminda
yapilan in vivo deneylerde kersetinin yiiksek dozlarda verildiginde (100-200 mg/kQg)
timor biliylimesini azaltti§i ve hayatta kalma oranlarint artirtigr bildirilmistir
(Hashemzaei ve digerleri 2017, s. 819-828). Yapilan bir diger ¢alismada ise
kolorektal adenokarsinom hiicre hattt HCT15 ve HT-29 kiyaslanmistir. Kersetin ile

inkiibasyon sonucunda HT-29 hiicrelerinin hiicre canliligi daha az bulunmustur.
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Yiiksek dozlarda verilen kersetinin bile (80 pM) normal kolon hiicrelerine zarar
vermeyecegi bildirilmistir. Apoptoz sadece HT-29 hiicrelerinde indiiklenmis ve
ayrica bizim ¢alismamiza paralel olarak kaspaz-3 ve sitokrom-c aktivasyonu anlamli
derecede artis gostermistir. Hiicre i¢i ROS iiretimi ve COX2 gen ekpresyonunun

artisinin da apoptozu indiikleyebilecegi iizerine yorum yapilmistir.

Kersetinle ilgili yapilan bir diger calismada ise benzer sonuglara rastlanmig
kersetin hiice i¢i ROS iiretimini artirarak apoptozu indiiklemistir. Yazarlar iki farkl
kolon kanser hiicre hattin1 incelemis ve kersetinin p53 mutasyonu olan HT-29
hiicrelerinde apoptozu indiiklemeyi basarabildigi bildirilmistir. Yazarlar ¢alismanin
sonucunda kersetinin hiicre i¢i ROS seviyelerini artirarak Sestrin 2 transkripyonunu
ve AMPK fosforilasyonunu artirdigit ve mTOR yolagini inhibe ettigini ve kanser
hiicrelerinde apoptoza neden oldugunu gozlemlemistir (Kim ve digerleri 2013, s.

264-270).

Yapilan bir diger ¢aligsmada ise yeni bir kersetin tiirevi olan TEF’in HCT116
hiicrelerindeki apoptotik etkilerine bakilmistir. Caligmada, kersetinin 50 pM dozunda
normal kolonik hiicrelerde sitotoksik etki yarattigi goriiliirken, tiirevi olan TEF’in
yiiksek dozlarda dahi sitotoksik etki yaratmadigi bildirilmistir. Ayrica yazarlar,
TEF’in doza bagli apoptotik etki gosterdigi ve bunu da endoplazmik retikulum (ER)
aracilt yaptig1, salian Ca*? ile birlikte INK yolaginin aktive oldugu gozlemlenmistir.
Bu yolagin aktive olmasi Bcl2 anti-apoptotik ailesinin salinimi baskilarken, Bax ve
mitokondriyel membran potansiyelinin kaybi ile sitokrom-c’nin salinimi artirmistir.
Kaspaz-9 ve kaspaz-3’iin de aktive oldugunu gozlemleyen yazarlar, apoptozun
intrinsik yolak ile gerceklestigi sonucuna varmiglardir. Yazarlarin TEF’in elektron
transport zincirine bagli ROS {retimini artirma kapasitesi ile yolaklarda
degisikliklere sebep olarak apoptozu indiikledigini, ayrica TEF ile inkiibe edilen
hiicrelerde lipid peroksidasyonun da fazla oldugunu bunun da ROS iiretimine katki
koydugunu bildirmiglerdir. TEF’in yapisal olarak kersetine gore lipofilitesi ve
biyoyararliliginin daha fazla oldugunu belirten yazarlar, potansiyel bir kemoterapotik
bir ajan olabilecegi sonucuna varmistir (Khan ve digerleri 2016, s. 789-799).

Corchorus olitorius L.’in yiiksek kersetin igerdigi géz oniine alindiginda, Corchorus
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olitorius L. ekstraktlarinin bu tez calismasinda gosterdigi anti-tiimor ve pro-apoptotik

etkilerine kersetinin de katkida bulunmus olabilecegi diistiniilmiistiir.

Yapilan tez ¢alismasinda Corchorus olitorius L. ekstraktlarinin 1,3-dikafeoil-
kinik asit icerdigi de goriilmiistiir. Bu bilesenin bir diger adi sinarindir. Sinarin
Ozellikle enginarda bol miktarda bulunan hidroksi sinammik asit grubunda bulunan
bir fenolik bilesiktir (Pulito ve digerleri 2015, s. 18134-18150). Enginar ekstrakt1 ile
yapilan bir ¢caligmada, igeriginin kafeik asitlerden zengin oldugu bildirilmistir. Meme
kanseri hiicre hattinda bakilan etkilerinde yiiksek dozlarda 24 saat inkiibasyon
sonucunda enginar ekstrakti kaspaz-9 aktivitesini artirmistir. Ayrica arastirmacilar
diisiik dozlarda fakat siirekli olarak inkiibe edilen hiicrelerde de apoptotik etkiye
rastlamiglardir. Ayrica hiicre i¢i siiperoksit anyonlarmin artigt gozlemlenmis ve
dolayist ile ROS iiretiminin artmis oldugu bildirilmistir (Mileo ve digerleri 2015, s.
Epub). Bir diger calismada ise sinarinden zengin enginar ekstraktinin akciger kanseri
hiicrelerinde doza bagli olarak apoptozu indiikledigini ve kaspaz-3,7 ve PARP
kirilmalarii anlamli bir sekilde artirdigi gosterilmistir. Ayrica diisiik dozlarda
uygulanan enginar ekstraktinin (6-12 pg/ml) bile hiicre migrasyonunu anlamli bir
sekilde azalttig1 ve metastazi engelleyebilecegi gosterilmistir. Bunlara ek olarak p38
MAPK yolagini, p53 ve Bax proteinlerini aktive ederek kanser hiicrelerinin apoptoza

girmesini sagladigi bildirilmistir (Pulito ve digerleri 2015, s. 18134-18150).

Sadece DCM fazinin igeriginde bulunan kumarik asit tiirevinin de potansiyel
anti-kanser etkileri oldugu goriilmiistiir (Jaganathan ve digerleri 2013, s. 7726-7734;
Roy ve digerleri 2016, s. 4019-4023). Kumarik asit ve kolon kanser hiicreleri lizerine
yapilan bir aragtirmada HCT15 ve HT-29 hiicre hatlar1 kullanilmig ve 1400 pmol/l
dozunda HCTI15 hiicrelerinde ve 1600 pumol/l miktarinda 48 saat inkiibe edilen
kanser hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdigi bildirilmistir. Ayrica sub-G1 fazinda
hiicre siklusu arrestine neden oldugu ve kanser hiicrelerindeki ROS {iiretiminde artis
yarattigi gorilmistir. Bunlara ek olarak yazarlar mitokondriyel membran
potansiyelinde azalma da tespit etmistir, fakat apoptozda gorev alan diger
proteinlerin ekpresyonunu arastirmamislardir (Jaganathan ve digerleri 2013, s. 7726-
34). HCT15 hiicrelerinde yapilan bir diger ¢calismada ise 220 pg/ml dozunda kumarik

asit ile inkiibe edilen hiicrelerde, hiicre canliligi %50 oraninda azalmigtir. Buna ek
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olarak 200 ng/ml EGFR ekpresyonunu azalttig1 yazarlar tarafinda bildirilmistir (Roy
ve digerleri 2016, s. 4019-4023). Yapilan arastirmalara gére kumarik asidin apoptozu
indiikleme kapasitesi oldugu belirlenmistir. Yapilan bu tez calismasinda ise da her iki
hiicre hattinda da DCM fazinin kaspaz-3’ii aktive ettigi goriilmiis ve Corchorus
olitorius L. ekstraktinin igerdigi fenolik asitlerin buna katki saglayabilecegi

distiniilmistiir.

