OVAI'INVS TVaQdd

~

~

IDITSVE NIZAL

[Z41L VI0LA0d

¢c0¢

YAKIN DOGU UNIiVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU
BiYOKIMYA ANABILIM DALI

Cynara cornigera L. EKSTRELERININ HEPATOSELLULER
KARSINOM UZERINE ETKISi

DOKTORA TEZI

ERDAL SANLIDAG

Lefkosa
Haziran, 2022



YAKIN DOGU UNIiVERSITESI
LiSANSUSTU EGITIM ENSTITUSU
BiYOKiIMYA ANABILIM DALI

Cynara cornigera L. EKSTRELERININ HEPATOSELLULER
KARSINOM UZERINE ETKISi

DOKTORA TEZI

Erdal SANLIDAG

Tez Damismani

Doc. Dr. Eda BECER

Lefkosa
Haziran, 2022



TEZ ONAYI

Erdal $anlidag tarafindan hazirlanan “Cymara cornigera L. Ekstrelerinin
Hepatoselliler Karsinom Uzerine Etkisi” baglikl tez, kapsam ve nitelik agisindan

kalite standartlarina uygunlugu ile ilgili Biyokimya Anabilim Dalinda Doktora Tezi
olarak 27/06/2022 tarihinde kabul edilmigtir,

Juri Oyeleri Adi - Soyadi
Juri Bagkan: Prof. Dr. Ihsan CALI§
Juri Oyesi: Prof, Dr. H. Seda VATANSEVER
Juri Oyesi: Prof. Dr. Murat SAYAN
Juri Oyesi: Prof. Dr. Dudu OZKUM
Danigman: Dog. Dr. Eda BECER

Anabilim Dali Bagkani Onay

Dog. Dr. Eda BECER
Anabilim Dali Bagkan;

Lisanststll Egitim Enstitisd Onayy”_\, - v/,




BEYAN

Bu tezin i¢inde sundugum verileri, bilgileri ve belgeleri akademik ve etik
kurallar c¢ercevesinde elde ettigimi; tiim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglari
bilimsel etik ve ahlak kurallarmma uygun olarak sundugumu; c¢alismada bana ait
olmayan tiim veri, diisiince, sonug¢ ve bilgilere bilimsel etik kurallar geregi olarak

eksiksiz sekilde uygun atif yaptigimi ve kaynak gostererek belirttigimi beyan ederim.

Erdal SANLIDAG
27 /06 / 2022



TESEKKUR

Bu proje ve tezin famakognozi kisminin olusmasinda ve ilerlemesinde ¢cok
emegi olan, bu konuda bana her zaman yardimci olan, ortaokuldan beri dostlugumuz
bulunan sevgili Dr. Azmi HANOGLU na; tezin farmakognozi kisminin ana
mimarlari olan, alanlarinda diinyaca iinleri bulunan, kendileri ile ¢alisma firsati
yakaladigim i¢in kendimi ¢ok sansli hisettigim, ¢ok sevdigim ve ¢ok degerli olan
hocalarim Prof. Dr. Thsan CALIS ve Prof. Dr. Hiisnii Can BASER’¢; tezin LC-
MS/MS kisminda bana yardime1 olan degerli hocam Dog. Dr. Fatih GOGER
hocama; tezin hiicre kiiltiirii kisminda emegini ve bilgisini higbir zaman
esirgemeyen, kendisinden ¢ok sey d6grendigim, ¢ok degerli hocam Prof. Dr. Seda
VATANSEVER hocama; tez ve makalenin yazim kisminda, pandemi kosullari
altinda bana yol gosteren ¢ok sevgili hocalarim Prof. Dr. Pinar TULAY’a ve Dr.
Ferdiye TANER e tesekkiirlerimi sunuyorum.

Yiiksek lisans egtimimden itibaren, doktora egitimimin sonuna kadar bana
yol gosteren sevgili danisman hocam Dog. Dr. Eda BECER hocama, tiim bana
kattiklarindan ve desteklerinden dolay1 ¢ok tesekkiir ediyorum.

Hayatimin her noktasinda bana destegini esirgemeyen, doktora egitimim
boyunca bana her zaman yol gdsteren, amcam Prof. Dr. Tamer SANLIDAG’a ayrica
tesekkiir ediyorum.

Hayatimin her noktasinda yanimda olan burada isimlerini tek tek
yazamayacagim aileme ve arkadaslarima, bu tez slireci boyunca bana kattiklarindan
ve desteklerinden dolay1 tesekkiirlerimi sunuyorum.

Bu tezi yazmaya basladigimda heniiz diinyaya gelmemis olan, diinyaya
geldikten sonra beni parlak 1s181yla aydinlatan, ilham perim, parlayan yildizim, kizim

Arven SANLIDAG’a bu tezi ithaf ediyorum.



\4

OZET

Cynara cornigera L. EKSTRELERININ HEPATOSELLULER KARSINOM
UZERINE ETKISI

Erdal SANLIDAG

Lisansiistii Egitim Enstitlisii — Biyokimya Anabilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Eda BECER
Haziran 2022, 122 sayfa

Karaciger kanserinin birden fazla tiirii olmasina ragmen, en yaygin sekli olan ve
hepatositlerde meydana gelen bir kanser tiirii olarak tanimlanir ve hepatoseliiler
karsinom olarak da bilinir. Karaciger kanseri risk faktorleri arasinda Hepatit B ve C
virtslerine bagli kronik rahatsizliklar, aflatoksine maruz kalmak, alkol ve tiitiin
kullanimi, obezite ve diabet bulunmaktadir. Karaciger kanseri olusum ve ilerleme
mekanizmlari ise hiicre dongiisii kontrolii kaybi, hiicre yaslanmasindan kagis, hiicre
Oliimiine kars1 direng, fenotipik plastisite ve metastaz olarak tanimlanmistir. Bu
mekanizmalarda Jak2, Stat3, Wnt3a, Wntll ve B-catenin yolaklar1 nemli roller
ustlenmektedirler. Kibris’ta halk arasinda yaygin olarak kullanilan Cynara cornigera
L. bitkisi karaciger rahatsizliklari halk tibbinda kullanilmaktadir. Cynara cinsine ait
bitkilerde bulunan bilesikler hali hazirda karaciger hastaliklarinda kullanilmaktadir.
Bu cinse ait, C. cornigera bitki igerigine ait bilesikler arasinda kuersetin, apigenin
gibi anti-kanser 6zelligi olan bilesikler bulunmaktadir. C. cornigera bitkisinden elde
edilen metanol ekstraktlari, poliamid kolonda fraksiyonlara ayrilmis ve bu
fraksiyonlar hepatoseliiler karsinom hiicre hatt1 olan HepG2 hiicre hattinda
fraksiyonlarin sitotoksik etkileri arastirlmistir. Bunun yaninda sitotoksik etki
gosteren fraksiyonlar immiinositokimyasal olarak degerlendirilmeye alind1 ve Jak2,
Stat3, Wnt3a, Wntl1 ve B-catenin yolaklarindaki aktiviteleri tespit edilmistir.
Yapilan arastirma sonucunda iki fraksiyonda anlamli ve etkin bir sitotoksik etki
belirlenmis ve bu iki fraksiyonun da kanonik olmayan Wntl1 yolaginda anlamli ve

etkin bir aktivitesi oldugu saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: cynara cornigera, fenolik bilesik, hepg2, sitotoksisite, wntl 1
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ABSTRACT

THE EFFECT OF Cynara cornigera L. EXTRACTS ON HEPATOCELLULAR
CARCINOMA

Erdal SANLIDAG

Institute of Graduate Studies — Department of Biochemistry

Supervisor : Dog. Dr. Eda BECER
June 2022, 122 pages

Liver cancer, also referred to as hepatocellular carcinoma (HCC) occurs in
hepatocytes. Risk factors for the development of HCC are chronic diseases such as
Hepatit B and C, exposure to aflatoxin, alcohol and tobacco use, obesity and diabetes.
Liver cancer formation and progression mechanisms are a result of the loss of cell
cycle control, escape from cell senescence, resistance to cell death, phenotypic
plasticity, and metastasis. Jak2, Stat3, Wnt3a, Wntl1 and B-catenin pathways play a
key role in these mechanisms.

The compounds which are found in Cynara genus plants have been used in the
treatment of liver diseases. Compounds such as quercetin, apigenin have anti-cancer
properties and these compounds are found in C. cornigera L. belonging to the genus
Cynara.

Methanol extracts obtained from C. cornigera were fractionated using polyamid
columns and the fractions were analysed to determine cytotoxicity in the HepG2 cell
line which is an example of a hepatocellular carcinoma cell line. A MTT assay was
used to determine the cytotoxic effect, while , fractions which have significant
cytotoxicity were evaluated to determine the activity in Jak2, Stat3, Wnt3a, Wntl11 and
[-catenin pathways using immunocytochemistry. As a result, cytotoxic effect was
identified in two obtained fracitons in HepG2 cell lines and significant anti-cancer
activity were identified in non-canonical Wnt11 pathway in HepG2 cells which were
treated by these two fractions which have significant cytotoxic effect.

Keywords: cynara cornigera, phenolic compounds, hepg2, cytotoxicity, wnt1l



VI

ICINDEKILER
TEZ ONAY | .ot 1]
BEYAN ..ottt \Y
TESEKKUR .....oooiviirieiieeieis e sesees st \Y}
@ 74 =3 OO OO Vi
ABSTRACT ...ttt s s st s st Wl
ICINDEKILER .......oiuitiiiiiecectee st es st es st esensess et ss s st senensesetesans VIl
SEKILLER DIZINI......ciiiiiiriiieceiceceee ettt XII
TABLOLAR DIZINI ..ot A\
KISALTMALAR .....oooireiereeeeeetessesessees s ssess s esess st sssnsssaansensens XV

[ 51y TP OUPRPPRTIN 1
1 Lo PP 2
AL AMACIAT ... e 2
Arastirmaninn ONEMi..........ccovovivevivivieeeieeeeeeeet e ettt ettt ss s s 2
TaNIMIAT ... 3
8 1110 (=4SSR ROPSSURSIN 5

Kavramsal Temeller ve T1gili Arastirmalar.............cccooveevereiiniicreereeeeeeeeseeen, 6
KaraciZer KanSert .......oooveiviiieiicie e 6
Karaciger Kanseri Epidomiyolojisi......cccocveiiiiiiiiiciiiiiienceec e 6
Karaciger Kanseri Risk FaKtorleri .......cccoovviviiiiiiiie e 7
Hepatit B Virlsl (HBV) ..o 8
Hepatit C Virlsl (HCV) ..o 8

ATKOLL ... 9



DIYADET ... 10
ODBZITE ...t 11
Alkole Bagli Olmayan Yagl Karaciger Hastaligi (ABOYKH)................. 11
TUN KUlANIMI .o 11
Karaciger Kanserinde Biiylime Faktorleri ..........ccocovviiiiiiiiiiiicic 11
Karaciger Kanseri Molekiiler Mekanizmalar...........c.ccccceviiiiiiiiniiiienineee, 12
Hiicre Dongiisii Kontrolii Kaybi .........ccoviiiiiiiiiiiciiieee e 13
Hiicre Yaslanmasindan Kacis ..........cccocveeiiiiiii i 15
Hiicre Olimiine Karst DIireng .....cevevevevevererereieeeieieee e, 16
FenOtipiK PIAStISITE ........ccveiveeie e 17
Motilite, Invazyon ve Metastaz............ccceevereueuersrieceeeeieeseeceee e 19

N 010] 0] (0 2SR TPRTPRUPRPPIN 20
Karaciger Kanserinde APOPLOZ........c.covverrieiierieiiiiesie e 21
Fenolik BIleSTKICT ........ccoiiiiiiiiiie e 22
FIAVONOIAIET ... 23
FENOITK ASITIEN ... 29
TANBNIET ... 29
SHIDENIET ... 30
LIGNANIAT ..o 31
CYNAra COMNIGEIA L. ..oivviiiiiiie ettt 31
Cynara cornigera L. Cografik Dagilimi ve Habitatt ............cccooeoiiiiiinnnn, 32
Cynara cornigera L. TakSONOMIUSI........ccvviiieiiiieiie i 33
Cynara cornigera L. Fitokimyasal IGerifi ............ccooivieviiriiiiereiiiesccenens 34
Cynara cornigera L. Bilesiklerinin Kanser Uzerine Etkileri................c.c....... 35
Kuersetin ve tiirevlerinin Kanser Uzering EtKisi ..........c.cccoourirenieiniininnn. 35

Apigenin ve tiirevlerinin Kanser Uzering EtKisi............cccocoeveveeveveverenennn, 36



BOLUM I

GEIEG VB YONTEIM....eeiiiiieiiie ettt 37
BItKi MAeryalleri.......cc.eeiiiieiie e 37
Ekstraksiyon ve Fraksiyonlara AyIrma.........ccccoooeeiieiiiiinienine e 37

C. cornigera L. Cigek Ekstraktlarinin Stvi Kromatografisi-Kutle Spektrometresi

(LS-MS/MS) ANALIZI....cveiiiiiiiiiiieiei et 38
Reaktifler ve Uygulamalart............ccccoeiieiiiiieiicse e 38
Hiicre Hatt1 ve Hiicre KUItUITi.....c.ooooiiiiiiiiiiccie e 38
Hicre AGma ProtOKOIU...........ocoviiiiiice e 39
Hicre Pasajlama ProtoKOIU...........cccveieiiieiiee e 39
Hicre Dondurma ProtoKOIU ...........ooveiiieiiee e 40
Hiicre Canlilig1 ve Hiicre Bliylimesi Analizi .........ccoooveiiiiiiiiiiicncccc e 40
HUcre Fiksasyon ProtOKOIU ..........c.uuiiiiieiiiisciisseeee e 41
IMMENOSIEOKIMYA .....vvveevvicceceeie ettt 41
IStAtiStIKSEl ANAIIZ ... ..vcveeeeeeceeeeeece ettt 42