Corchorus olitorius L.’in oksidatif stres tizerine etkileri, ratlara agir metaller
verilmesiyle birlikte birka¢ farkli calismada incelenmistir (Dawanjee ve digerleri,
20133, s. 78-91; Dawanjee ve digerleri 2013b, s. 188-198; Das ve digerleri 2010, s.
65-69). Dewanjee ve digerlerinin yaptig1 ¢alismada kadmiyumun ratlar lizerinde
yarattigi oksidatif stres ve Corchorus olitorius L. ekstraktinin koruyucu roli
incelenmistir (Dewanjee ve digerleri 2013a, s. 78-91). Bes farkli gruba bdliinen 30
ratin iki grubu 50 ve 100 mg/kg olmak tizere Corchorus olitorius L. yaprak ektrakti
gruplara kadmiyum verilemeye baslamadan bes giin Once verilmeye baslamistir
(Dewanjee ve digerleri 2013a, s. 78-91). Sonuglar, yine bir¢ok ¢alismada oldugu gibi
doza bagli olarak olumlu yanit gostermis ve Corchorus olitorius L. ekstrakti
kadmiyum toksikasyonunu ¢esitli mekanizmalar ile Onlemeyi basarmistir. Bu
mekanizmalar yukarida da bahsedildigi lizere oksidatif stresi 6nleyebilme 6zelligi ile
elde edilmistir. Yazarlar bunu TBAR seviyelerine bakarak ileri siirmiis ve 6zellikle
100 mg/kg grubunda TBAR seviyelerinin diigiis gosterdigi ve Corchorus olitorius
L’in  kadmiyum intoksifikasyonunu  gerceklestirme kapasitesi  oldugubu
bildirilmistir. (Dewanjee ve digerleri 2013a, s. 78-91). Cok benzer bir arastirma
dizayn1 aynmi sekilde agir metallerden bir tanesi olan kursun iizerine yine Dewanjee
ve ekibi tarafindan yapilmistir (2013b, s. 188-198). Bu c¢aligmada da 50 ve 100
mg/kg basina Corchorus olitorius L. ekstraktinin doza bagl olarak GSH seviyelerini
artirdig1, ayrica gesitli organlarda kursun seviyesini azalttigi da bildirilmigtir. TBAR
seviyelerindeki azalig, Corchorus olitorius L. ekstraktinin fenolik igeriginden dolayi
anti-oksidan 6zellik gosterdigi bildirilmistir (Dawanjee ve digerleri 2013b, s. 188-
198). Buna ek olarak Das ve digerlerinin yaptig1 benzer bir ¢calismada Corchorus
olitorius L. yaprak ekstraktinin arsenigin yarattigi oksidatif stresi engelledigi
goriilmustir (Das ve digerleri 2010, s. 65-69). Bu ¢alismada 30 rat kullanilmis ve

sadece beyinlerindeki oksidatif stres, beynin oksidatif strese ¢ok agik bir organ
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oldugu icin (igerigindeki PUFA’dan otiirii) incelenmistir. Arastirmanin sonucunda
ise SOD ve CAT gibi antioksidan enzimlerin seviyelerinde artis ve lipid
peroksidasyonunda azalis saptanmistir. Bu azalisin ise Corchorus olitorius L.
ekstraktinin igeririgindeki bilesenlerin oksidan temizleme 6zelliginden 6tiirii oldugu
yazarlarca dogrulanmistir (Das ve digerleri 2010, s. 65-69). Tim bu calismalarin
sonucunda Corchorus olitorius L. ekstraktinin doza bagli olarak agir metallerin
verdigi 6zellikle oksidatif hasar1 engelleyebilecegi goriilmiistiir. Bu tez ¢alismasinda
gosterilmese dahi, Corchorus olitorius L.’in bir diger anti-tiimor 6zelligi de oksidatif
stresi azaltip, DNA hasarin1 azaltarak, malignant transformasyonu engellemesi

yoniinde olabilir

Corchorus olitorius L.’in anti-inflamatuvar etkilerine bakildigi ¢alismalarda
ise ekstraktin doza serbest radikal siipiirme aktivitesinde artig goriilmiistiir. Bu da
yine bitkinin igerisinde bulunan mevcut polifenollerin giiclii antioksidan etki
gostermesinden dolayidir (Yan ve digerleri 2013, s. 1008-1014). Ayrica,
lipopolisakkarit ile inflamasyon indiiklemis makrofaj hiicrelerinde doza bagli olarak
PGE; miktarinda anlamli bir azalig goriilmiistiir (50, 100, 200 pg/ml). Yazarlar
Corchorus olitorius L.’in igerdigi fenolik bilesenlerin ¢ok gii¢lii antioksidan etki
gostererek, inflamatuvar yolaklar1 baskiladigini ve anti-inflamatuvar olarak kabul
edilebilecegini bildirmislerdir (Yan ve digerleri 2013, s. 1008-1014).

Bir diger ratlar iizerinde yapilan g¢alismada ise Corchorus olitorius L.’un
vaskiiler permeabiliteyi azalttig1 ve ayrica Carrageenan ile indiiklenmis 6demi 250
mg/kg dozunda azalttig1 tespit edilmistir. Bunun yam sira, antioksidan molekiil olan
glutatyon ve antioksidan enzim olan SOD seviyelerini anlamli derecede artirmistir.
Giicli  bir  pro-inflamatuvar  gdsterge¢ olan TNFa seviyelerinde de
immunohistokimyasal analizden sonra orta derecede boyanma saptanmistir. Ayrica
yine pro-inflamatuvar yolagin aktive olmasinda ve pro-inflamatuvar prostoglandin
tiirlerinin tretilmesinde rol oynayan COX1 ve 2 enzimlerinde de anlamli derecede
azalig saptanmistir (Handoussa ve digerleri 2013, s. 1204-1216). Bu yapilan
calismalarin timi Corchorus olitorius L.’in hem antioksidan hem de anti-
inflamatuvar Ozelliklere sahip bir bitki oldugunu ve bu oOzelliklerini igerisinde

bulunan polifenollerden sagladigini bildirmistir. Dolayis1 ile Corchorus olitorius L.
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hem anti-kanser, hem de kanser olusumunu koruyucu mekanizmalar tizerinden saglik
tizerinde bir ¢ok pozitif etkisinin oldugu yapilan tim bu c¢aligmalarin 1518inda

benimsenmistir.

Tim bu c¢alismalar, Corchorus olitorius L. ekstraktlarinda bulunan
fitokimyasallarin, farkli kolon kanseri hiicre hatlarinda apoptoz indiiklenmesinde
etkili oldugunu gostermistir. Kanser hiicrelerinde apoptoz indiiksiyonu, yillar
boyunca kanser tedavisinin bir parcast olmustur (Stoian ve digerleri 2014, s. 160-
164). Bununla birlikte, hiicre oliimiinii tetikleyen apoptotik yol, farkli kanser
hiicrelerinde farkliliklar gosterebilmektedir. Ornegin, Corchorus olitorius L.,
hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde intrinsik yolla apoptozu indiiklemistir, ancak
bizim sonuglarimiz, 6zellikle su fazi1 ekstresinin, her iki hiicre hattinda hem intrinsik
hem de ekstrinsik apoptotik yolaklari tetikledigini gostermistir. Genel olarak, her iki
ekstraktin da Colo-741, metastatik kolon adenokarsinom hiicre hatlarinda daha etkili
oldugu goriilmiistiir. Metastatik kolorektal karsinomlarda apoptotik hiicrelerin daha
yiiksek olmasi, metastatik hiicrelerde mutasyonlarin primer tiimdrlerden daha fazla
birikmesi beklendigi i¢in ve bu hiicrelerin daha fazla hiicresel stres altinda olmasi ile
aciklanabilir (Zeitoun ve digerleri 2008, s. 3609-3612). Corchorus olitorius L.
ekstrelerindeki fitokimyasallarla birlestiginde, primer kolorektal adenokarsinom
hiicrelerinin aksine daha biiyiik bir hiicresel stres altinda olan metastatik hiicrelerde
apoptoz daha kolay bir sekilde tetiklenebilir (Zeitoun ve digerleri 2008, s. 3609-
3612).
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6.0 SONUC VE ONERILER

Kanser insidanst ve mortalitesi diinyada oldukga yiiksektir ve daha az invaziv
ve daha az hasar verici olan bitkisel ilaglar ile tedaviye yaklasim fikri son
donemlerde oldukg¢a one siiriilmektedir. Yapilan bu tez ¢alismasinda Corchorus
olitorius L. DCM ve su faz1 ekstrelerinin ilk kez olarak kolon adenokarsinom
hiicrelerinde in vitro pro-apoptotik aktivitesi arastirilmistir. Corchorus olitorius L.
yapraklarinin iki farkli ekstraktinin da her iki hiicre hattinda 50 pg/ml
konsantrasyonda apoptozu indiikledigi goriilmiistiir. Sonug olarak, ekstreler, kolon
kanser hiicre hatlarinda, 6zellikle de metastatik kolon adenokarsinom hiicre hattinda
daha etkili olarak apoptoza neden olmustur. Bu g¢alisma, Corchorus olitorius L.
ekstraktlarmin potansiyel anti-kanser etkilerine ve kolon kanseri tedavisine oncii
olarak kullanilma olasiligina sahip olabilecegini gostermektedir. Yapilan bu tez
calismasi, Corchorus olitorius L. ekstrelerinin apoptotik etkilerinin farkli kanser
hiicre hatlar1 ve in vivo ¢alismalarla desteklenmelidir. Ayrica, yapilan bu ¢alisma

gelecekteki Corchorus olitorius L. ile ilgili ¢alismalara bir rehber olacaktir.

Yapilan tez ¢alismasinin sonuclarini giliclendirmek ve ileride konu ile ilgili

arastirlabilecek adimlar agsagidaki gibidir.

e Apoptotik yolakta bulunan ve kullanmilan antikorlarin, protein

ekspresyonlarinin aragtirilmasi,

e Apoptozun hangi hiicre siklusunda arreste neden oldugunun saptanmasi,

e TUNEL ve Immunositokimya analizleri i¢in hiicrelerin farkli siirelerde

ekstraktlar ile inkiibe edilmesi ve sonuglarin kiyaslanmasi,
e Corchorus olitorius L. bitkisinin igerigindeki polifenollerin miktar tayini ve
ekstraktlardan izole edilen polifenollerin, hiicre hatlar1 iizerinde ayrica

denenmesi ve biyo-aktivitelerinin bu yonde arastirilmas,

e Corchorus olitorius L. bitkisinin anti-kanser etkisinin in vivo incelenmesi,
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e Apoptozun indiiklenmesinde 6nemli rol oynayan sinyalizasyon yolaklarinin

belirlenmesi, bilimsel kanitlar1 artirmak adma Onem tasimaktadir.
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Abstract

Corchorus olitorius L. is a highly consumed plant in Cyprus and other Eastern
Mediterranean countries and known as a medicinal food in many cultures. The aim
of the study is to determine in vitro anticancer and apoptotic induction effects of
dichloromethane (DCM) and aqueous Corchorus olitorius L. leaf extracts in primary
(Colo-320) and metastatic (Colo-741) colon adenocarcinoma cell lines.. Cell growth
and cytotoxicity were measured with MTT assay with five different concentrations of
extracts in Colo-320 and Colo-741 cell lines. Apoptotic activities of Corchorus
olitorius L. were investigated by immunocytochemistry using antibodies directed
against to caspase-3, cytochrome-c and FasLigand (FasL). TUNEL assay was used to
detect DNA fragmentation in both cell lines. Both DCM and aqueous phase of
extracts at 50 pg/ml concentration were more effective at inhibiting Colo-320 and
Colo-741 cell growth when compared with other dilutions. The number of TUNEL
positive cells was significant in Colo-741 cells when compared with both control
group and Colo-320 cell line. DCM phase extract significantly increased caspase-3
immunoreactivity while aqueous phase extract significantly increased cytochrome-c
and FasLigand (FasL) immunoreactivities in Colo-320 cell lines. Both extracts were
able to significantly increase caspase-3, cytochrome-c and FasL immunoreactivity in
Colo-741 cells showing that both apoptotic pathways were triggered. Overall,

Corchorus olitorius L. extracts induced apoptosis in both cancer cell lines while
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being more effective in metastatic colon adenocarcinoma cell lines suggesting that
the extracts might have potential anticancer effects and possibility to be used as

precursor to phytomedicinal colon cancer treatment as oppose to chemotherapy.

Keywords: Corchorus olitorius, colon cancer, apoptosis, plant extract
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Introduction

Corchorus olitorius L. is a plant which belongs to Tiliaceae family in botany. It is a dark green
leafy vegetable, which is highly consumed in Cyprus, Eastern Mediterranean and Middle Eastern
countries (1-3). Corchorus olitorius L. is known as a medicinal food in many cultures and has
therapeutic effects such as being sedative, diuretic and laxative (4). In addition, according to folk

remedy, Corchorus olitorius L. is beneficial for treatment of dysuria, cystitis and gonorrhoea (5).

Corchorus olitorius L. leaves contain macro and micronutrients as well as polyphenols (6-8). It is
also found to be rich in antioxidant compounds such as caffeoylquinic acid, quercetin glycosides,
vitamin E and omega-3 fatty acids (6-9). In vivo and in vitro studies had shown that Corchorus
olitorius L. leaf extract has antioxidant properties and reduces oxidative stress due to its rich
phytochemical content (7,8). Furthermore, ionone glycosides in Corchorus olitorius L. had shown
to suppress histamine release and corchorifatty acids inhibited lipopolysaccharide-induced nitric

oxide (NO) production in cultured mouse peritoneal macrophages (10).

It is estimated that colorectal cancer is the third most cause of cancer mortality in the world (11).
The phytochemical constituents of ethnomedicinal edible plants in the maintenance of health and
protection from cancer are also of interest in prevention and treatment of cancer (12,13). The use of
traditional plants as anticancer drugs, by isolating potential bioactive molecules, is becoming a
more popular side method than chemotherapy. (13). The previous studies had shown potential
anticancer effect of Corchorus olitorius L. extract on human multiple myeloma and hepatocellular
carcinoma cells (2,14). The specific effects of Corchorus olitorius L. extract in cancer cell viability
and apoptosis in colon carcinoma cells still remains undefined. To the best of our knowledge, there

are no reports addressing the effect of Corchorus olitorius L. extract in colon cancer.