2 U] o[V - T OSSPSR 43
C. cornigera L. Ekstraksiyon, Fraksiyonlama Islemi Bulgulari................c........... 43
Hiicre Sitotoksisitesi Bulgulart .........cccooeiiiiiiiiiiiii e 44
C. cornigera L. 1¢erik ANaliZi..........cccoeeveveveecueieeieeeceeeeses e, 49
O o TN ot £ AV, o] (0] [ [ L] USSR 59
Immiinositokimyasal Degerlendirme .............cccceviveviiiversicreiie e, 59

BOLUM V
TATTISIIIA ...ttt ettt et e e e a b e nb e nr et n e nnes 63



Xl



Xl

SEKILLER DiZINi

Sekil 1. Karaciger kanserinin, diinya ¢capinda yasa gore standardize edilmis insidans

degerleri (her iki cinsiyet ve tiim yas gruplari), (Globocan,2020) ................ 7
Sekil 2. Hepatit C viriisiine bagl olarak gelisen HSK'nin zamana bagli geligimi ve

gelisim evrelerinin gOTiIMe OFaNL .............cccocevviiiiiciiiiii 9
Sekil 3. AFB1-ex0-8,9-epoksit molekiiler yapisi ..........c..ccocvvviiiiiiiiiiiiiiieiiiee i 10
Sekil 4. Fenol ve flavonoid yapt iskeletleri.............cccccocuviiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiie e 22
Sekil 5. Flavonoid tiirevleri olan flavonol, izoflavonlar, antosiyanidinler,

flavononlar, flavonoller ve flavonlarin yapi iskeletleri .................cccoouu..... 24
Sekil 6. Antosiyanidin iskeleti ve bazi antosiyanidinlerin fonksiyonel gruplari........ 25
Sekil 7. Flavon kimyasal yapisinin iSkeleti................cccocoovviiiieiiiiiiiiiiiieene e 26
Sekil 8. Flavonol bilesiklerinin kimyasal yapt iskeleti ...............cccooevviiiicninnnnnnn, 27
Sekil 9. Flavanon ornegi olarak naringenin kimyasal yapisi................cccccocuevnennnnn. 27
Sekil 10. Flavononol ornegi olarak taksifolin bilesiginin kimyasal yapist ............... 27
Sekil 11. Flavanlara drnek olarak flavan-3-ol bilesiginin kimyasal yapisi .............. 28
Sekil 12. [zoflavonoidlere 6rnek olarak genisteinin kimyasal yapisi ..............c.......... 28
Sekil 13. HidroksSibenzoik aSit .........c.cccveueiieieiieiie e 29
Sekil 14. Tanen alt siniflar: ve molekiil yapilart ................c.cccooeiiiiiiiiiiiiciiicn, 30
SeKil 15. RESVEFALIOL........c.eiiiiiiiiie sttt sreas 30
Sekil 16. Lignanlarin Kimyasal YapiSi .............cccoooeiiiiiiiiiiiiiiei e 31

Sekil 17. Cynara cornigera L. bitki fotografi (Saxifraga, Jan van der Straaten) ..... 32
Sekil 18. Cynara cornigera L. bitkisinin Kibris'ta bulundugu bolgeler. (Hand, 2021 )

Sekil 19. C. cornigera L. ekstraktinin kolon kromatografisi ile elde edilen Fr. G 'nin
24 ve 48 saatlik siireler boyunca, HepG2 hiicreleri tizerinde, canliliklart
UZEMINE BLKIST ...cvviiiciiiicc 46
Sekil 20. Cynara cornigera L. ekstraktinin kolon kromatografisi sonucunda elde
edilen Fr. J'nin 24 ve 48 saatlik siireler boyunca, HepG?2 hiicreleri
tizerinde, canliliklart tizerine etkiSi...........ccovvveeiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 47
Sekil 21. Fraksiyon G ve Fraksiyon J'ye ait 1Csp grafikleri ............ccocoveniiiinnnn. 49
Sekil 22. Fr. G igeriginde bulunan 5-O-kafeoilkinik (1), kaempferol-3-rutinosit (2),
apigenin glukozit (3), apigenin (4) bilesiklerinin kimyasal yapisi............... 52



X1

Sekil 23. Fr. G LC Kromatogrami...........cccccoueieiiiiiiieiiieiie s 94

Sekil 24. Fraksiyon J icerisinde bulunan, 5-O-kafeoilkinik asit (1), dikafeoilkinik asit
(2), kaempferol-glukozit-glukuronid (3), luteolin-7-glukozit 3'-glukuronid
(4), kaempferol glukuronid (5), kersetin glukozit (6), luteolin glukuronid (7),
apigenin glukuronid (8), apigenin (9), dikaffeoil-sukkinoilkinik asit (10)... 56

Sekil 25. Fraksiyon J, LC Kromatogrami..............cccccuvirieeiiiiiiiieniiiisiesese e 58
Sekil 26. Kontrol (4), Fr G (B) ve Fr J (C) ile muamele edilmis HepG2 hiicrelerinin
mikroskop goriintiileri (Olgek = 100 ). .........c.ccoveeeereeeeeeeeerererereennnn. 59

Sekil 27. Fr. G ve Fr. J ile muamele edilmis HepG?2 hiicrelerinin
imminositokimyasal olarak boyanmaymalart sonucu elde edilen mikrospok

0[] 0 0] (0] 11 o USSR 61



XV

TABLOLAR DIZINi
Tablo 1. C. cornigera L. Taksonomisi (J. Sibthorp & J. Lindley, FI. graec. 10:74.

Tablo 2. 2012 yilinda Elsayed vd. tarafindan yayinlanan arastirma sonuglarina gore
Cynara cornigera L. igeriginde bulunan bilesikler ..................ccccccoouen.. 34

Tablo 3. 2015 yilinda Hegazy vd. tarafindan yayinlanan arastirma sonu¢larina
gore Cynara cornigera L. i¢eriginde bulunan bilesikler........................... 34

Tablo 4. 2016 yilinda El Sohafy vd. tarafindan yayinlanan arastirma sonu¢larina

gore Cynara cornigera L. i¢eriginde bulunan bilesikler........................... 35
Tablo 5. Fraksiyonlar ve BirleStirilmesi ............cc.ccuvueiieeveiieesieiiesieesesieseese e 43
Tablo 6. Kolon kromatografisi sonucu elde edilen fraksiyonlar ve fraksiyonlarin

liyofilizasyonu sonucu elde edilen orneklerin miktarlari .......................... 44
Tablo 7. Tiim fraksiyonlara ait MTT 1 SORUGCLATT .........cccooueieeieieiieieee e 45

Tablo 8. HepG?2 hiicrelerinin Fr.G ile muamelesi sonucundaki canliligy yiizdesi ... 46

Tablo 9. HepG2 hiicrelerinin Fr. J ile muamelesi sonucu hiicre canliligy yiizdesi ... 47

Tablo 10. Fr. G ve Fr. J'ye ait MTT-2 SORUGLATL ........coveeeiieieaesieseee e 48
Tablo 11. Fr. F,G, H, I, J, K’ye ait IC50 degerleri...........ccccoounvunoeniiniininiinnnnnannnn, 49
Tablo 12. Fr. F, G, H, I, J, K'ye ait LC-MS/MS Sonuglart..............c.ccoecvuvverivavnnnnn. 50
Tablo 13. Fr. G ile Fr. F ve Fr. H'de ortak olarak bulunan bilesikler ..................... 51
Tablo 14. Sadece Fr. G’de bulunan bileSikler ...............cccccouevveeiveeiieeiieiiieeiieainnenn, 52
Tablo 15. Fr. Jile Fr. I ve Fr. K fraksiyonlarina ait ortak bilesikler ...................... 55
Tablo 16. Sadece Fr. J'de bulunan bileSikler................c..ccovueivvivieiiriiieiiieiieeisaiieinnnn 55

Tablo 17. Kontrol grubu, fraksiyon G ve fraksiyon J ile 48 saat igin 100 ug/mL
konsantrasyonda mueamele edilen hiicrelerin, Wnt11, Wnt3a, Stat3, Jak2
ve [-catenin yolaklari i¢in immiin boyama H-Score degerleri ve

istatistiksel olarak karsilastirma sonuglart ...............cc.cocecvveviiiiinicineinnn, 62



KISALTMALAR
ABD : Amerika Birlesik Devletleri
ABOYKH : Alkole Bagli Olmayan Yagh Karaciger Hastalig1
AFB1 : Aflatoksin B1
AOKYH : Alkolik Olmayan Karaciger Yaglanmas1 Hastalig1
B/N : Bilesik Numarasi
BAK : Bcl-2 homologous Killer protein
BAX: Bcl-2-iligkili X proteini
BuOH : Butanol
CDK : Siklin bagimli kinaz
CIP: CDK interacting protein
KIP : Kinase inhibitory protein
DCM : Diklorometan
Diamiobenzidin (DAB
DNA : Deoksiribonukleik asit
DSO : Diinya Saglik Orgiitii
EBF : Epidermal blyume faktort (EBF)
EBFR : Epidermal biyume faktori reseptori (EBFR)
EMG : Epitelyal-mezenkimal gegis
FBF : fibroblast buytime faktori (FBF)
FBS : Fetal Bovine Serum
Fr. : Fraksiyon
FSS : Fetal Sigir Serum
HB-EBF :heparin baglantili- epidermal biiylime faktori
HBF : hepatosit biiytime faktoru
HBYV : Hepatit B virusu
HCV : Hepatic C virisi
HSK : Hepatoselliler karsinom
IER3 : Immediate early response gene
IL-6 : Interlokin-6
ITK : Ince Tabaka Kromatografisi
KKTC : Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti

XV



MeOH : Metanol

RNA : Ribonukleik asit

TGF - a : Transforming growth factor alpha

TGF - B : Transforming growth factor beta
TNFRL1 : timor nekroz faktorl reseptori

TRAIL : TNF-iligkli apaptoz indiikleyici ligand
UKAA : Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi
WHO : World Health Organisation

WNT : Wingless-related integration protein

XVI



BOLUM I
Giris

Karaciger; insan vucudunda bulunan ¢ok fonksiyonlu ve kompleks 6zellikleri
olan en biyuk organlardan biridir. Viicudun laboratuvari olarak da adlandirilabilen,
metabolizma lzerinde 6nemli bir gorevi olan ve kendine 6zgl fonskiyonlarini yerine
getirmesi elzem olan bir organdir (Arias vd., 2020).

Karaciger, baz1 viriisler veya yabanci toksik etkisi olan maddelerle
karsilagmasi sonucunda bir¢ok rahatsizliga ugrayabilmektedir. Bu baglamda, dis
etkilerden veya genetik olarak gelen mirasa bagli olarak karacigerde kanser
gorilebilmektedir. “Karaciger kanseri” terimi kullanildiginda primer timér olarak
hepatoselliler karsinomdan (HSK) bahsedilir ve hepatoselluler karsinom, hepatosit
hiicrelerinin normal olmayan bir sekilde proliferasyona ugramasi sonucu gelisen bir
kanser turidar (McGlynn vd., 2001).

Viicut i¢in ¢ok 6nemli fonksiyonlar1 olan karacigerin fonksiyonlarmin,
kansere bagli olarak bozulmasi sonucunda viicut metabolizmasinda olumsuz bir
degisim meydana gelmektedir. Karacigerin, metabolizma Gzerinde, birgok ve 6nemli
fonksiyonlarmin olmasindan dolayi, olusan kanserin tedavi edilmesi elzemdir. Bu
baglamda karaciger kanseri i¢in, evresine bagli olarak kullanilan ilaglar bulunmakta
ve tedavide kullanilmaktadir. Bu ilaglarin yan etkilerinin olmasi ve tedavideki bagari
oraninin beklenen diizeyde olmamasindan dolay1 bilim diinyasi1 yeni, yan etkisi daha
az ve tedavideki basarisinin yiiksek oldugu ilaglar arayiglarini siirdiirmektedir (Chen
vd., 2020).

Bitkilerden elde edilen bilesikler bir¢ok hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu baglamda bitkilerden elde edilecek yeni dogal bilesikler
karaciger kanserini 6nlemede veya tedavi etmekte dnemli bir rol {istlenmesi
ongrulmektedir (Rodrigez vd., 2021). Buna bagli olarak ve hali hazirda karaciger
rahatsizliklarinda kullanilan ilaglarin bir kismi1 Cynara cinsine ait bitkilerden elde
edilmesi goz oniinde bulundurularak, Kibris’ta dogal olarak yetisen yabani bir
enginar tirt olan Cynara cornigera L. (Gafgarit) karaciger kanseri tizerinde olumlu

bir etkisi olacagi diistiniilerek bu ¢alismada kullanilmistir (Hegazy vd., 2015).



Onceki yapilan calismalar goz 6niine alindiginda C. cornigera bitkisinde,
anti-tumor ozellikleri olan bilesikler oldugu ve bu bilesiklerin de karaciger

kanserinde etkili olacagi diisiintilmiistiir.

Amag

Bu ¢alismanin amaci, C. cornigera L. bitkisinin ¢i¢ek kismi
ekstraksiyonundan elde edilecek ekstrenin, kolon kromatografisi ile fraksiyonlarina
ayrilmasi ve bu fraksiyonlarin, in vitro olarak HepG2 hiicre hattinda uygulayarak,

fraksiyonlarin sitotoksisitesini belirlemektir.

Alt Amaclar
Sitotokisitenin belirlenmesi amacina bagli olarak, C. cornigera L. bitkisinden
elde edilen fraksiyonlarin;
I.  Sitotoksik aktivitesi bulunan fraksiyonlarda etkin dozu belirlemek,
Il. Apoptatik yolaklar1 belirlemek,
I1l. C. cornigera L. bitkisinin ¢igek kisminin fitokimyasal igeriginin
kalitatif olarak tespit etmek,

caligmanin alt amaclarini olusturmaktadir.