Primary and metastatic forms of colon cancers might have different mutations. Some of the

prominent mutations in primary colorectal cancers are also found in subsequent metastatic tumours.
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However, there is also discordance between the primary tumour mutations and metastatic tumour
mutations (15). Metastatic tumours have more p53, KRAS and BRAF mutations, which induce cell
proliferation, differentiation and evasion of apoptosis (16,17). In addition, overexpression of growth

factors might be a cause of transformation of primary into metastatic colon cancer (16).

Apoptosis plays key a role in final decision of cancer cell’s fate. It is necessary for multicellular
systems where the body gets rid of deteriorated cells that might transform into malignant cancerous
formations (18,19). Activation of intrinsic pathway requires internal stimuli which increases
mitochondrial permeability and causes release of cytochrome-c into the cytosol. The release of
cytochrome-c triggers apoptosome, that activates caspase 9/3 signalling cascade and therefore
initiates the final step of apoptosis (18,20). On the other hand, in extrinsic pathway, attachment of
an external stimulus to death receptor, FasLigand (FasL) initiates apoptosis by causing formation of
death inducing signalling complex (DISC). This process triggers the start of caspase activities

including caspase 8 and 10 and finally the last caspase prior to apoptosis, caspase 3 (18,20,21).

The aim of the study is to determine in vitro apoptotic induction effects of dichloromethane (DCM)
(lipophilic) and aqueous (hydrophilic) Corchorus olitorius L. leaf extracts in primary (Colo-320)
and metastatic (Colo-741) colon adenocarcinoma cell lines. In addition, we aimed to determine the

molecular apoptotic pathway that is triggered after treatment with both extracts in both cell lines.

Materials and Methods

Plant material and extraction

Mature Corchorus olitorius L. leaves were collected from Kyrenia, Cyprus in July 2016. The
collected plant sample was registered with Near East Herbarium at Near East University under the
Herbarium number 6904. The dry leaves of Corchorus olitorius L. (100 g) were powdered (Waring
Commercial Blender, United States of America, USA) and extracted with 80% (800 ml) ethanol

while incubated overnight at room temperature with occasional stirring. The extract was vacuum
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filtered and concentrated to 200 ml by rotary evaporator (BUCHI Rotavapor R-210). Concentrated
aqueous phase was then extracted with DCM to remove lipophilic compounds by using separation
funnel (x3). DCM extract was evaporated to dryness and kept over CaCl, desiccator for 48 h. The
aqueous phase was concentrated to its half and lyophilized (Christ Alpha 1-4 LD Plus, Germany)
with freeze-dryer. The total yields for DCM and aqueous phase extracts were 3.7% and 14.8%

respectively.

Cell line and cell culture

Cell lines, Colo-320 (ATCC: CCL-220.1) and Colo-741 (ECACC: 93052621) were maintained in
RPMI-1640 medium (Biochrom, FG 1215), 10% heat inactivated fetal bovine serum (FBS)
(Capricorn Scientific, FBS-11B), 1% penicillin-streptomycin (Biochrom, A2213) and 1% glutamine
(EMD Millipore, K0282). Cells were cultured in a humidified atmosphere at 37°C in 5% CO,. As
the cultured cells reached confluency state, they were sub-cultured using 0.25% trypsin-EDTA

solution (Biochrom, L 2143).

Cell viability and growth assay

DCM and aqueous phase extracts were dissolved with dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich)
to 100 mg/ml. The extracts were further diluted in culture medium (5 pg/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml, 50
pg/ml and 100 pg/ml). The final concentration of DMSO in cell lines was less than 0.05%. Colo-
320 and Colo-741 cells were collected, suspended in medium and seeded in 96-well culture dishes
at a density of 5 x 10%/ml cells in each well with 100 ul medium. Extract dilutions were triplicated

for both DCM and aqueous phases. Both cell lines were incubated for 24 and 48 h.

The cell viability was estimated by MTT assay. MTT solution (Biotium, #30006) was heated to

37°C and then 10 pl were added to the each well. After 4 h incubation at 37°C in 5% COg, 200 pl
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DMSO was added to dissolve the formazan salts. The absorbance was measured at 570 nm with

spectrophotometer (Versa Max, Molecular Device, Sunnyvale, USA).

TUNEL assay for apoptosis

DNA fragmentation was detected by labelling apoptotic cells with specific staining while using
commercial in situ apoptosis detection kit (Apoptag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection
Kit, S7101, Millipore, USA). All cultured cells were fixed with 4% paraformaldehyde in phosphate
buffered saline (PBS) at 4°C for 30 minutes. After fixation, all cultured cells were washed twice
with PBS and incubated with 3% H,O, for 5 minutes at room temperature. In total, 75 pl of
equilibrium buffer was added into the plates. Then, 55 pul of working TdT strength enzyme was
added and the cells were incubated for 1 h at 37°C. After that, stop wash buffer was added, the cells
were washed with PBS and 65 ul anti-digoxigenin peroxidase was added. The cells were washed by
PBS and after incubated with 75 pl diaminobenzidine (DAB) for 5 minutes, the cells were re-
washed with distilled water. The last step was counterstaining with Mayer’s solution. The cells were

washed with distilled water after 5 minutes of incubation.

Immunocytochemistry

Cultured Colo-320 and Colo-741 cells were assessed immunocytochemically for binding of
antibodies against caspase-3, cytochrome-c and FasL. All cultured cells were fixed with 4%
paraformaldehyde in PBS at 4°C for 30 minutes. Tween 20 (Sigma-Aldich) was added for
permeabilization for 15 minutes. The cells were washed with PBS and endogenous peroxidase
activity was quenched by incubation with 3% H,O, for 5 minutes at room temperature. After
washing cells with PBS three times for 5 minutes, primary antibodies caspase-3 (sc-7272, Santa
Cruz Biotechnology, Inc., USA), cytochrome-c (sc-13156, Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA)

and FasL (sc-834 Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA) were added and incubated overnight at
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4°C. Biotinylated secondary antibody (Histostain-Plus, IHC Kit, HRP, 859043, Thermo Fischer)
was added and incubated for 30 minutes followed by PBS wash (x3) for 5 minutes. Strepavidin-
peroxidase complex (100 ul) was added to cultured cells. Cells were then washed by PBS and DAB
was added and incubated for 5 minutes for enhancement of immuno-labelling. DAB was washed
with distilled water. Cells were counterstained with Mayer’s hematoxylien for 5 minutes and
mounted with mounting medium (Merck Millipore, 107961, Germany). All specimens were

examined using a light microscope (Olympus BX40, Tokyo, Japan).

Staining of caspase-3, cytochrome-c and FasL was also graded semi quantitatively using the H-
SCORE that was calculated with the following equation: HSCORE=Zn (i+1), where i is the
intensity of staining with a value of 1, 2 or 3 (mild, moderate, or strong, respectively) and i is the

percentage of cells stained with each intensity, varying between 0 and 100%.

Analysis of the data

Results were expressed as mean + standard deviation (SD). The results were analyzed using
GraphPad Prism 7 software. Differences among groups were analyzed statistically with Kruskal-
Wallis and Mann-Whitney where appropriate. A p value of <0.05 was considered as significant and

a p value of <0.01 was considered as highly significant.

Results

Cell viability and cytotoxicity

Colo-320 and Colo-741 cells were treated with different concentrations of (5-100 pg/ml) DCM and
aqueous phase extracts of Corchorus olitorius L. for 24 and 48 hours. Both extracts at 50 ug/ml

concentration were more effective at inhibiting Colo-320 and Colo-741 cell growth when compared
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with other dilutions (Figure 1 and 2). DCM phase extract inhibited growth of Colo-320 and Colo-

741 cells in a dose dependent manner (Figure 2).

Cell morphology

After treated with both DCM and aqueous phase of Corchorus olitorius L. extracts, the morphology
of Colo-320 and Colo-741 cells were similar to control group (Figure 3 A-D). Larger vacuoles were
observed in Colo-741 cells that were treated with both extracts (Figure 3 D, F) however no vacuole

formation was detected in Colo-320 cells (Figure 3 C, E).

Apoptotic effects of Corchorus olitorius L. extracts in Colo-320 and Colo-741 cells

TUNEL assay was used in both cell lines that were incubated with 50 pg/ml concentration of
extracts for 24 h. Unlike Colo 320 cells, the number of TUNEL positive cells that were treated with
both extracts were highly significant in Colo-741 cells when compared with both control group

(p<0.01, Table 1) and Colo-320 cell lines (p<0.01, Table 1) (Figure 4D-F).

Immunocytochemical evaluation

Caspase-3 immunostaining was strong in Colo-320 cells treated with DCM phase extract and weak
to moderate in aqueous phase treated Colo-320 cells (Table 2). The H-SCORE and
immunoreactivity results were in parallel with immunostaining intensity, where H-SCORE for
caspase-3 was significantly higher in Colo-320 cells treated with DCM phase extract (p<0.05, Table
3) (Figure 5A-C). On the other hand, H-SCORE for aqueous phase treated Colo-320 cells was not
significant when compared with control group (p>0.05, Table 3). Immunostaining of caspase-3 in
Colo-741 cells was moderate to strong for DCM phase and weak to moderate for aqueous phase
(Table 2). As shown in Figure 5, immunoreactivity of caspase-3 in Colo-741 cells was higher in

extract treated cells than control group. H-SCORE results revealed that, immunolabelling was
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significantly higher in both DCM and aqueous extracts in comparison with control group,

respectively (p<0.01, p<0.05, Table 3) in Colo-741 cells.

Immunostaining intensity for cytochrome-c was moderate to strong for both extracts in Colo-320
cells (Table 2). As shown in Figure 6, cytochrome-c immunoreactivity was higher in both extracts
treated Colo-320 cells than in control group. Aqueous phase treated Colo-320 cells had shown
significant increase in H-SCORE than control group (p<0.05, Table 3). Although DCM phase
treated cells showed raise in H-SCORE, the increase was not statistically significant (p>0.05, Table
3). Cytochrome-c immunostaining was strong for DCM phase and moderate for aqueous extract
treated Colo-741 cells (Table 2). DCM phase extract had shown increased immunoreactivity than
aqueous phase and control group in Colo-741 cells, (Figure 6 D-F). According to H-SCORE of
Colo-741 cells, both extracts had shown highly significant increase in immunolabelling than control

group (p<0.01, Table 3).

FasL immunostaining intensity results showed that DCM phase was exerted weak to moderate
effect whereas aqueous phase effect was moderate to strong in Colo-320 cells (Table 2) with similar
patterns observed in immunoreactivity (Figure 7A-C). In addition, there was a decrease in H-
SCORE in DCM treated Colo-320 cells (Table 3). Contrary to that, aqueous phase extract treated
cells had shown significant increase in H-SCORE when compared with control group (p<0.05,
Table 3). FasL immunostaining intensity was moderate to strong for both extracts in Colo-741 cells
(Table 2). In addition, immunoreactivity was higher in both extracts in Colo-741 cells than control
group (Figure 7 D-F). Both extracts showed significant increase in FasL H-SCORE while DCM
phase being significantly higher than aqueous phase extract treated Colo-741 cells (p<0.05, Table
3). In addition, FasL immunolabelling highly significant in aqueous phase extract treated Colo-320

cells than Colo-741 cells (p<0.01).
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Discussion

Corchorus olitorius L. is known to have medicinal properties in Mediterranean and Asian culture
due to its rich phytochemical content (4,5,22). The plant had shown to have anti-inflammatory,
antioxidant, antitumor and anticancer activities (2,8,14,22). According to a study by Li et al. (2012),
Corchorus olitorius L. leaf extract at 12.5 pg/ml concentration triggered apoptosis by increasing
caspase-9 activity as well as cytochrome c leakage from mitochondria which showed that the
extract induced apoptosis via intrinsic pathway in HepG2, hepatocellular carcinoma cells (14).
Additionally, another study reported that Corchorus olitorius L. leaf extract at 150 pg/ml
concentration had caused cytotoxic effects on human multiple myeloma cells (ARH-77) and stated
that these cytotoxic effects increased in dose-dependent manner (2). In our study, 50 pg/ml
concentrations of both extracts were further investigated as other concentrations of extracts might
exert either cytotoxic effects to the normal cells or not be able to induce apoptosis in cancer cells.
Both studies had only used ethanol extract unlike our study where two different extracts were used
at the same time on different cell lines (2,14). Different extracts might have different phytochemical
contents which might explain the amount of concentrations used as treatment might be different
than other studies. The MTT results stated that 24 and 48 h incubation showed similarities for
cytotoxicity therefore further immunocytochemical experiments were continued with 24 h

incubation period.

TUNEL assay results showed that DCM extract of Corchorus olitorius L. was nearly 12-fold more
effective in Colo-741 than Colo-320 cell lines. The same pattern was observed in aqueous phase
where the extract was more effective in Colo-741 cell lines. Therefore, the extracts are found to be

more effective in metastatic than primary cells in terms of apoptotic DNA fragmentation.

There are number of proteins and two main pathways, which play role in the process of apoptosis.

Presence of some proteins in apoptosis such as FasL and caspase-8 show that apoptosis is triggered
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by extrinsic pathway. On the other hand, cytochrome-c, caspase-9 and Apaf-1 are indicators of
intrinsic pathway (19). Our results showed that immunoreactivity of cytochrome-c was significantly
higher in both Colo-320 and Colo-741 cells incubated with aqueous phase extract than control
group. However, DCM phase extract had shown to significantly increase immunoreactivity of
cytochrome-c in only Colo-741 cells. The results indicate that both extracts were effective in
triggering intrinsic pathway in Colo-741 cells however; only agueous phase extract was able to

induce apoptosis via intrinsic pathway in Colo-320 cells.

The immunoreactivity of FasL had shown a decrease in Colo-320 cells which were incubated with
DCM phase extract when compared with control group. This might indicate that, DCM phase
extract did not induce apoptosis through extrinsic pathway in Colo-320 cells. Contrary to Colo-320
cells, FasL immunoreactivity was significantly higher in Colo-741 cells treated with DCM phase.
Therefore, these results suggest that DCM phase extract had shown to induce apoptosis in only
Colo-741 cells through extrinsic pathway. In both cell lines, aqueous phase was able to significantly
increase immunoreactivity of FasL being more effective in Colo-320 cells. This might indicate that

aqueous phase extract might be a mediator to induce apoptosis via extrinsic pathway.