Arastirmanin Onemi

Diinya’da karaciger kanserinden dolayi1 dliimler, diger kanser tiirleri ile
karisilastirildiginda, mortalite siralamasinda dérdiincii, yayginlik olarak bakildigi
zaman ise altinci sirada yer almaktadir. (Globocan, 2020) Cynara cinsine ait turlerin
karaciger rahatsizliklarini tedavi etmekte hali hazirda kullanilmas ve literatiirde bu
bitki ile ilgili yapilan icerik analizi ¢alismlarinda tespit edilen bilesiklerin sitotoksik
aktiviteye sahip olmasi, C. cornigera bitkisinin karaciger kanseri tizreinde olumlu
bir etkisinin olabilecegi varsayimina dayanarak ¢alismaya dahil edilmistir.

Bu veriler 15181nda karaciger kanseri i¢in, yan etkisi daha az olan, karaciger
kanserini iyilestirmeye veya inhibe etmeye yonelik bilesiklerin bitki iceriginde
olmasi diisiiniilmesinden ve buna bagli olarak yeni bir anti-kanser ajaninin
gelistirilme potansiyeli olmasi, arastirmanin genel olarak dnemini ortaya

koymaktadir.



Tammlar

Kanser, en kisa tanimi ile hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢cogalmalar1 olarak
ifade edilebilir. Dlnya Saglik Orgiiti (DSO) verilerine gore, kanser diinyada,
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra, en fazla goriilen, ikinci 61Um sebebidir. Ayrica,
giderek yikselen bir morbidite ve mortaliteye sahip olmasindan dolay1 saglik sorunu
olmasinin 6tesinde toplum sorunu haline gelmistir (Girel, 2007). Bir¢ok arastirma
laboratuvarinda, kanserin 6nlenmesi, tedavi edilmesine yonelik bir¢ok arastirma
yapilmaktadir.

Diinya ¢apinda hepatoseliiler karsinom vakalarmin biiyiik cogunlugu (>%83)
ozellikle Dogu ve Glineydogu Asya ve Sahra-alt1 Afrika gibi daha az gelismis
bolgelerde gortlmektedir (Globocan, 2020). Diinya ¢apinda, Tayland’in Kaen
bolgesi karaciger kanserinin en yiiksek oranda goriildiigii bolgedir (Okuda vd.,
2002). HSK olusumuna sebep olan iki major risk faktori olan Hepatit B ve Hepatit
C virtsleri yaklagik olarak HSK vakalarinin %80°ninde goriilmektedir. Diger risk
faktorleri ise alkol ve tiitiin kullanimi, aflatoksine maruz kalmak, obezite, diyabet,
yagsiz karaciger hastalig1 ve beslenme sekli olarak gosterilmektedir.

HSK vyetiskinlerde primer kanser tlri olarak gorulen kanser tirleri igerisinde
%85-90 aras1 bir orana sahiptir. Tiim toplumlarda HSK, erkeklerde kadinlara oranla
(2:1 ve 4:1 arasinda degisen bir oranda) daha fazla goriilmektedir. (IARC vd., 2013)

Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti Saghik Bakanligi 2012 yili kanser kayit
raporu verilerine gore karaciger kanseri Kuzey Kibris Tiitk Cumhuriyeti’nde
(KKTC) tiim kanser olgulari igerisinde %2.4 goriilme orani ile onuncu sirada yer
almaktadir. HSK’nin yasa standartize insidans hizi (100 bin kiside) 3.9, kaba
insidans hiz1 (100bin kiside) ise 4.5 olarak olarak tespit edilmistir.

Erkeklerde tiim kanser olgulari i¢cerisinde HSK’nin goriilme oran1 %3.5 ve
kaba insidans hiz1 (100bin kiside) 5.3, yasa standartize insidans hizi (100 bin kiside)
5.1 olarak tespit edilmis ve erkeklerde gorilen tiim kanser olgularinin igerisinde en
stk goriilen sekizinci kanser tiirii oldugu belirtilmistir. Kadinlarda ise kadinlarda
gorulen tiim kanser olgularina oranla %1,7 goriilme oranina ve 3.7 kaba insidans hizi
(100bin kiside), 2.7 yasa standartize insidans hizi(100bin kiside) ile onuncu sirada

bulunmaktadir.



Bilim diinyas1 kemoterapi, radyoterapi gibi mevcut kanser tedavi
yontemlerinin hasta {izerinde yarattig1 olumsuz etkileri en az indirgeyecek veya bu
etkilerin goriilmedigi bir tedavi yontemi arayisi i¢cindedir. Bu baglamda bitki
iceriklerinde bulunan, anti-kanser 6zelligine sahip biyoaktif bilesikler biiyiik bir
potansiyele sahip olarak 6nem arz etmektedirler.

Biyoaktif bilesik 6zelligine sahip olan flavanoidler, dogal olarak olusan
genellikle hemen hemen her meyve ve sebzede bulunan polifenolik bilesiklerdir.
Flavonlar, flavenler, flavonoller, katekinler ve antosiyanidinler, flavonoid ailesinin
en genel iiyeleri olarak 6ne ¢ikmaktadirlar. (Seyoum vd., 2002) Polifenoller , anti-
allerjik, anti-inflamatuar, anti-kanser, anti-mikrobiyal, anti-oksidan, anti-trombotik,
anti-aterojenik ve kardiyoprotektif 6zellikler gibi, genis farmasdotik 0zelliklere sahip
bilesiklerdir (Hegazy vd., 2015).

Yiyecek, kozmetik ve farmasoétik alanlarinda bitki ekstraktlari kullaniminin
giderek artmasina bagli olarak, Diinya ¢apinda tibbi bitkilerin bilimsel temel
Uzerinde sistematik olarak ¢alisilmasina hiz verilmistir (Stanojevic vd., 2009). Bu
baglamda Kibris’ta yetisen bitkiler ile yapilacak ¢aligmalar bilim diinyasina katkilar
saglanabilir. C. cornigra L. bitkisi bu amagla kullanilabilecek potansiyele sahip
Kibris’ta yetigen bitkilerden birisidir.

Kibris Tiirkgesinde “Gafgarit” , bilimsel ismi ile C. cornigera L. Asteracease
ailesine ait Akdeniz bolgesinde, Kuzeybat1 Afrika’da, Avustralya’da, Arjantin’de ve
Kanarya Adalari’nda dogal olarak yetisebilen yabani bir enginar turt olan ¢igekli bir
bitkidir.

C. cornigera L. fitokimyasal olarak icerigine bakildigi zaman kuersetin,
apigenin gibi birgok fenolik bilesige sahip oldugu goriilmektedir. Bu fenolik
bilesikler biyolojik olarak aktif bilesiklerdir ve C. cornigera L. bitki iceriginde
bulunmaktadirlar (Hegazy vd , 2015).

Bu arastirma ile C. cornigera L. bitkisinden elde edilecek biyoaktif
molekiillerin karaciger kanseri lizerinde anti-kanser 6zellik gosterecegi ve bu
hastaliga yonelik diger kanser tedavi yontemlerinden daha etkili ve daha az yan etkisi

olan yeni bir potansiyel ajanin bulunacagi disiiniilmektedir.



Hipotez

C. cornigera L. ¢icek ekstraktlarindan elde edilecek ekstrakt, bu ekstraktin
kolon kromatografisinde yiratilmesi sonucunda elde edilecek fraksiyonlarin
igerisindeki bilesikler, HepG2 kanser hiicre hattinda sitotoksiksik etki yaratacak,
hiicre canliligini azaltacak ve apoptoza sebep olacaktir. C. cornigera L. gigek
ekstraktlarindan elde edilecek olan fraksiyonlar ayrica anti-kanser 6zellige sahip
ajanlara sahip olmakla birlikte biyolojik olarak aktif molekiiller icermektedir.

Ayrica C. cornigera L. ekstraktlarinda anti-kanser 6zelligine sahip yeni ve

daha 6nce hi¢ tanimlanmais, biyolojik olarak aktif molekiiller bulunmaktadir.



BOLUM II

Kavramsal Temeller ve ilgili Arastirmalar

Karaciger Kanseri

Primer karaciger kanseri birka¢ alttiptten olusabilmektedir. Bunlar
hepatoseliler karsimom, kolanjiokarsinom, hepatoblastom ve anjiyosarkom olarak alt
tiplere ayrilir. Yetiskinlerde, primer karaciger kanseri olarak hepatoseliiler karsinom
%85-90 arasinda bir oranda gorulmektedir. Buna bagli olarak, genellikle primer
karaciger kanseri olarak hepatoseliiler karsinom karsimiza ¢ikmaktadir ve karaciger

kanseri terimi hepatoseliler karsinom olarak tanimlanmaktadir (McGlynn vd., 2001).

Karaciger Kanseri Epidomiyolojisi

Karaciger kanseri genellikle cinsiyete ve yasanilan bolgeye bagh olarak, orta-
yasli ve yasli insanlarda daha siklikla goriilmektedir. Cinsiyete gore bakildigi zaman,
karaciger kanseri erkekleri kadinlara gore daha ¢ok etkilemekte ve erkeklerde
kadinlara oranla daha yiiksek bir mortaliteye sahiptir (Lozano vd., 2010).

Karaciger kanseri, tiim diinyada bolgelere gore ayni etkide bir yaygilinlik ve
mortalite gostermemektedir. GLOBOCAN 2020 verilerinde, yasa gore standarize
edilmis insidans verileri incelendiginde, gelismemis iilkelerde, gelismis iilkelere
oranla karaciger kanseri daha yiiksek olarak goriilmektedir. Bolgelere gore karaciger
kanseri mortalitesi ve morbiditesindeki belirgin farkliliklarin olma sebebi, bu
bolgelerde yasayan insanlarin karaciger kanserine sebep olan risk faktorlerine maruz
kalma oranina ve bulunduklar1 bolgelerdeki yonetimlerin saglik politikalarina
baghdir (Ferlay vd., 2020).

Karaciger kanseri risk faktorleri arasinda bulunan Hepatit B ve Hepatit C
viriislerine bagli olarak gelisen karaciger kanseri vakalari, asilama politikasi
yuratilerek azaltilabilmektedir. Gelismis tilkelerde, hepatit viriislerine kars1 asilama
politikasi ve tedaviye yonelik alt yapinin tamamlanmis olmasi, karaciger kanseri
vakalarinin gelismemis iilkelere gore daha az olmasini anlamli kilmaktadir (Wen vd.,
2011).

Buna karsin, ¢ocuklar arasinda en yaygin karaciger kanseri tiirii olarak

hepatoblastoma gorilmektedir. Cocuklarda primer karaciger kanseri olarak



hepatoblastoma goriilme sebebi olarak arka planda gergeklesen genetik hastaliklar

oldugu diistiniilmektedir (Raney, 1997).

Sekil 1.
Karaciger kanserinin, diinya ¢capinda yasa gore standardize edilmis insidans
degerleri (her iki cinsiyet ve tiim yas gruplart), (Globocan,2020)

1st(2)
2nd (5)
3rd(2)

4th(15)

5th(13)

6th- 10th (58) [ Notapplicable
>=11th(90) No data

Karaciger Kanseri Risk Faktorleri

Karaciger kanserinin biiyiik cogunlugu arkaplanda olusan siroza bagl olarak
gelismektedir. Siroz olusumuna sebep olan iki ana risk faktori Hepatit B ve Hepatit
C viriisleridir ve bu viriislere bagli olarak gelisen karaciger kanseri oran1 yaklagik
olarak %80°dir (Lam vd., 2021).

Bu iki viriis disinda kalan diger risk faktorleri, alkol ve tiitiin kullanima,
aflatoksine maruz kalma, obezite, diyabet, alkole bagli olmayan yaglh karaciger
hastalig1 ve tltln kullanimi olarak goériilmektedir. Bu risk faktorlerinin dagilimlari ve
etkileri diinyadaki bolgelere, popiilasyonlara ve zamana bagli olarak degiskenlik

gostermektedir (WHO, 2015).



Hepatit B Virtsu (HBV)

Global olarak HSK’nin olugmasina sebep olan en yaygin faktér HBV
virlislidiir. Diinya ¢apinda, yaklasik olarak {i¢ kisiden biri HBV ile enfekte olmus ve
bunlarin yalnizca %>5°1 kronik olarak tasiyict olmustur. Bu kronik tasiyicilarin da
%251 siroz ve/veya hepatoselliiler karsinom gibi ciddi karaciger rahatsizliklar
gelistirmistir. HBV ye bagl gelisen HSK vakalarinin ¢ogu, Asya ve Sahraalti
Afrika’da ortaya ¢ikmaktadir (Lozano vd., 2010).

Kronik HBV enfeksiyonundan yaklasik olarak 240 milyon insan etkilenmekte
olup, yaklasik olarak yilda 780 bin 6liim, HBV ile iliskili karaciger hastaliklarindan
meydana gelmektedir (GBD, 2013).

Epidemiyolojik calismalar gostermistir ki, kronik HBV tasiyicilari, genel
poplilasyonla karsilastirildigi zaman, 5-15 kat daha fazla HSK olusturma riskine
sahiptirler. HBV’ye bagli HSK gelisimi biiyiik bir oranda (%70-90) arkaplandaki
siroza bagli olarak gelismektedir (Thiele vd., 2014).

HBYV tasiyicilarinin arasinda; cinsiyet agisindan erkek olmak, yash olmak,
yiiksek HBV DNA seviyesine sahip olmak, HBV’ye bagli HSK gelismesinde artisa
sebep olmaktadir (Kao vd. 2002).

Hepatit C Virtsu (HCV)

HCV, HSK gelismesinde diinya ¢apinda ikinci risk faktortidiir. Global olarak
son yillarda yayilimi artmaktadir. Yilda yaklasik olarak bir milyon insan HCV ile
iligkili karaciger hastaliklarindan hayatin1 kaybetmektedir (Mohd vd., 2013).

HBV’ye ters bir sekilde, HCV ¢ocuklarda ender olarak gorulmekte buna bagh
olarak neredeyse tiim yeni HCV vakalar1 erken yetiskinlik donemindeki bireylerde
gorilmektedir. Bunun yaninda HCV enfeksiyonu, yetiskinlerin neredeyse %80 ninde
kronik olarak gorulmektedir (Benova vd., 2015).

HCV enfeksiyonu, HSK gelisme riskini artirmaktadir. HCV enfekte kisilerde,
HCYV negative kisilere gore 17 kat daha fazla HSK gelistirme riski bulunmaktadir.
HCV viriisii fibrozis ve sonunda siroz olusumuna sebep olmaktadir (Poynard vd.,
1997).



Sekil 2.
Hepatit C viriisiine bagli olarak gelisen HSK'min zamana bagh geligimi ve gelisim
evrelerinin goriilme orani

Siroz
/ \ 25-30 yil

HCV Enfeksiyonu

WV

Alkol

Yiiksek alkol kullanimina bagli olarak karacigerde siroz olusumu
gerceklesmektedir. Buna bagl olarak, uzun siireli, ginliik olarak yuksek miktarda
(50-70 g) alkol kullanimu, yiiksek derece HSK risk faktorii olusturmaktadir (IARC
Calisma Grubu, 2010). Obezite ve viral hepatit hastaliklarina bagli olarak alkol
kullanimi, HSK i¢in daha yiiksek bir risk faktorii olusturmaktadir (Loomba vd.,
2010).

Aflatoksin

Aflatoksin B1 (AFB1), yaygin olarak bulunan, Aspergillus mantarlari
tarafindan tiretilen bir mikotoksindir. Tahillar, agac yemisleri, baklagiller (6zellikle
yer fistig1) ve misir aflatoksin kontaminasyonuna maruz kalma ihtimali yiksek olan
besinlerdir. Ozellikle bu tiir besinlerin, saklanma kosullarina uygun olmayan
ortamlarda depolanmalari, bu besinlerin aflatoksin ile kontamine olma risklerini
artirmaktadir.

Yapilan hayvan deneylerine gére, AFB1’e maruz kalan hayvanlarda ytliksek

oranda HSK goriilmiis olmasina bagl olarak Uluslararas1 Kanser Arastirmalari
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Ajans1 (UKAA), AFB1’i karsinojen olarak tanimlamistir (IARC Caligma Grubu,
1987).

AFB1’in vicutta metabolize edilmesi sonucunda olusan AFB1-ex0-8,9-
epoksit meydana gelmektedir. AFB1-ex0-8,9-epoksit, DNA’ya baglanip, p53 tumor
baskilayici gen iizerinde karakteristik bir mutasyona sebep olmaktadir. Bu

mutasyona bagli olarak kanser olusumu gerceklesebilmektedir.

Sekil 3.
AFB1-ex0-8,9-epoksit molekiiler yapisi

H O 0O
Cesitli ¢calismalarda AFB1 ile diger karaciger hastaliklarina ait risk faktorleri

arasinda kuvvetli bir etkilesim s6z konusudur. Buna bagli olarak da HSK olusma

riskinde de artis olmasi anlamlidir (Yu vd., 1996).

Diyabet

Ozellikle Tip 2 diyabet, HSK icin 6nemli bir risk faktorudir. Tip 2 diyabet,
Ozellikle siroz ile baglantili oldugu zaman, Tip 2 diyabet HSK igin daha bir 6nem arz
etmektedir. Ozellikle hepatik steaoza katkida bulunan diyabet, artan steaoz ile iliskili
olarak nekroinflamasyona ve fibroza sebebiyet verir (EI-Serag vd., 2006).

Diyabetin HSK risk faktoriinii artirdigt yoniinde deneysel ¢aligmalar
mevcuttur. Bunun sonucunda diyabete bagli olarak reaktif oksijen tiirii maddelerin
olusumu diyabete bagli sitokin benzeri IL-6 ve TNF-a seviyelerinde artisa sebebiyet
vererek, hepatik hiicre DNA’larinda hasar olusturmaktadir (Tatsch vd., 2015; Yao
vd.,2010).
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Obezite

Obezite, 6zellikle artan insullin direncine ve tip 2 diyabet risklerine korele
olarak HSK i¢in risk olusturmaktadir. Diyabete benzer sekilde obezite de hepatik
fibrozun olusmasini destekleyerek HSK riskini artirmaktadir. Bunun disinda
literatirde, hepatositlerde epigenetik yaslanmayi artirarak HSK riskini artirdigi
diistintilmektedir (Nakagawa vd., 2014; Yoshimoto vd., 2013).

Alkole Baglh Olmayan Yagh Karaciger Hastaligi (ABOYKH)

Alkole bagli olmayan yagh karaciger hastaligi, karaciger hiicrelerinde
trigliserid birikimine bagli olarak (steatoz) ortaya ¢ilan bir sendromdur ve sendrom
alkole bagli olmadan gelismektedir. Bu hastalik, diyabet, obezite ve hipertansiyon ile
iligkili olup, HSK i¢in diyabet ve obezite risk faktorleri ile korele bir sekilde HSK riski
olusturmaktadir (Vernon vd., 2011).

Tiitiin Kullaninm

2014 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Genel Cerrahlar birliginin yaptig1 bir
aragtirmaya gore tiitiin kullaniminin HSK {izerine gore etkileri arastirilmistir. Yapilan
aragtirmalara gore tiitlin kullanimi HSK riskini artiran bir faktdr olarak tespit
edilmistir. Buna ek olarak normal olarak tiiketilen tiitiin miktarina ek olarak, glinde on
ek sigara igmenin HSK igin tittin kullananlara ait risk faktoriine ek olarak % 7.1 daha
fazla risk olusturdugu belirtilmistir. Ayrica erkeklerin tiitiin kullanimimdan dolay
kadinlara gore daha fazla HSK goriilme riski oldugu da arastirma sonuglarinda elde

edilmistir.

Karaciger Kanserinde Buyume Faktorleri

Karaciger kanserinde, epitel hucrelerde bulunan epidermal bliyime faktor
reseptort (EBFR) énemli bir etkiye sahiptir. Epidermal buyiime faktort (EBF) ve
bunun yaninda karaciger kanseri i¢in 6nemli diger bilyiime faktorleri olan, TGF- a,
heparin baglantili- epidermal blytme faktort (HB-EBF), fibroblast biylime faktori
(FBF) ve hepatosit buytime faktori (HBF), EBFR reseptorii araciligi ile karaciger

hlcrelerinde etkinlik gostermektedir. Bu resept6riin aktive olmasi sonucunda,
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Ras/Raf/MEK1-2/ERK yolaklar1 ve transkripsiyon faktorleri tetiklenerek gen
transkripsiyonunu ve hiicre proliferasyonunu artirir (Febregat vd., 2007).

Karaciger kanseri i¢in 6nemli bir diger reseptor timdr nekroz faktori
reseptorii 1°dir (TNFR1). Bu reseptoriin olusturdugu iki kompleks bulunmaktadir. Bu
kompleksler TNFR1-Kompleksl ve TNFR1-Kompleks2 olarak adlandirilir. Bu
komplekslerden TNFR1-Kompleksl, hiicre canliligini siirdiirmeyi desteklerken,
TNFR1-Kompleks2 apoptozu desteklemektedir (Zou vd., 2020).

Bunun yaninda tiimor nekroz faktor- a (TNF- o)) ile TNFR1 reseptorii
kompleksi olusumu sonucunda, TNF-a/ TNFR1 sinyal yolaginin aktif olmasi, hlicre
proliferasyonunu artirmakta, timor gelisimine katkida bulunmaktadir (Knight vd.,
2000).

TNF-iliskli apaptoz indiikleyici ligand (TRAIL) bircok timor tipine ait
hicrelerde apaptoz indikleyici bir proteindir (Falschlehner vd., 2009).

Yapilan galigsmalar sonucunda, bu ligand (TRAIL) ve ani erken yanit geni 3
(ani erken yanit geni 3, AEYG3; Immediate early response gene 3, IER3) gibi
konjugantlar1 koordineli bir sekilde bir arada bulundugunda Wnt/B-catenin sinyal
yolagini inhibe edici rolii oldugu gosterilmistir (Liu vd., 2021).

Fas-FasL. sistemi apoptozu saglayan oOnemli yolaklardan birisidir. Fas
proteinine agonistik antikorunun veya dogal ligandinin baglanmasi, hedef hiicrelere
“6liim sinyali”nin gonderilmesini saglar ve bu durum genel olarak apoptozu baslatir.
Yapilan aragtirmalara gore hepatositlerde Fas, apoptozu diizenlemesi agisindan HSK,
siroz, hepatit gibi hastaliklarda 6nemli bir rol oynamaktadir. Fas ile ilgili yolagin
inaktif olmas1 durumunda, apaptoz sekteye ugrar ve bunun sonucunda HSK olusumu
gerceklesmektedir (Galle vd., 1995; Yano vd. 1996; Muller vd., 1997).

Karaciger Kanseri Molekiiler Mekanizmalar

Heptoseliiler karsinom ¢esitli sebeplerden dolay1r ¢ok yonlii etkenlere bagh
olarak ortaya c¢ikabilen bir kanser tiirlidiir. Bu etkenlerin basinda bazi DNA (HBV),
RNA (HCV) virusleri, kimyasallar (aflatoksin, alkol) ve diger metabolik rahatsizliklar
gelmektedir. Bu gevresel etkilerin disinda, bu kanser genetik miras olarak aktarilip,

olgun hepatositlerde meydana gelebilmektedir.
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Birgok etkene bagli olmasindan dolayr HSK gelisimindeki mekanizmlar ¢ok
cesitlilik gostermektedir. HSK ile ilgili bircok tanimlanmis mekanizmalar
bulunmasina ragmen, en Onemlileri hiicre dongiisii kontrolii kaybi, hiicre
yaslanmasindan kacis, hiicre oOliimiine karsi direng, fenotipik plastisite, motilite,
invazyon, ve metastaz mekanizmasi olarak tanimlanmaktadir (Carr, 2016).

Hepatoselller karsinomda yer alan molekiler mekanizmalar, bu timarlerin,
hepatositlerin ve/veya progenitorlerinin sayisina ve fenotipini  kontrol eden
mekanizmalarin deregiilasyonu ile karakterize edildigini gosterir.

Diizensiz hiicre dongiisii kontrolii, hiicre yaslanmasindan kagis ve hiicre
oliimiine kars1 direng, genel hiicre proliferasyonunu destekler. Ilging bir sekilde, bu
degisikliklerin bazilari, p53 ve pl6 mutasyonlart gibi HSK'daki edinilmis genetik
mutasyonlar ile agiklanabilir.

Bununla birlikte, diger bir¢ok sapma su anda bilinen herhangi bir mutasyonla
baglantili degildir. Malignitenin diger bir ana mekanizmasi olgun hepatositlerde
gbzlenen fenotipik stabilite kaybidir.

Bircok HSK hiicresi, ihtiyaglarina bagli olarak bir fenotipik plastisite sergiler.
Ornek olarak, epitelyal veya mezenkimal morfolojiler kazanmalaria izin veren bir
plastisite sergileyebilirler.

Diger bir 6zellikleri ise karacigerde bulunduklari noktadan karacigerin diger
boliimlerine, hatta viicudun diger bolgelerine ge¢melerini saglayan 6zelliklerinin
bulunmasidir. Bu ¢evresel kosullara bagli olarak degisen morfoloji ve hareket
edebilme 6zellikleri, HKS hiicrelerine biiyiik bir hayatta kalma ve genisleme avantaji

saglar.

Hiicre Dongiisii Kontrolii Kaybi

Tiimorojonik hiicrelerde gozlemlenen en 6nemli degisikliklerden biri hiicre
dongiisii kontroliindeki kayiptir. Bu kayip sonucunda hiicre proliferasyonunda artis
meydana gelir ve bu artis sonucunda da tiimor olusumu gergeklesir (Hananah &
Weinberg, 2011).

Hepatositlerde meydana geen hiicre dongiisii kontroliindeki kayip, genellikle
mutasyonlara bagl olarak gerceklesmektedir. Bu degisiklikler hiicre proliferasyonunu

diizenleyen genlerde proliferasyonu artirict nitelikte olabilecegi gibi, hiicre
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proliferasyonunu engelleyici proteinlere ait genetik materyalde degisiklige sebep
olarak proliferasyonun inhibe edilmesi niteliginde de olabilir (Bisteau vd., 2014).

Karaciger hiicrelerinden olan hepatositler, normal kosullarda hicre
dongiisiiniin GO fazinda bulunurlar ve siklikla boliinmezler. Ancak, hiicre dongusin(
ve proliferasyon siirecini baslatmak i¢in bir sinyal aldiklart zaman bunu saglayacak
Ozelliklere de sahiptirler. Bunun en giizel 6rnegi olarak karacigerin kendini yenilemesi
ve karacigerin cerrahi olarak %70’nin alinmasina ragmen tekrardan kendini
olusturmasi gosterilebilir (Mitchell & Willenbring, 2008).

Okaryotik hiicrelerin hiicre dongiileri ile ilgili siireg, sikline bagimli kinazlar
(cyclin-dependent kinases, CDK) ve bu molekiiller ile birlikte ¢alisan baska
molekiller veya bu molekiillerin aktivatori olan siklinlerin, aktivitelerine bagli olarak
dizenlenir.

Kromozom kondensasyonu, DNA replikasyonu gibi olaylar (her bir olay ayri
ayr1) Cdk / siklin kopleksleri tarafindan yonetilir ve bu kompleksler bu streglerin
olugsmasindan ve siirekliliginden ayr1 ayr1 sorumludur (Satyanarayana & Kaldis, 2009).

Buna bagl olarak mitoz hiicre dongusu icin Cdk1/cyclin B1 kompleksi elzem
bir kompleksitr (Diril vd., 2012). GO fazinda olan hepatositlerde, sitokinler ve biiyiime
faktorleri tarafindan tetiklenen hiicre dongiisii siireci, siklin D1 gen ekspresyonunu
baglatilir (Albrecht vd., 1995).

Siklin D1, Cdk4 ve Cdk6 ile kompleksler olusturur ve bunun sonucunda bu
kompleksler tarafindan retinoblastoma proteini (pRb) fosforlanarak konformasyonel
degisiklige ugrar (Ezhevsky vd., 1997). Bu fosforlanmanin sonucunda, E2F
transkripsiyon faktoru ve hiicre dongiisii ile ilgili olan diger siklin E, A, B ve Cdkl
genlerinin transkripsiyonu gerceklesir. Cdk2 / siklin E kompleksleri pRb proteinini
fosforlayarak inaktif hale getitir ve hiicre dongiisii siirecinin ilerlemesini saglar (Yao
vd., 2008).