Caspase-3 immunoreactivity was significantly higher in DCM phase extract treated Colo-320 cells
indicating that downstream of apoptotic pathway had been reached. On the other hand,
immunoreactivity of cytochrome-c and FasL were not significant for DCM phase extract treated
Colo-320 cells. This result might suggest that, apoptosis might be triggered with the help of other
proteins which are found in the flow of apoptosis through different mechanisms that need further
evaluation. Aqueous phase extract did not significantly increase in caspase-3 immunoreactivity in
Colo-320 cells while the immunoreactivity of cytochrome-c and FasL in Colo-320 cells were
significantly higher than control group. It should be stated that the cells were incubated with
extracts for 24 h and incubation time might not be enough to trigger significant raise in caspase-3

immunoreactivity. Additionally, in Colo-741 cells, both extracts significantly increased caspase-3
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immunoreactivity indicating that, apoptosis was triggered in metastatic colon adenocarcinoma cell

lines.

DCM extract content is rich in carotenoids, a-tocopherols and polyunsaturated fatty acids (9,23).
Carotenoids and omega-3 fatty acids had shown to suppress Nuclear Factor-xB (NFkB) activation
and Bcl-2 expression and induced apoptosis in cancer cells (12,24). In addition, a-tocopherol is a
lipophilic compound which can only be dissolved in organic solvents such as DCM. Therefore, a-
tocopherol is expected to be more effective in DCM phase extract. However, it was stated that
gamma and delta forms of tocopherol are rather more effective than alpha form in terms of
inhibiting colon cancer cell growth and induction of apoptosis (25,26). The difference in the
apoptotic effect of DCM phase might be due to different reactions of different cancer cell lines to

extract and its phytochemical content.

The other extract that was used in the study was aqueous, which contains natural anticancer
compounds such as quercetin and caffeoylquinic acid (6-8). Quercetin contains hydroxyl groups
which act as electron acceptor thus has antioxidant properties. Its cancer preventive effects might be
due to its reactive oxygen species (ROS) scavenging ability as well as induction of apoptosis in
cancer cells by activating Bax and Bak proteins and increase in p53 expression (27,28). A study by
Handoussa et al. (2013) stated that Corchorus olitorius L. extract significantly increased glutathione
(GSH) and superoxide dismutase (SOD) activities in carrageenan-induced inflammation in rats (8).
Quercetin had shown to induce apoptosis by increasing intracellular ROS in colon cancer (28). In
addition, a derivative of quercetin caused cell death by inhibiting Bcl-2 and increasing Bax

expression via intrinsic pathway in HCT-116 human metastatic colon cancer cells (29).

The other constituent of aqueous phase extract, caffeoylquinic acid, is a sub-group of chlorogenic
acid, is known to be an antioxidant polyphenolic compound which is predominantly found in coffee

(30). It is also regarded as one of the most abundant phytochemicals in Corchorus olitorius L. (7,8).
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Chlorogenic acid had shown cytotoxic effects in HT-29 colon cancer cells by increasing caspase-3
and decreasing Bcl-2 activity. It was also stated that chlorogenic acid suppressed heat shock protein
70 and therefore decreased tumour growth (30). In addition, 5-caffeoylquinic acid showed decrease

in cell viability and induced apoptosis in colon adenocarcinoma cells (31).

All of these studies suggest that phytochemicals that are found in aqueous phase extract is effective
in induction of apoptosis in different colon cancer cell lines. Although aqueous phase extract had
activated both intrinsic and extrinsic pathways it was not able to initiate caspase-3 activity in
primary colon cancer cells. On the other hand, aqueous phase extract did activate all three apoptotic
pathway proteins in metastatic colon cancer cells which triggered both intrinsic and extrinsic

signalling pathways.

Induction of apoptosis in cancer cells has been a part of cancer treatment throughout the years (18).
However, apoptotic pathway that triggers cell death might show difference in different cancer cells.
For instance, Corchorus olitorius L. extract induced apoptosis through intrinsic pathway in
hepatocellular carcinoma cells (14) however our results suggested that specifically aqueous phase
extract triggered both intrinsic and extrinsic apoptotic pathways in both cell lines. Overall, both
extracts were more effective in Colo-741, metastatic colon adenocarcinoma cell lines. The fact that
apoptotic cells are higher in metastatic colorectal carcinomas may be explained by metastatic cells
being under more cellular stress as they are expected to accumulate mutations more than the
primary tumours (32). When coupled with phytochemicals in Corchorus olitorius L. extract,
apoptosis might be triggered in a more readily manner in the metastatic cells that are already in a

greater cellular stress as opposed to primary colorectal adenocarcinomas (32).

Conclusion

Cancer incidence and mortality is quite high and phytomedicinal approach to the treatment is

increasing as the treatment is less invasive. In our study, in vitro proapoptotic activity of DCM and
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aqueous extracts of Corchorus olitorius L. were investigated for the first time in colon
adenocarcinoma cells. Two different extracts of Corchorus olitorius L. leaves had shown to induce
apoptosis in both cell lines at 50 pg/ml concentration. In conclusion, extracts induced apoptosis in
both cancer cell lines while being more effective in metastatic colon adenocarcinoma cell lines.
This study indicates that extracts might have potential anticancer effects and possibility to be used
as precursor to phytomedicinal colon cancer treatment. This study will be a guide to future studies
where the apoptotic effects of Corchorus olitorius L. extracts might further be investigated with

different cancer cell lines and in vivo studies.
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Table 1. The percentage of TUNEL positive Colo-320 and Colo-741 cells treated with DCM and

aqueous phase of Corchorus olitorius L. at 50 pg/ml concentration for 24h.

Colo-320 cells Colo-741 cells
DCM phase 5.94+2.19 72.5+25.28*°
Aqueous phase | 11.38 +6.68 70.43 +£9.72 ®P
Control 4.14 £4.25 4+ 894

Data are expressed as means + SD and were compared by Mann-Whitney.
a The data was significant when compared with control group (p<0.01)
b The data was significant when compared with Colo-320 cell lines (p<0.01)
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Table 2. The intensity of caspase-3, cytochrome-c and FasL immunolabelling in Colo-320 and Colo-741 cells treated with DCM and aqueous

phase of Corchorus olitorius L. at 50 pg/ml concentration for 24h.

Colo-320 cells Colo-741 cells
DCM phase Aqueous DCM phase Agueous
Control group Control group
group phase group group phase group
Caspase-3 + +++ +/++ -+ ++/+++ +/++
Cytochrome-c | ++ ++/+++ ++/+++ -[+ +++ ++
FasL + +/++ ++/+++ +/++ ++/+++ ++/+++
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Table 3. The H-SCORE of caspase-3, cytochrome-c and FasL immunolabelling in Colo-320 and Colo-741 cells treated with DCM and aqueous
phase of Corchorus olitorius L. at 50 pg/ml concentration for 24h.