HSK hastalarina ait karaciger kanseri timor ornekleri ile karaciger normal
hiicreleri, Cdk ve siklin ekspresyonlar1 baz alinarak karsilastirildiklar1 zaman, timor
hiicrelerine daha yiiksek oranda ekspresyon seviyeleri tespit edilmistir (Xu vd., 2001).

DNA replikasyonu Cdk?2 / siklin E kompleksi tarafindan baslatilir ve Cdk2 /

siklin A kompleksi tarafindan siirdiiriilerek, tamamlanir (Gopinathan vd., 2011).
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Hepatositlerin hiicre donglistine girmesini ve prolifire olmasin1 engelleyici
birgok diizenleyici yolak bulunmaktadir. Hiicre doéngisini ve proliferasyona
sebebiyet veren genlerin trasnkripsiyonunu engelleyici 6zellikleri olan pRb, p107 ve
p130 proteinleri 6rnek olarak gosterilebilir (Hensley & Dick, 2012).

HSK hiicrelerinde, pRb yolagi ile ilgili olarak yapilan arastrimalarda bu yolaga
ait genlerin ekspresyonunda azalma meydana geldigi tespit edilmistir (Zhang vd.,
1994).

Ayrica Ink4 ailesine ait inhibitorler (pl5, pl16, p18 ve p19) hiicrenin, Cdk4/6
kinazlarina baglanarak veya Siklin D ile kompleks olusmasini engelleyerek, hiicre
dongustine girmesini engellerler (Ortega vd., 2002).

CIP/KIP protein ailesine ait p21, p27 ve p57 proteinleri Cdk/siklin
komplekslerine baglanarak bu kompleksleri inaktif hale gelir ve hicre dongusi
stirecini inhibe eder (Besson vd., 2008).

CIP/KIP aile tiyesi proteinler olan p21 ve p27 Cdk/siklin kompleksi aktivitesini
inhibe eder ve bdylece hiicre dondiigiisii sekteye ugratir. HSK 6rneklerine bakildigi
zaman bu proteinlerin ekspresyonlarinda azalma tespit edilmistir ve buna baglh olarak
kontrolstiz hiicre proliferasyonuna sebebiyet vermektedirler (Tannapfel vd., 2000).

Ancak bu goriise zit goriigler de literatirde mevcuttur. p21 ve p27 gen
ekspresyonlarinin HSK hiicrelerinde arttigina yonelik de calismlarda gosterilmistir

(Fiorentino vd., 2000).

Hiicre Yaslanmasindan Kagig

Hiicresel yaslanma, hiicre kiiltiiriinde iyi tanimlanmis morfolojik
degisikliklerle iliskili geri doniisii olmayan bir bitylime durmasi seklidir (Hayflick,
1965).

Telomer; tekrarlayan ve farkli uzunluklarda olabilen DNA elemanlarina
sahip, uclarinda proteinler igeren bolgeler olarak tanimlanir. Telomerler, baglayici
proteinleri olmalarindan dolay1 kromozomlarin uglarini kapatir ve kromozomlarda
bulunan genetik kodun kaybolmasini veya zarar géremesini engeller. Telomerler,
normal hicrelerde, hiicre bolinmesi sirasinda kisalirlar. Bu kisalma da, hicre igin bir
son kullanma tarihi belirleyicisi olarak goérev yapmalarina olanak saglar (Blackburn,
1991).
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Normal hiicrelerde olan ve bu hiicrelerin normal yagam dongiisii igerisinde
var olan hiicre boliinmesi sirasindaki telomer kisalmalart HSK hiicrelerinde
telomeraz aktivitesi olmadigi igin gergeklesmez. Bunun sonucu olarak da HSK
hiicreleri, hiicre yaslanmasindan kagmis olur (Hayflick, 1965).

HSK hcrelerinde, telmoraz aktivitesine bagli olarak hiicre yaglanmanin
durmasina, sikline bagimli kinazlar {izerinde etki eden, p16 ve p21 tarafindan pRb
fosforilasyonunun inhibisyonu aracilik eder. Bu inhibisyon, G1'den S fazina gegis
sirasinda, E2F faktorlerini inhibe eden proteinlerin pRb ile iliskili olmas1 sonucuna

bagli olarak gergeklesir (Campisi, 2007).

Hiicre Oliimiine Karst Direng

Alkol, toksik safta asitleri, yag asitler, ilaglar ve viriisler gibi bir¢ok etken
karacigerde hiicrelerin 6lmelerine sebep olur. Ancak, bazi ¢evresel veya genetik
degisikliklere bagli olarak hiicrede mutasyonlar ger¢eklesmesine bagli olarak, 6liim
mekanizmasi sekteye ugrayabilir. Ozellikle tiimdr hiicrelerinde meydana gelen
mutasyon ve degisiklikler, bu 6liim mekanizmadan basaril1 bir sekilde kagmalarini
saglar (Wag, 2014).

Hepatositlerde hiicre 6limu, programlanmis yani apoptotik olarak veya
kontrolsiiz, programlanmamis yani nekrotik hiicre 6liimii olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Ayrica hepatositler icin, otofajik hiicre 61umu ve nekroptoz hiicre
oliimii gibi farkli hiicre 6liim formlari da bulunmaktadir (Lee & Jang, 2015).

Otofaji ise bazal ve stresli kosullar altinda hiicresel homeostaza aracilik
etmek igin otofajiyle iliskili bazi proteinler tarafindan kontrol edilen katabolik bir
stirectir. HSK hiicreleri igin bakildig1 zaman, otofaji timaérigenezin bir promotor
veya bir timor baskilayici olay olarak hareket edebilir. Otofaji mekanizmalari
apoptoz mekanizmlari ile drtiismesinden dolayi, tiimdr baskilayici 6zellikte oldugu
diistiniilmektedir. (Lee & Jang, 2015).

Nekroz, rastgele, cevresel bir toksik veya istenmeye etkiye bagli olarak
gelisen, 6liimciil sonuglari olan hiicre dliimiiniin bir seklidir. Reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) olusumu, mitokondrinin fonsiyonlarinda bozukluga yol acabilecek
hiicresel oksijen yoksunlugu ve hiicresel biitiinliigli korumak i¢in gereken esigin

altinda ATP seviyelerinde bir diisiis, nekroz ile sonuglanir (Eguchi vd., 2014).
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Morfolojik olarak nekroz; hiicresel sisme, hiicresel organellerden yoksun zar
kabarciklarinin olusumu ve biitiin bunlara ek olarak hiicresel igeriklerin salinmasi ile
hiicre zarinin yirtilmasi ile sonuglanabilen bir 6liim siirecidir (Hotchkiss vd., 2009).

Bilindigi lizere apoptoz, intrinsik ve ekstrinsik yollardan ilerleyebilen ve her
iki yolda da kaspazlarin, 6zellikle kaspaz-3 ve kaspaz-7 enzimlerinin gorev aldigi
programlanmis hiicre 6lumudir (Eguchi vd., 2014; Fabregat vd., 2007).

Hepatositlerdeki apoptotik olaylar, Fas ligand1 (FasL), tiimor nekroz faktorii-
alfa (TNF-a) veya TNF ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL) gibi hiicre
zarindaki 6liim reseptdrlerine baglanan farkli uyaranlar tarafindan diizenlenir.

Ayrica, diger faktorler, 6zellikle dontistUrici blylime faktori-beta (TGF-B),
oliim reseptorlerine baglanmaz, ancak intrinsik yolun aktivasyonu yoluyla apoptotik
yolu uyarabilir (Fabregat vd., 2007).

TRAIL, 6lim reseptorlerinin aktivasyonu yoluyla apoptozu baslatabilen TNF
stper ailesinin bir tyesidir. Bu tir apoptoz, TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 reseptorleri
tarafindan diizenlenir. Deneysel kanitlar, TRAIL'in karaciger kanseri hiicrelerinde
apoptozu indiikledigini, ancak saglikli hepatositlerde apoptozu indiiklemedigini
gosterdiginden, TRAIL umut verici bir alternatif olarak gérulmektedir (Wahl vd.,
2013) Ancak HSK patogenezinde TRAIL sisteminin roli heniiz netlik
kazanmamustir.

Apoptozun mitokondri aracili diizenlenmesinde gesitli hiicre i¢i proteinler,
oOzellikle Bcl-2 protein ailesi yer alir. Bu proteinler, etkilerini 6liim ve hayatta kalma
sinyallerini birlestiren mitokondrinde gosterirler. Hayatta kalma sinyalleri olusturma
gorevleri olan veya apoptotik 6zellikleri olan Uyelere sahip olan bu protein ailesi,

hicre icinde 6lim-yasam dengesini saglamada da gorevlidir (Yang vd., 2006).

Fenotipik Plastisite

Hiicre adhezyonu ve hiicre farklilagsmas1 omurgali embriyo gelisimi i¢in
onemli olaylardir. Hiicre adhezyonu E-cadherin tarafindan diizenlenir ve bu siireg iyi
bilinen bir strectir. E-cadherin geni epitelyal-mezenkimal gegis (EMG) ve
mezankimal-epitelyal gecis (MEQG) siireglerinde etkindir. Bu iki siire¢ de normal

gelisim i¢in gereklidirler. Ancak kanserin ilerlemesi sirasinda invazyon ve
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kolonizasyon i¢in HSK dahil diger tiim tiimdr hiicreleri tarafinfan kullanilan
streclerdir (Carr, 2016).

EMG genel olarak fibrosiz, yara iyilesmesi ve kanser sirasinda aktif olur
(Kalluri & Weinberg, 2009). EMG, E-cadherinin diizensiz olarak gorevini
yapmasindan kaynaklanir. Bu diizensizlik, hiicre polaritesinin bozulmasindan,
adhezyon bir morfoloji olusmasindan ve epitelyal hiicrelerin ortak sahip oldugu
genetik materyalden yoksunluk tarafindan tetiklenir (Stemmler, 2008; Thiery vd.
2009). Bunun sonucunda mortilite artar, mezenkimal hiicrelerin ortak sahip oldugu
genetik materyale gegis ve adheziv bir morfolojiye gecis gergeklesir. Bu durumlar
hiicreyi invazyon yapmaya olanakli kilar.

(Eckert vd., 2011)

EMG olusmasi, TGF-b, Wnt gibi birgok farkli sinyal yolagi ile baglantilidir.
TUmOr olusumu sirasinda, EMG olayinin tetiklenmesi, hiicre motilitesini, istilasini ve
metastazini kolaylastirdigindan, TGF-b'ye verilen hiicresel tepkiler farklidir
(Bogaerts vd., 2014; Drabsch & ten Dijke, 2012). HSK hiicrelerinde, TGF-b
yolaginin inhibisyonu, E-cadherinin artig1 ile sonuglanir ve hiicrenin, daha diisiik bir
go¢ potansiyeli olan epitelyal durumda, ayni sekilde kalabilmesine yol acar
(Fransvea vd., 2008; Giannelli vd., 2014). Ancak bu yolagin aktive edilmesi, E-
cadherin azalmasina yol acacagindan hiicrenin verecegi tepkiler tam ters yonde
olacaktir.

Kanonik Wnt sinyal yolagi, normal hiicrelerde ¢ogalma ve hayatta kalma gibi
cesitli hiicresel mekanizmalarin temel bir diizenleyicisidir ve embriyonik gelisim
sirasinda 6nemli bir rol oynar (MacDonald vd., 2009). B-katenin, kanonik Wnt sinyal
yolunun 6nemli bir bilesenidir ve Wnt yoklugunda, b-katenin, adhezyon
molekdllerini hiicre iskeleti ile kdpriileyen, boylece hiicresel polariteyi koruyan bir
kompleks olugsmasini saglar. B-katenin / Wnt yolagi, HSK gelisimini destekleyen
diger onkojenik yolaklarla igbirligi yapabilir. Buna bagli olarak, bu yolak tiimor
olusumundan ziyade, tiimor ilerlemesini destekledigi diisiiniilmektedir (Pez vd.,
2013; Stauffer vd., 2011). B-katenin / Wnt yolagi ile EMG arasindaki iliski
incelendiginde, B -katenin birikiminin, E-kadherin ekspresyonunu azalttigi

gbzlemlenmistir (Heuberger vd., 2010).
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Motilite, /nvazyon ve Metastaz

Metastaz, genel olarak kanserlerin bir 6zelligidir. HSK’da tiimor hiicrelerinin
intrahepatik (karaciger i¢inde) ve ekstrahepatik ortamlara (karaciger disinda, diger
organlarda) metastaz yapmasi, HSK'li hastalarda mortaliteye neden olan birincil
faktordur (Yand vd., 2010).

Genel olarak HSK vakalarimin %75’inde intrahepatik olarak metastaz yapan
HSK tiimorleri, hastaligin ge¢ evrelerinde ekstrahepatik metastaz da yapar.
Hastaligin gec evrelerinde ortaya c¢ikan ekstrahepatik metastaz, hastalarin yaklagik
olarak %40’ 1nda goriilmektedir. HSK’nin ekstrahepatik olarak metastaz yaptigi
bolgeler cogunlukla akcigerler olmakla birlikte daha az siklikta lenf diigtimleri ve
kemikler olarak gorulmektedir (Natsuizaka vd., 2005; Terada & Maruo, 2013).

Tiimor metastazi ¢ok adimli bir programdir ve gelismis hiicre hareketliligi ve
invazyonu, timor metastazinin ortak bir 6zelligidir. Timor mikrogevresi, timor
invazyonu ve metastazi i¢in ¢ok dnemlidir ve tiimdriin ilerlemesi sirasinda 6nemli
degisikliklere ugrar (Joyce & Pollard, 2009)

Hem in vitro hem de in vivo ¢alismalar, istilac1 hiicrelerin morfolojilerinde ve
hiicre go¢iiniin yolunda biiyiik bir ¢esitlilik oldugunu ortaya koymustur. Kanser
ilerlemesi sirasinda, ¢esitli tiimor hiicreleri morfolojik ve fonotipik degisiklikler
gosterir ve bu plastisite, timorlerin mikrogevresel kosullara adapte olmasini saglar
(Clark & Vignjevic, 2015; Friedl & Wolf, 2003)

Tiimdr hiicreleri, tek hiicre olarak veya toplu olarak hareket ederek stromay1
istila eder ve topludan tek hiicreli gecise veya tam tersi doniisiimler timor
metastazinda tanimlanmistir (Friedl & Wolf, 2003; Haeger vd., 2015; van Zijl vd.,
2011).

Diger kat1 tiimdrler gibi, HCC hiicreleri de sekillerini degistirme, hareket i¢in
kosullar yaratma ve ayrica ¢evre dokularina gog icin yeniden sekillendirme
mekanizmalarini etkinlestirebilir (Yang vd., 2011). Bireysel gocten toplu goce
gecisin, malign neoplazmlarin invaziv ve metastatik potansiyelini artirmaya yonelik
onemli bir adim oldugu bildirilmistir (Clark & Vignjevic, 2015; Haeger vd., 2015;
Krakhmal vd. 2015).
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Apoptoz

Apoptoz, en kisa tanimlama ile programlanmis hiicre 6liimii olarak
tanimlanabilir. Apoptoz, ATP kullanan, enzimler tarafindan gergeklestirilen, genetik
olarak programlanmis, organizmanin artik ihtiyaci olmayan hiicrelerde meydana
gelen ve organizmayi tehdit etmeyen bir olaydir (Sperandio vd., 2000).

Cok hucreli organizmalarda normalde, hiicre ve dokularda hiicre
proliferasyonu ve hiicre 61umu bir dengededir. Apoptoz denilen bu hiicre 6lim,
hiicre gelisimi ve sagligi icin 6nem arz etmektedir ve belirli yolaklar {izerinden
gergeklesir. Bu yolaklar intrinsik yolak ve ekstrinsik yolak olmak (izere iki ana
yolaga ayrilir ve her iki yolakta da kaspaz enzimlerinin aktivasyonu gortlmektedir.
Bu iki yolak disinda CD8+ T hiicrelerinin gorev aldig bir bagka yolak daha
bulunmaktadir (Renehan vd. 2001).

Intrinsik yolak, hiicre igerisinden meydana gelen degisiklikler veya
anomalilerden dolayi aktive olan bir yolaktir. Hiicre i¢inden gelen bu uyaricilara
ornek olarak x-ray veya UV 1g18a maruz kalmaktan dolay1 DNA hasari,
kemoterapoétik ajanlar, hipoksiya, yanlis katlanmis proteinler gibi 6rnekler verilebilir.

Hiicre bir stres altina girdigi zaman, mitokondriden sizan sitokrom c,
kaspazlarin aktive olmasini saglar. Ayrica Bcl-2 ve TP53 gen ailesine ait proteinler
de bu yolag: diizenler.

Ekstrinsik yolak, hiicre digindan genellikle bagka bir hiicre veya hiicrelerden
gelen Oliim sinyali tarafindan tetiklenen bir yolaktir. Bu yolagin aktivitesi, hiicre
reseptorlerine ve bu reseptorlere baglanan ligandlara baghdir. Hiicre ylizeyinde
bulunan reseptoérlere gelip baglanan ligandlar 6liim sinyalini olusturur ve hiicrenin
programl1 6liimii i¢in yolag: aktive eder. Bu yolakta da kaspaz 8 enzimler daha ¢ok
gorev yapmaktadir.

Sitotoksik CD8+ T-Hiicre aracili yolakta, CD8+ T hiicreleri perforinler
salgilayarak hedef hiicrede bir delik olusturur. Ardindan diger CD8+ T hiicreleri bu
acilan delikten girebilen granzim salgilayarak kaspazlar1 aktive eder.

Kaspazlar, proteaz grubu enzimlerdendir. Apoptotik cevaba karsi birinci
dereceden etkili olan protein grubudur. Genel olarak iki gruba ayrilirlar. Birinci grup

baslatici kaspazlari, ikinci grup efektor kazpazlardan olusur. Baslatic1 kaspaslar
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grubu, kaspaz-2, kaspaz-8, kaspaz-9, kaspaz-10, kaspaz-11 ve kaspaz-12’den olusur.
Efektor kaspazlar grubu ise kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7’den olusur.

Aktive olmus baslatici kaspazlar, efektor kaspazlarin aktive olmasini saglar.
Aktif olan efektor kaspazlar, hiicre igerisinde ¢esitli proteinlerin pargalanmasini
saglayarak, hiicre 6liimiinii baslatirlar. Tiim kaspaz proteinleri igerisinde en sik aktif
halde olan ve en 6nemli hiicre proteinlerin parcalanmasini saglayan ise kaspaz-3’tiir

(Renehan vd. 2001).

Karaciger Kanserinde Apoptoz

Apoptoz programi, hepatokarsinogeneze karsi en belirgin savunma
mekanizmasini olusturur. HSK hiiclerinde BAX ve BAK proteinleri apoptoz igin
onemli bir rol oynar. BAX ve BAK tarafindan kontrol edilen apoptoz mekanizmasi,
kaspazlarin aktif hale getirilmesi ile hiicrede apoptozu baslatir (Eskes vd., 1998).

Buna karsin BAX ve BAK aktivitesi ile iliskili olan ve daha ¢ok apoptozu
Onlemek icin gdrev yapan BCL-2 proteini tarafindan, BAX ve BAK proteinlerinin
aktivitesi engellenebilir ve hiicre apoptoza girmeyebilir. Hepatositlerin genomik
biitiinligiini korumada BCL-2 proteinleri 6nemli bir rol oynarlar (Ichim vd., 2015).

BAX aktivitelerin engellenmesi ve p53 proteinindeki degisiklikler, HSK'nin
ortak bir 6zelligidir ve hastaligin ilerlemis asamalarinda gézlenir (Farazi & DePinho,
2006). Ayrica, kaspazlarin inhibisyonu da HSK’de yaygindir. Proapoptotik
proteinlerin veya kaspazlarin inhibisyonuna ek olarak, hayatta kalma genlerinin yani
sira hayatta kalma yolaklarin aktivasyonu karaciger kanseri gelisimine ve
ilerlemesine katkida bulunur (Moreno-Caceres & Fabregat, 2015).

Cok sayida HCC hastasinda saptanan belirgin bir molekiiler degisiklik, NF-
kB yoludur (Locatelli vd., 2013). Hepatositlerde, NF-xB temel olarak 6rnegin
oksidatif strese yanit olarak kronik hasar sirasinda hayatta kalmaya aracilik ederken,
baskilama malign doniisiime katkida bulunur. Timor nekroz faktorii-o (TNF- o) ve
interlokin-6 (IL-6), bu yolu indiikleyen baslica inflamatuar sitokinler arasindadir.

Kronik karaciger hastaligi sirasinda sitokinlerin yani sira hayatta kalma
yollarinin diizensizligi de dahil olmak iizere, kritik hiicre 6liimii islevine sahip genis
bir molekiil yelpazesinin dengesizligi HSK tiimorlerinin apoptozdan kagmasina

sebep olmaktadir.
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Fenolik Bilesikler

Molekiiler yapisinda fenol gruplari igeren bilesiklere genel olarak fenolik
bilesikler ad1 verilri. Fenolik bilesikler, meyve ve sebzeler dahil bircok bitkide
bulnabilen bilesiklerdir. Bitkiler tarafidan, sikimik asit ve fenilpropanoid yolaklarini
kullanarak Gretilen ikincil metabolitlerdir. Fenolik bilesikler ¢esitli biyoaktif
ozellikler sergilemektedir. Bu biyoaktif 6zelliklerinin hastalik 6nleyici etkilerinden,
tedavi edici etkilerine kadar bir¢ok alanda faydalari bulunmaktadir. Genel olarak
bitkilerde, hidroksil gruplari {izerinden, bir veya birden fazla glikoz molekiilleri ile
birlikte bulunan bu bilesiklerdir. Ancak bazi durumlarda aromatik halka (izerindeki
karbonlar ile glikoz molekiilii arasinda da bir bag olusabilmektedir (Yahia & Carillo-
Lopez, 2019).

Buna bagli, genel olarak fenolik bilesikler dogal olarak glikozidler olarak
bitkilerde bulunmaktadir ve bu molekiiller su veya organik ¢ozuculerde iyi bir
¢ozliniirliige sahiptirler. Fenolik bilesikler ayrica, karboksili asit, organik asitler,
aminler, yaglar ve diger fenolik bilesikler ile bir araya gelerek farkli molekiiller de

olusturabilmektedir (Barba vd. 2014).

Sekil 4.
Fenol ve flavonoid yapi iskeletleri

OH

OH

0

Fenol Flavonoud

Fenolik bilesikler yapilarina ve icerdikleri halka sayis1 ve yapisina gore
siniflandirlirlar. Fenolik bilesikler flavonoidler, fenolik asitler, tanenler, stilbenler ve

lignanlar olmak tizere bes ana sinifa ayrilirlar.
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Flavonoidler
Flavonoidler, fenolik bilesikerlin en genis ailesini olustururlar. Bu bilesikler
bitkilerde, hiicre buylimesini diizenlemeden, gevresel etkilere karsi bitkilerin mucadele
etmesine kadar bircok alanda bitkilerde gorev almaktadirlar. Insanlar tarafindan
diyetlerinde kullanildiklar1 zaman saglik agisindan olumlu ydnde onemli etkileri
olmasinin yaninda, hastaliklar1 6nleyici etkileri de bulunmaktadir (Kumar & Pandey,
2013).
Flavonodiler genel olarak alt1 alt sinifa ayrilir. Bunlar;
1- Antosiyanidinler
2- Antoksantinler
a. Flavonlar
b. Flavonoller
3- Flavanonlar
4- Flavanonoller
5- Flavanlar
a. Flavanoller

6- Isoflavonoidler
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Sekil 5.
Flavonoid tlrevleri olan flavonol, izoflavonlar, antosiyanidinler, flavononlar,
flavonoller ve flavonlarin yapt iskeletleri

Isoflavonlar
Flavonoller

g I

o
\‘

/OH

9

8
1
]

-«
6 Flavanoller
Antosiyanidinler 1
/
o]
Flavanonlar

Antosiyanidinler

Antosiyanidinler genel olarak, antosiyaninlerin seker baglanmamis yapisi
olarak bulunan bitki pigmentleridirler. Renkleri sulu ¢ozeltilerindeki pH’a bagli olarak
genelde kirmizi, pembe, mavi ve mavimsi yesil tonlardadir.

Antosiyanidinler polimetin boyalarin ve flavonoidlerin alt sinifin1 olustururlar.
Genel molekiil omurgas1 asagidaki sekilde gosterilmistir. Molekiil iizerinde pozitif bir
yiik bulunmaktadir ve bu yiik molekiil etrafinda hareket edebilmektedir. Baz1 6nemli
antosiyanidinlerin isimleri ve fonksiyonel gruplarina bagli molekiil yapilar1 asagidaki

sekilde fonksiyonel gruplart ile birlikte gosterilmistir (Khoo vd., 2017).
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Sekil 6.
Antosiyanidin iskeleti ve bazi antosiyanidinlerin fonksiyonel gruplari
OH Siyanidin OH H
® O Delfinidin OH OH
HO 0] .
X Ry Malvidin OCH,  OCH,
- Pelargonidin H H
OH g
Peonidin OCH, H
CH Petunidin lf:il.',‘,H3 OH

Antoksantinler

Antoksantinler, flavonoidlerin bir alt sinifidir. Bu molekiillerin suda
¢oziinebilir 6zellikler vardir. Genellikle sulu ¢6zeltilerinin rengi, beyaz veya renksiz,
krem veya sar1 renklerdedir. Flavonlar ve flavonoller olmak tizere iki alt gruba
ayrilirlar.

Flavonlar

Flavon kelimesi Latince “Sar1” kelimesinden tiiremis bir kelimedir. Genel
olarak yiyeceklerde 6zellikle baharatlarda, sar1 ve turuncu meyvelerde ve sebzelerde
bulunmaktadir. En fazla rastlanan flavonlar; apigenin, tangeritin, luteolin , krisin ve
hidroksiflavonlardir ("Flavonoids”. Micronutrient Information Center, Linus Pauling
Institute, Oregon State University, Corvallis,). Bir¢ok ilacin viicuttaki
metabolizmasini saglayan CYP (P450) enzimlerinin aktivitesi (zerinde etkileri

bulunmaktadir (Si vd., 2009).
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Sekil 7.
Flavon kimyasal yapisinin iskeleti

O

Flavon omurgas

Flavonoller

Flavonoller, 3-hidroksiflavon omurgasina sahip, flavonodilerin bir alt
grubudur. Cesitlilikleri fenolik —OH gruplarinin farkli pozisyonlarda bulunmasindan
kaynaklanir. Flavonoller birim olarak kendi baglarina bulunabilmelerine ragmen,
glikozit tiirevleri seklide de bulunabilirler. Rhamnetin, isorhamnetin, kaempferol,
kuersetin, kaempferid, 3-hidroksiflavon, azaleatin, fisetin, galangin, gosipetin, morin,
mirisetin, natsudaidain, pakipodol, rhamnazin ¢esitli flavonollere 6rnek gosterilebilir.

Flavonoller bir¢ok sebze ve meyve tiiriinde bulunmaktadir (Cermak vd., 2006; Pinelli
vd., 2013).
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Sekil 8.
Flavonol bilesiklerinin kimyasal yapi iskeleti

OH

Flavanonler
Flavanoidlerin alt grubu olan flavononler, bitkilerde siklikla glikozid halinde

bulunurlar. Bu bilesikler flavondan tiireyen aromatik, renksiz ketonlardir.

Blumeatin, butin, eriodikyol, hesperetin, hesperidin, homoeriodiktol,
izokuranetin, naringenin, naringin, pinocembrin, ponsirin, sakuranetin, sakuranin,
sterubin, pinostrobin bu bilesiklere 6rnek olarak gosterilebilir (Nibbs & Scheidt,
2012).