Colo-320 cells Colo-741 cells
DCM phase Aqgueous phase DCM phase Aqueous phase
Control group Control group
group group group group
Caspase-3 258.8 £41.23 3553+£19.69% |3123+41.99 |[2183+52.86 |[350.3+18.94% |320.3+52.45°

Cytochrome-c | 317.7 £ 36.17 370.2 +£30.29 366 + 22.4° 208.9 +£19.87 371.3+11.83% | 354.2 £22.5°

FasL 3725+19.18 [3002+52.43 [397.1+657*° |278.3+4549 |3823+2.12*¢ [360.7+16.77*°

Data is expressed as means + SD and were compared by Mann-Whitney.

a The data was significant when compared with control group (p<0.05)

b The data was significant when compared with different cell lines (p<0.01)

¢ The data was significant when compared with Aqueous phase group (p<0.05)
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Figure 1. Effect of aqueous and DCM phase extracts of Corchorus olitorius L. on cell viability of

Colo-320: Colo-320 cells were treated with different concentrations of aqueous and DCM phase
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extracts of Corchorus olitorius L. for 24 and 48 h. Negative control- no cells, positive control- non-

treated cells.
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Figure 2. Effect of aqueous and DCM phase extracts of Corchorus olitorius L. on cell viability of

Colo-741 cells: Colo-741 cells were treated with different concentrations of aqueous and DCM phase

extracts of Corchorus olitorius L. for 24 and 48 h. Negative control- no cells, positive control- non-

treated cells.
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Figure 3. Colo-32‘0 é;ndCI'-741 ceII ime under the inverted microscope: (A) Colo-320
cells and (B) Colo-741 cells (C) DCM phase extract treated Colo-320 cells (D) DCM phase
extract treated Colo-741 cells (E) Aqueous phase extract treated Colo-320 cells (F) Aqueous
phase extract treated Colo-741 cells. Scale bars= 100 um.
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Figure 4. Apoptotic effects of Corchorus olitorius L. DCM and aqueous extracts in Colo-320 and
Colo-741 cell lines: (A) Colo-320 control cells, (B) Colo-320 DCM phase extract treated cells, (C)
Colo-320 aqueous phase extract treated cells, (D) Colo-741 control cells, (E) Colo-741 DCM phase
extract treated cells, (F) Colo-741 aqueous phase extract treated cells. Scale bars= 20 pm.
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Figure 5. Immunoreactivity of caspase-3 in Colo-320 and Colo-741 treated with 50 pg/ml
DCM and aqueous extracts for 24h: (A) Colo-320 control cells, (B) Colo-320 DCM phase extract
treated cells, (C) Colo-320 aqueous phase extract treated cells, (D) Colo-741 control cells, (E) Colo-

741 DCM phase extract treated cells, (F) Colo-741 aqueous phase extract treated cells. Scale
Bars=20um.
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Figure 6. Immunoreactivity of cytochrome-c in Colo-320 and Colo-741 treated with 50 pg/ml
DCM and aqueous extracts for 24h: (A) Colo-320 control cells (B) Colo-320 DCM phase extract treated
cells (C) Colo-320 aqueous phase extract treated cells (D) Colo-741 control cells (E) Colo-741 DCM phase

extract treated cells (F) Colo-741 aqueous phase extract treated cells. Scale Bars=20um
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Figure 7. Immunoreactivity of FasL in Colo-320 and Colo-741 treated with 50 pg/ml DCM and
aqueous extracts for 24h: (A) Colo-320 control cells, (B) Colo-320 DCM phase extract treated cells, (C)
Colo-320 aqueous phase extract treated cells, (D) Colo-741 control cells, (E) Colo-741 DCM phase extract

treated cells, (F) Colo-741 aqueous phase extract treated cells. Scale Bars=20um
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ANTT-CANCER EFFECT OF CORCHORLS OLITORIUS DICHLOROMETHANE EXTRACT IN
QOLON ATENOCARCTNOMA CELL LIMES

ey Sovlor?, EdaBn:ﬂﬂThﬂnf,:llﬁE‘:ﬁn;":’ﬂn::m'.Sedi‘Jm

Depamment Of Numrinion And Diererics, Facaloy Of Health Sciences, Near Exs Universioy, MNicosia,
Momh Cypnas

Department OF BiochemErry, Faoaloy Of Pharmacy, Mear East Universioy, Nicosia, Momh Cypros;
Experimental Health Besearch Center O Healrh Sciences, Mear East Univemsicy, MNicosia, Momth
Cyprus

"Depanment COf Pharmacogrosy, Faoiloy OF Pharmacy, Mear East Universiny, Micosia, Marth Cypros
"Deparmment OF Histology And Embryndagy. Faclny OF Medicine, Celal Bayar [niversicy, hManisa,
Turkey; Experimenml Health Research Center Of Health Sciences, Mear East Tnnversicy, Mioosia,
Momh Cypnas

Aimr The aim of the sudy was determine ant-cancer activiries of Cornbors afironis L (Go) leaf
dichlarmmet ban e {DCM) mamact in Colo-320 primer and Cola-74] metasaric colon adenacarcimema
cedl bines.

Material and Methads: Dry, powdered Coleaves (100g) thar were collected in Eyrenia, Cyprms were
exmmaceed with ethaned then Gleered and comcenmared. Concemmated ethanobic exoract was then
exmaceed with DOM m remove lipophilic compounds by wing semmoon fimnel.  Differen:
comeenmranons of Goeomact were inmbated for 24 and 48 b with Colo-320 and Caolo-741 cells. Cell
Frowth and cytoomicky were measured wimh MTT assays. Apopoortic acovides of Cowerne
imvestigated by immanocytochemisory using ancibodses directed against to caspase-3, oytochmme-
c and Fas Bgand (Fasl). TUNEL assay was used o detece DNA fmgmenmtion m hoth cell lines.
Eesudis: Caspase-3 expression was significantly higher in both Colo-320 cells and Colo-Td] cells
after 24 b imcubarion. OUn the other band, immunoreactviry of oytochrome-¢ and FasL were not
sigmificant when companed with contml group in Colo-320 cells. However, both cpmochrome-c and
Fasl. immumnomeactvities were significancly higher in Colo-741 cells than conerol greap. TUIMEL
resudrs stared thar DM exaract of Gowas significanchy more effecrive in Colo-741 cells than Colo-
320 cells,

Discussiom Comchasion: TR exaract of Go leafhad showm more anti-cancer effect in Colo-741 cells
Increased caspase-3 immunoreactiviry was ohserved m both cell imes whenesnas cymochrome-c and
FasL. was activated im anly Cola-741 cells. This result sugpested thar G leaf exeract has shosm and-
cancet efemts in colom adenocarcinpma cell lines while being more effectve in mersmanic cells.

Eeywands :Coschomas olicorms, Apopiosis, Calon cances, Plant Exxmact
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Identification of Composition of Corchorus olitorius L. Leaf Extract

Ganm Sovkue®, Fda Becer?, Thsan Caly?, Seving Yocecan!, Seda Vazansever
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Manisa, Turkey

Introduction: Corchorus olitorius L. is a dark green leafy vegetable which belongs to Tiliaceae family
in botany. It i a highly consumed traditional food in Cypnus. Corchorus olitonus . is known as a
medicinal food in folk culture and believed to have themapeutic effects such as being sedative,
dmretic and kxative. Rich nutnient content may be one of the reasons that Corchorus olitorius 1.
e ic off

Methods: Dry, powdered Corchorus olitonusl. leaves (100 g) that were collected in Kyrenia,
Cyprus were extracted with ethanol then filtered and concentrated to 200 ml H:O phase was
evaporated and lyophilized to yield 148 g of crude extract. Carchorus alitonius I.. polyphenol
analysis was done by LC/MS-MS. The equipment was run in negative ion mode.

Result: In tocal 7 components were identified in the extract, main groups being hydrocinnamic
acids, flavonols and flavones. The LO/MS-MS results showed that HiO phase extrace of Corchorus
olitonus 1. is predominantly rich in caffeoylquinic acid, quercetin glycosides and hateolin.
Conclusion: Our results showed that Cyprioe Corchorus olitorius L. exarace is rich in polyphenols.
The identified components of the exzracts are known to show anti-oxidant, anti-cancer and pro-
might increase positive effects in the body.