Sekil 9.

Flavanon ornegi olarak naringenin kimyasal yapist

Flavanonoller

Flavanonoller, flavanoidlerin alt grubudur. 3-hidroksi-2,3-dihidro-2-
fenilkromen-4-on iskeletine sahip bilesiklerdir. Dihidrokuersetin, dihidrokaempferol
ve dihidrokaempferol-3-rhamnosid bu bilesiklere 6rnek olarak gosterilebilir. Bu
bilesikler de glikozidleri olarak bitkilerde bulunabilirler (Kun vd., 2008; Dokkedal
vd., 2007; Yuan vd., 2004).

Sekil 10.
Flavononol érnegi olarak taksifolin bilesiginin kimyasal yapist
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Flavanlar

Flavanlar, fenolik bilesikler olan flavonoidlerin alt sinifidir. Bu sinifta en
onemli flavanlar, flavanoller olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Katekin, flavanollere 6rnek
olarak gosterilebilir. Flavan-3-oller, flavan-4-oller ve flavaon-3,4-dioller olmaka tizere

flavanoller kendi iginde ii¢ alt gruba ayrilir.

Sekil 11.
Flavanlara ornek olarak flavan-3-ol bilesiginin kimyasal yapisi

O

OH

Isoflavonoidler

[zoflavonoidler, flavonoidlerin alt sinifidir ve bircogu biyolojik olarak aktif
bilesiklerdir. Izoflavonoid alt sifinna ait birgok molekiil bulunmaktadir. Bu yiizden
bu alt sinif da kendi igerisinde gruplara ayriliar. Isoflavonoidler; izoflavonlar,
izoflavanonlar, izoflavanlar ve retoniodler olarak alt gruplara ayrilabilirler.
[zoflavonoidler, likuiritigenin veya naringenin yoluna bagl olarak flavonoid
biyosentez yolundan elde edilir. Bu bilesiklere 6rnek olarak genistein, daidzein 6rnek
olarak gosterilebilir (Lorent vd., 2015).

Sekil 12.
Izoflavonoidlere ornek olarak genisteinin kimyasal yapist
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Fenolik asitler

Fenolik asitler, fenolik bilesiklerin bir alt grubudur. Bu bilesikler aromatik
asit bilesikleri olara da bilinirler. Fenolik halka ile karboksil asit fonksiyonel
grubunun birlesmesi sonucunda olusur.

Bu bilesikler bitkilerde bulunur. Ancak bu bilesiklere bitkilere oranla daha
fazla mantarlarda rastlanmaktadir. Bu bilesiklerin anti-timaor, anti-bakteriyel ve anit-
oksidan 6zellikleri bulunmaktadir. Onemli fenolik asitlere, hidroksibenzoik asit ve

hidroksisinamik asit 6rnek olarak gosterilebilir (Heleno vd., 2015).

Sekil 13.
Hidroksibenzoik asit

Tanenler

Tanenler, polifenolik biyomolekiillerin bir alt sinifidir. Proteinler ve diger
organik molekiiller ile bag yapabilme 6zellikleri vardir. Tanenler bir¢ok bitki tiirtinde
( Fagaceae tiirlerinin %73 tinde, Mimosaceae tiirlerinin %39’unda, Solanaceae
tiirlerinin %6’sinda ve Asteraceae tiirlerinin %4’{inde) buna ek olarak bazi alglerde
de bulunurlar (Mole, 1993). Bitkilerde, bitki biiyimesine ve bitkinin pestisitler dahil
bitkiye zarar verebilecek birgok etkenlerden korunmasinda gérev alirlar. Tanenlerin
baslica bulundugu besinler, nar, ¢ilek, bogiirtlen, findik ve ¢esitli renkli meyvelerde
ve sularinda bulunurlar.

Tanenlerin molekiiler agirliklar1 500 dalton ile 20.000 dalton arasinda

degiskenlik gosterir. Tanenlerin yapilarinin karmasiligindan dolay1 siniflandirilmari
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zor olmakla birlikte, dort alt sinifa ayrilabilirler. Bunlar, gallotanenler, ellagitaninler,

kompleks taninler ve kondense taninler (In Natural Product Reports, 2001).

Sekil 14.
Tanen alt siniflart ve molekiil yapilart

Gallotanenler Ellagitanenler Kompleks Tanenler Kondense Tanenler
H (OH)
AN
~ HO 0 |
& I-‘OH //\I/ ].r_-u,_“:'// ~OH
L/ .. OH
"'.. \T_. O (6) R
OH o 1
HO 2™ NS O
S 0H (G)
OH

Stilbenler

Stilbenler, ethanol veya etilen ile birlesmis olan iki benzen halkas1 igeriren
fenolik bilesiklerdir. Stilbenler fenilpropadoin yolagina bagh olarak biyosentezelene
ve dogal olarak bulunan bilesiklerdir (Dutta vd., 2021)

Stilbenler, monomer ve oligemer olarak bulunurlar. Yapisal olarak hidroksil
gruplar1 bagli 1,2-difeniletilen varligi ile karakterezidirler. En bol miktarda bulunan ve
tizerinde en fazla calisma yapilan stilben trihidroksistilben iskeleti bulunan
resveratroldiir. Resveratroliin trans formunun konfiglirasyonundan dolay1r bir¢ok
alanda kullanilabilmesini saglar (Vasantha vd., 2014). Resveratrol, findik (Arachis
hypogaea), tzim (Vitis vinifera), cam (Pinus turleri) ve dut (Morus turleri) bulunur
(Rauf vd., 2018).

Bazi stilbenlerin anti-oksidan, anti-inflmatuvar, vazoprotektif, anti-kanser ve
anti-mikrobiyal 6nemli biyolojik 06zellikleri bulunmaktadir. Ayrica karacigeri
koruyucu etkisi, Alzheimer hastaligin1 Onleyici etkisi, glikoz ve trigliserid artigini

inhibe edici 6zellikleri de bulunmaktadir (Flamini & De Rosso, 2019).

Sekil 15.
Resveratrol
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Lignanlar

Lignanlar, ayn1 fenilpropan birimlerinden meydana gelen dimerlesmis dogal
bilesiklerdir. Sesquilignanlar, dilignanlar ve neolignanlar olarak alt birimlere
ayrilabilir. Genel olarak lignanlar yan zincirlerindeki B-karbonlari arasinda bir bag
olusturarak iki birime sahip bilesiklerdir. Buna 6rnek olarak neolignanlar
gosterilebilir. Buna karsin, sesquilignanlar ti¢, diliganlar dort birime sahip molekiiller
olarak dogada bulunurlar.

Lignanlarin ¢esitli biyoaktiviteleri vardir. Bu biyoaktiviteler arasinda anti-
tumor ozellikleri goze carpmaktadir. Bu baglamda, bir¢ok kanser tiiriinde (16semi,
akciger kanseri, meme kanseri, kolon kanseri, fibro karsinom, nazofarengal karsinom

vb) anti-tiimor etkileri bulunmaktadir.

Sekil 16.

Lignanlarin Kimyasal Yapisi
CH:O O CH:OH
HO CH:OH
! OCHs

OH

Cynara cornigera L.

C. cornigera L. bitkisi, Astrecea ailesine ait bir bitkidir. Bu bitki yaklasik 30
cm boyunda, bodur, ¢ok yillik, ¢cok sayida taban yapragi olan, dikenli bir ¢icege sahip
bir bitkidir. Cigek basi yaklasik 5 cm kadar olup, kirli beyaz rengindedir. Kis sonundan

itibaren de toplanabilmeye bagslanip, ilkbahar sonuna kadar toplanmaya devam
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edilebilir. Ancak en uygun toplanma donemi 6zellike Nisan ve Mayis aylarindadir
(Wiklund, 1992).

Kibris’ta halk arasinda “Hostes”, “Gafurez”, “Gafgarit”, “Diken Otu” olarak
bilinmektedir. Kibris’ta halk tarafindan diyetlerinde bitkinin ¢esitli kisimlar
kullanilmaktadir. Basta yaprak saplar1 olmak {izere, ¢igek kismi da halk tarafindan
kullanilmaktadir. Ayrica ¢igek kisminin karaciger hastaliklarina iyi geldigi yoniinde
halk arasinda bilinen bir olgu olmasindan dolay1, karaciger rahatsilig1 yasayan kisiler

diyetlerinde bu bitkiyi kullanmaktadirlar.

Sekil 17.
Cynara cornigera L. bitki fotografi (Saxifraga, Jan van der Straaten)

Cynara cornigera L. Cografik Dagilimi ve Habitati

C. cornigera L. bir Dogu Akdeniz bitki tiiri olarak anilmaktadir. Yunanistan
adalarinda, Kibris’ta, Libya ve Misir’in Akdeniz’e olan sahil bolgelerinde ve
Tiirkiye’nin Akdeniz’de bulunan adalarinda goriilen bir bitkidir. Deniz seviyesinden
basglayarak 450 m yiikseklikteki yerlere kadar goriilebilen bitki, kalkerli topragin
kayalik veya ¢akillik alanlarda bulunabilmektedir (Wiklund, 1992).
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Kibris adasinin, 6zellikle yiiksek daglik alanlar ve kumluk alanlar igeren
bolgeler harig, hemen hemen biyiikk bir kisminda C. cornigera L. bitkisine
rastlanmaktadir (Wiklund, 1992).

Sekil 18.
Cynara cornigera L. bitkisinin Kibris'ta bulundugu bolgeler. (Hand, 2021 )

—

Cynara cornigera L. Taksonomisi

Tablo 1.
C. cornigera L. Taksonomisi (J. Sibthorp & J. Lindley, Fl. graec. 10:74. 1840)

Taksonomi Sirasi Bilimsel Sinifi
Alem Plantae
Sube Tracheophyta
Sif Magnoliopsida
Takim Asterales
Aile Asteraceae
Cins Cynara

Tir Cynara cornigera
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Cynara cornigera L. Fitokimyasal I¢cerigi

C. cornigera L. bitkisinin fitokimyasal olarak analizi farkli farkli ¢alismalarda
gosterilmistir. Genel olarak bu ¢alismalarda, fitokimyasal icerik analizi i¢in yapilan
ektraksiyon sirasinda ¢esitli polaritede olan ¢oziiciiler (metanol, etanol, etil asetat,
petrolium eter, su) kullanilmistir. Asagidaki tablolarda (Tablo 2,3 ve 4) C. cornigera
L. bitkisinin literatlirde bulunan, fitokimyasal i¢erigi verilmistir. Bu tablolar daha
onceki caligmalarda, C. cornigera L. bitkisini timuniin veya bitkinin herhangi bir
parcasinin analiz edilmesi sonucu elde edilen tiim verilere dayanilarak

hazirlanmstir.

Tablo 2.
2012 yilinda Elsayed vd. tarafindan yaymlanan arastirma sonuglarina gére Cynara
cornigera L. iceriginde bulunan bilegsikler

B/N Bilesik ismi
1 Luteolin-7-O-glukozid
2 Apigenin-7-O-glukozid
3 Luteolin-7-O-ramnoglukozid
4 Grosheimin
5 Solstitalin A
Tablo 3.

2015 ythinda Hegazy vd. tarafindan yaywinlanan arastirma sonuglarina gore Cynara
cornigera L. iceriginde bulunan bilegikler

B/N Bilesik Ismi

6 Gallik asit

7 Pirogallik

8 Klorojenik asit

9 Resorsinol

10 Katesin

11 p-Hidroksi benzoik asit
12 Luteolin-3-metoksi-7-rutinosit
13 Kafeik asit

14 Vanillin

15 Ferulik asit

16 Rutin

17 Fenol

18 p-kumarik asit

19 Luteolin

20 Kuersetin
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21 Salisilik asit
22 Apigenin
23 Ojenol
24 5,7-Dihidroy 4 metoksi izoflavon
25 Krizin
Tablo 4.

2016 yilinda El Sohafy vd. tarafindan yaymmlanan arastirma sonuglarina gore
Cynara cornigera L. iceriginde bulunan bilesikler

B/N Bilesik Ismi

26 B-sitosterol glikozit

27 Apigenin 7-O-f-D-glukopiranozid
28 Luteolin-7-O-p-D-glukopiranozid
29 Apigenin-7-O-rutinosid

30 Sinarin 1,5-di-O-kafeoilkinik asit
31 Apigenin-7-0O-$-D-glukuronid

Cynara cornigera L. Bilesiklerinin Kanser Uzerine Etkileri

Literatiirde bulunan daha 6nceki ¢aligsmalara bagli olarak C. cornigera L. bitki
iceriginde anti-kanser Ozellik gostrerebilen bilesikler oldugu tespit edilmistir. Bu
baglamda bu bilesiklerin c¢esitli kanser hiicrelerindeki etkinlikleri literatiirde
arastirillmistir. Ancak bu bitkinin igerigi ile ilgili ¢ok fazla calisma olmadigindan
dolayr bitki icerigindeki bilesikler, literatiirde bulunandan daha fazla oldugu

diistiniilmektedir.

Kuersetin ve tirevlerinin Kanser Uzerine Etkisi

Kuersetin iki halde bulunabilmektedir. Kendi basina ve diger molekiillerle
birleserek aglikon seklinde bulunabilmektedir. Kuersetin, karbonhidratlar, lipidler,
alkoller ve ayrica siilfat gruplari ile birleserek kuersetin glikosid, kuersetin etherleri ve
kuersetin siilfatlar1 olusturabilmektedir (Panche vd., 2016).

Kuersetinin  anti-kanser ozelligi ile ilgili o6nemli miktarda c¢aligma
bulunmaktadir Bu ¢alismalarda, cesitli kanser tiirlerindeki ¢esitli yolaklar iizerinde
kuersetinin etkileri arastirilmistir. Elde edilen verilere bakildigu zaman Kuersetin
biyoaktif molekiiniin pankreas, yumurtalik, prostat, kolorektal, bobrek, meme kanseri
ve akciger kanseri tizerinde olumlu etkisi oldugu saptanmistir (Vafadar vd., 2020).