Keywords : Corchorus olitorius L., Polyphenols, LC-MS
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APOPTOTIC EFFECT OF CORCHORUS OLITORIUS LEAF
EXTRACT IN COLON ADENOCARCINOMA CELL LINES
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Oprus. eda beceraneu edu o
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North Cyprus, thzan.caliz aneu edu.
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Maniza, Turkey, zeda.vatanseveraneu edu o
* Experimental Heaith Research Cenzer of Heaith Sciences, Near East Universigy, Nicosi
North Cyprus

Objective: The objective of the study was to determine antiapoptotic activities of
Corchorus olitoriuz L. (Co) leaf exmact on Colo-320 primer and Colo-741
metastatic colon adenocarcinoma cell lines.

Material and Methods: Dry, powdered Co leaves (100 g) that were collected in
July 2016 were extracted with ethanol then filtered and concentrated to 200 ml
H,O phase was evaporated and lyophilized to yield 148 g of crude exmact
Different concentrations of Co extract were incubated for 24 and 48 h on Colo-320
and Colo-741 cells. Cell growth and cytotoxicity were measured with MTT assays.
Antiapoptotic activities of Co were investgated by immunocytochemistry using
annbodies directed against to caspase-3, cytochrome< and Fas ligand (Fasl).
TUNEL assay was used to detect DNA fragmentation in both cell lines.

Results: While the number of TUNEL positive cells were similar in both cell
lines after incubation with extract, caspase-3 expression was higher in Colo-320
cells than Colo-741 cells after 24 h incubation On the other hand,
immunoreactivity of cytochrome-c and FasL were higher in Colo-741 cells.
Caspase-3 expression was lower m both Colo-320 and Colo-741 cells when
compared with cytochrome-c and Fasl expression

Discussion/Conclusion: H,O phase extract of Co leaf had miggered apoptotic
pathway in both cell types, but, Colo-741 cells were affected more than Colo-320
cells. This result suggested that, initiation of apoptotic pathway starts after 24 h and
could not be terminated in 24 h. Therefore, longer incubation of Co exmract in coloa
adenocarcinoma cell line might be more effecuve for reatment.

140
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antidehiscent effect of products based on fish
collagen crosslinked to rape crop
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3 Nattonal Research and Development Institute for
Texttles and Leather Bucharest, Romania

4 5C Probstdorfer Saatzucht Romanta SRL Bucharest,
Romanta

E-matl address: gideam@yahoo.com (M. Gidea).

Within this context, was noticed that at global level, during
1990-2010 the areas cultivated with rape tripled, the crop being
an important biofuel resource. In order to control the dehis-
cence, rape crop with increased resistance to dehiscence is being
used, but also treatments with antidehiscent products based on
polymers (Elastiq). In order to evaluate the potential of using prod-
ucts based on fisch-collagen and their impact on rape crop, a
bifactorial experience was performed, where: factor A treatment
with antidehiscent products: al-Spotnam, a2-Elastiq; a3-collagen
hydrolyzate obtained from fish waste and crosslinked glyoxal
(HCR), a4-HCR+ carboxymethyl cellulose, a5-HCR +amidine, a6-
HCR +amidine +carboxycellulose; factor B rape crops varieties:
b1-Pedro, b2-Harry, b3-Sammy, b4-Jolly, b5-PR44W29. The antide-
hiscent effect of products tested on siliques for the rape crops, was
evaluated in the field, by determining the percent of open silique,
and in the laboratory by determining the percent of open silique
after using a Retsch S100 mill with balls. The biostimulating effect
of products based on HCR has been evaluated by comparing the
production differences against the untreated witness.

The results, it has been noticed that the applied treatments
determined the obtaining of production increment, compared to
the untreated witness, as well as a decrease of the rape silique
dehiscent degree.

()
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Researches on the reaction of apple varieties to
Monilinia fructigena fungus attack

Lucian Chitulescu '+, Stelica Cristea’

! Engtneering and Management of Vegetal and
Antmal Resources Doctoral School, Untversity of
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E-matl address: lucian_chitulescu@yahoo.com (L. Chitulescu).

The researches were performed at Hartiesti town, Arges county,
in the condition of year 2015 and aimed the attack of the fungus
Montinta fructigena at some varieties of apple, monitoring their
reactions, in untreated variants. The biological material was repre-
sented by varieties: Florina, Generos, Goldrush, Idared and Topaz.
In laboratory conditions, it has been identified by microscope, the

Wemsmn

pathogen isolated by the attacked fruits. It has been used the Zeiss
Primo Star microscope and the Zenn soft for microscopic measure-
ments. Observations were made on the attack of the fungus on
fruits, noting the frequency and intensity of the attack. The degree
of attack was calculated with the formula: GA=F x /100 (%), where:
F - frequency of the attack (%), I- intensity of the attack (%), GA~- the
degree of attack (%). The intensity was denoted as a percentage. The
attack on the fruit was: 6,5% on the Florina variety, 7% Goldrush and
Generos varieties and 8,5% Idared and Topaz varieties. It was noted
the reaction of different varieties of analyzed apple and the highest
values of attack by the fungus Moniiinia fructigena have recorded
Idared and Topaz varieties.

httpy//dx.doi.org/10.1016/j jbiotec.2017.06.1142

Antibacterial and antifungal effects of
Corchorous olftorfus L leaf extracts on ten
standard strains
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Corchorus olitortus L. (COL) is a plant which is widely consumed by
people living in Middle East and Asia. COL is known to have medic-
inal properties. Phytochemicals such as alkaloids and saponins are
thought to give antimicrobial effects of COL.

COL leaves that were collected in North Cyprus were extracted
with ethanol then filtered and concentrated to 200 ml. H,0 phase
was evaporated and lyophilized. Concentrated H20 phase was then
extracted with dicloromethane (DCM).

Micro dilution method was used for antimicrobial susceptibil-
ity test. The extracts were prepared in different concentrations.
Standard bacterial and fungal microorganisms: S. aureus, E. colt,
B. cereus, P. aerugtnosa, S. maltophilia, C. dublintensts, C. albicans, C.
glabrata, C. parapstlosts and C. neoformans were used. The micro
plates were incubated at 37-C for 24 h. The turbidity reading was
measured by spectrophotometer.

It was expected for extracts to exert antibacterial and antifun-
gal activities however, COL extracts did not show any significant
antibacterial and antifungal activities in ten standard strains.

Phytochemicals which exert antibacterial/antifungal properties
like alkaloids and saponins, might not have been extracted in
ethanolicand DCM extracts of COL. In addition, concentrations that
were used might not been the optimal amount to show antimicro-
bial effects.
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ABSTRACT

Circumcision is a ritual that has been done for centuries, where the foreskin of penis
is removed and usually discarded. Foreskin has the potency to be used as a source of
stem cell due to its multipotent properties especially if procedure was completed in
early infancy. Corchorus olitorius L. (CoL) is a green leafy vegetable and highly
consumed in Cyprus. The effect of CoL extract on foreskin stem cells spheroids was
investigated in this study. CoL leaves were collected, extracted with ethanol then
evaporated to yield crude extract. The foreskin stem cells (FSCs) were collected after
enzymatic digestion of foreskin. The cells were cultured for 7 days and spheroids
were obtained using hanging drop technique. The spheroids were either incubated
with extract or culture medium for 48 h and distribution of ki67 and caspase-3 were
done using indirect immunoperoxidase staining. Distributions of ki67 and caspase-3
were different in extract and control group. In addition, the center of spheroid cells
were more stained than peripheral cells. The FSCs was used for the first time to
make spheroids and using CoL extract may support stem cells to increase
proliferation capacity.
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