Kuersetin saglikli hiicreler i¢in higbir zararl etkisi yoktur. Kanser hiicreleri
Uzerinde kuersetinin g¢esitli mekanizmalar araciligi ile sitotoksik etkileri mevcuttur

(Vargas & Burd, 2010).
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Apigenin ve tirevlerinin Kanser Uzerine Etkisi
Apigenin, kimyasal olarak 4',5,7-trihidroksiflavon olarak adlandirilan, flavon alt
sinifina ait olan, liziim, elma gibi meyvelerde, maydanoz gibi sebzelerde ve sarap gibi
iceceklerde bolca bulunan bir flavondur. Apigenin anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-
oksidan, anti-inflamatuvar, anti-viral o6zelliklerinin yaninda kan basincini diistiriicii
ozelligi yillardir geleneksel tip tarafindan bilinmektedir (YYan vd., 2017).

Bu 6zelliklerine ek olarak tiimdr gelisimini engelleyici etkisi bulunmaktadir.
1986 yilinda Birt ve arkadaslar1 tarafindan apigeninin anti-kanser 6zellikleri oldugu
tanimlanmistir ve bu yildan sonra yapilan bir¢ok arastirmada g¢esitli kanser tirleri ve
yolaklarinda bu bilesigin anti-kanser 6zellikleri in-vitro olarak hiicre hatlarinda ve in-
vivo olarak hayvan modellerinde yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (Birt vd., 1986).

Apigenin; osteosarkoma, prostat kanseri, melanoma, akciger kanseri, karaciger
kanseri, meme kanseri ve kolorektal kanser lzreinde anti-kanser 6zelligi gosterilmis
olan bir bilesiktir (Xu vd., 2016; Huang vd., 2016; Lee vd., 2016; Zhao vd., 2017,
Gupta vd., 2002; Angulo vd., 2017).
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BOLUM III

Gereg ve YOontem

Bitki Materyalleri

Bitki 6rnekleri Mayis 2018 tarihinde Akdogan, Kuzey Kibris’ta toplanmastir.
Toplanan bitki drnekleri Yakin Dogu Universitesi Herbaryum’u tarafindan

tanimlanmis ve NEUN6893 kodu ile saklanmaktadir.

Ekstraksiyon ve Fraksiyonlara Ayirma

300gr numune (¢igek) toz edilip metanol (MeOH) ile 7 glin boyunca arada
calkalanarak muamele edildi. Ekstre suztldu ve Rotary Evaporator (Buchi® (Model:
R-210 / Water Bath: B-491 model / Vacuum Pump: V-700 model / Vacuum Pump
Control Panel: V-850 model and Water Coolant: Thermo EZ Cool 80) ile kuruluga
kadar ucuruldu.

Numune 100ml diklorometan (DCM, Merck, 1.06009.2500) ve 250 ml
distile H20 ile ¢oziiliip ayirma hunisine alinds. ilk faz ayrimi igin 24 saat beklendi.
100 ml DCM ve 50 ml DCM eklenerek faz ayirim islemi 3 kez yapildi. Her iki faz da
(DCM ve su fazlar1) ayr1 ayr1 daras1 alinmig balonlarda yogunlastirildi. DCM fazi
kuruluga kadar uguruldu. Su faz1 kuruluga kadar ugurulup tartim yapildi. Kuru 6rnek
100 mL hacme sahip olacak sekilde distille su igerisinde ¢oziildii.

Poliamid kolon ; 75g poliamid , 800ml su ile 24 saat magnetik karistirici ile
karigitirilmasi ve kolona aktarilmasi sonucunda hazirlandi. ( 75g [(Fluka Polyamids)
5-10 mikrometre ] R=3cm h =41cm ) 100 mL olacak sekilde ayarlanan su fazi
cozeltisi kolona yiiklendi. Kolonda ayirma %100 H20 kullanilarak baglandi, daha
sonra yiiriitiicii fazda MeOH kullanilarak, yiiriitiicli fazin polaritesi gradiyent bir
sekilde azaltilarak en sonda yiiriitiicii faz olarak %100 MeOH’e ulasilmistir.
Toplamda her biri 50 mL olan 38 fraksiyon elde edilmistir. 38 fraksiyon ince tabaka
kromatografisi (ITK, TLC Silica Gel 60 F254, Merck, 1.05554.0001) ile
kromatografik olarak 3 tatbik yapilarak goriintiilendi. ITK sonuglarina gore
fraksiyonlar birlestirildi. Birlestirilen fraksiyonlar kuruluga kadar evaporatorde
ucuruldu. Balonun dibinde olusan kat1 6rnekler eser miktarda ¢6ziicii ile ¢6ziilerek

flakonlara koyularak, donmalari i¢in dondurucuya kaldirildi. Donan fraksiyonlara ait
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flakonlar liyofilizatorde (Christ® - Model: Alpha 1-4 LD plus) liyofilize edildi. Elde
edilen liyofilize kat1 6rnekler LC — MS/MS ve sitotoksisite analizine gonderildi.

C. cornigera L. Cigek Ekstraktlarimin Sivi Kromatografisi-Kutle Spektrometresi
(LS-MS/MS) Analizi

LC-MS/MS analizi Absciex 3200 Q tutucu MS / MS dedektorii kullanilarak
gerceklestirilmistir. Deneyler, negatif iyon modunda calisan, elektrosprey
iyonizasyon kaynagi ile donatilmis, Applied Biosystems 3200 Q-Trap LC MS/MS
cihazina bagli bir Shimadzu 20A HPLC sistemi ile gergeklestirilmistir.
Kromatografik ayirma igin, 40°C'de ¢alisan 250 x 4.6 mm, 5 um pargacik bityiikligii
olan, GL Science Inertsil ODS - 3 kolon kullanilmistir. Solvent akis hizi 0.5 ml/dk'da
tutulmustur. Igerik tespiti photo-diode array (PDA) dedektdrii ile yapilmustir.
Gradyan eltsyonu mobil fazlar igermektedir: (A) metanol:su:formik asit
(10:89:1,v/v/v) ve (B) metanol: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.

Reaktifler ve Uygulamalar

Ekstraksiyon sonucu elde edilen fraksiyonlar, Dimetil Stilfoksit (DMSO,
Biomatik, A2424-500ML) igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Fraksiyonlar kullanilacagi
zaman , RPMI-1640 (Capricorn Scientific, RPMI-A) vasat ile diliie edilmistir. Etkin
dozun belirlenmesi i¢in hiicrelere farkli konsantrasyonlardaki (5, 10, 25, 50 ve 100
pM) 10 fraksiyon ayri ayr1 uygulanmigtir. DMSO orant %0.05’ten fazla olmayacak

sekilde konsantrasyonlar ayarlanmistir.

Hiicre Hatt1 ve Hiicre Kiiltiirii

Bu ¢alisma i¢in, insan hepatoseliler karsinom hiicre hatt1 olan (HepG2,
ATCC® HB-8065™) hiicre hatt1 kullanilmistir. HepG2 hiicreleri vasat icerisinde %
10 1s1 ile inaktive edilmis Fetal Sigir Serum (FSS, Capricorn Scientific, FBS-HI-
11B)%]1 penisilin-streptomisin (Capricorn Scientific, PS-B) ve % 1 L-glutamin
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(Capricorn Scientific, GLN-B) ile hazirlanmistir. 37 °C ve %5 karbondioksit (COz)
olan nemli ortamda hiicreler kiiltiire edilmistir. Kiiltiire edilmis hiicreler konfluent
duruma ulagtiginda, %0.25 triptisn-EDTA (Capricorn Scientific, TRY-1B) soliisyonu

kullanilarak sub-kiiltiir edilmistir.

Hucre A¢gma Protokoli

-80 °C dondurucuda bulunan viyal, 37 °C’lik su banyosunda 1sitilarark
¢OzUnduruldu ve agilacak flask sayisina gore her flaska 2ml vasat olacak sekilde
hesaplanmak kayd ile toplam vasat, 15ml’lik falkon igerisine koyulur ve viyal
falkon icerisine eklenir. Hicreler santriftirijde 1000 rpm’de 5dk boyunca santrifij
edilir. Santrifiij sonrasinda siipernatant atilir. Siipernatantin atilmasindan sonra
sadece hiicrelerin bulundugu falkon tiip igerisine her flaska 2ml vasat olacak sekilde
eklenen toplam vasat ile alt-tst edilir. Her flaska 2ml gelecek sekilde falkon icerisine
eklenmis toplam vast ile iyice alt-iist edilmis siispansiyon, daha énceden 3ml vasat
eklenmis olan flasklara, her flaska 2ml eklenecek sekilde eklenir. Flasklarda toplam
5ml vasat ile meydana gelen suispansiyon 37 °C’de %5 CO- ortamda inkiibasyona
birakildi.

Hucre Pasajlama Protokolu

Hiicreler, bulunduklar1 ortamda %80 hiicre yogunluguna ulagmalarinin
ardindan pasajlanmalar1 gerceklestirilmistir. Pasajlama islemine, ilk olarak flasklarda
bulunan hiicrelerin iist vasatlar1 toplanarak baslandi. Ust vasat toplandiktan sonra
flaska 2.5 mL Tripsin-EDTA (Capricorn Scientific, TRY-1B) eklendi ve 10 dk
boyunca 37 °C’de %5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakilmistir. Pasajlama isleminin
basinda toplanan Ust vasat ile birlikte Tripsin-EDTA eklenerek inkiibasyona birakilan
hiicrelerin oldugu siispansiyon birlestirip, 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve
slipernatant atilmistir. Santriftlj sonucunda falcon tlpun dibinde kalan hiicrelerin
tizerine 2 ml vasat eklenip, homojen bir karisim olmasi i¢in alt iist edilerek
kanistirllmistir. Hiicrelerin pasajlanmasi 1:2 olacak sekilde tasarlandigi i¢in 2ml vasat

eklenerek olusturulan hiicre-vasat slispansiyonundan, her flaska (toplam 2 flask) 1 ml
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gelecek sekilde slispansiyondan aktarim gergeklestirildi ve her flask Uzerine 4 mL
vasat ilave edilerek, 37 °C’de %5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakilmustir.

Hucre Dondurma Protokoll

Dondurma isleminin belirli basamaklar1 pasajlama islemi ile benzerlik
gosterir. i1k olarak flasklarda bulunan hiicrelerin iist vasatlari topland1. Ust vasat
toplandiktan sonra flaska 2.5 mL Tripsin-EDTA (Capricorn Scientific, TRY-1B)
eklendi ve 10 dk boyunca 37 °C’de %5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakilmistir.
Pasajlama isleminin basinda toplanan {ist vasat ile birlikte Tripsin-EDTA eklenerek
inkiibasyona birakilan hiicrelerin oldugu siispansiyon birlestirip, 1000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilmis ve siipernatant atilmistir. Dondurma soliisyonu hazirlanir. Bu
soliisyon, 1:9 oraninda DMSO ve FBS’den olugmaktadir. Bir viyal i¢in, 1 mL
dondurma soliisyonu (200 uL DMSO, 800 uL PBS) hazirlanir. Hiicreler dondurma
solusyonune eklenir eklenmez -80 °C’de dondurulmak iizere derin dondurucuya
kaldirilir.

Hicre Canlihig: ve Hiicre Buyumesi Analizi

Sitotoksisite analizi, MTT testi (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide, Glentham Life Sciences, 4710VO) ile
degerlendirilmistir. Fraksiyonlar DMSO ile ¢0zilmiistiir.. Fraksiyonlar kiiltiir vasati
ile dilue edilerek ayr1 ayr1 her fraksiyon i¢in bes farkli konsantrasyon ( 5, 10, 25, 50
ve 100 uM) i¢in hazirlanmistir. Tim fraksiyonlar icin DMSO konsantrasyonu
%0.05’ten az olacak sekilde ayarlanmistir. HepG2 hiicreleri toplanarak vasat
igerisinde siispanse edilmis ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kabina her bir kuyucuga
5x10° yogunluktaki hiicre olacak sekilde ekilmistir. Negatif kontrol satir1 higbir
fraksiyonu igermezken, pozitif kontol satir1 sadece ekilmis hiicreleri icermektedeydi
ve tiimii 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, 10 L
MTT soliisyonu her bir kuyucuga eklenmis ve 4 saat boyunca 37 °C ve %5 CO;
ortaminda bekletilmistir. Kuyucukta 25 ul kalacak sekilde vasat ve MTT c¢ozeltisi
karsimi atilir. Sonra, formazan kristallerini ¢6zdirmek icin 50 uL DMSO
eklenmistir. 15 dk beklenip, absorbanslar 570nm’de spektrofotometre (VersaMax,
Molecular Device, Sunnyvale, USA) ile 6l¢tilmistiir. TUm deneyler, her fraksiyon

i¢in li¢ kez yapilmistir.
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Hucre Fiksasyon Protokolt

Tablet kullanilarak hazirlanacak PBS ¢0zeltisi, her 100 cc suya bir tablet PBS
kullanilarak hazirlanir. Fiksasyon islemi i¢in gerekli olan bir diger gerekli ¢ozelti
paraformaldehit ¢ozeltisidir. Bu ¢ozelti de %4 konsantrasyonda PBS kullanilarak
hazirlanir. Fiksasyon iglemi i¢in fikse edilecek hiicrelerin bulundugu ortamdaki iist
vasat atilir ve ilizerine PBS ilave edilir. Bir siire beklendikten sonra eklenen PBS
cekilerek tizerine PBS kullanilarak hazirlanmis %4 paraformaldehit ¢ozeltisi eklenip,
inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonrasinda eklenen paraformaldehit ¢ozeltisi de
toplanarak atilir. Tekrardan hiicrelerin iizerine PBS ¢ozeltisi eklenerek +4 °C’de

hiicereler muhafaza edilir.
Immiinositokimya

Hucreler, Fosfat Tamponlu Tuz (Phosphate Buffered Saline, PBS) ¢Ozeltisi
iginde %4’liikk paraformaldehit (Sigma-Aldrich, STBH3693) ile 30 dakika boyunca 4
°C’de fikse edilmistir. PBS ile yikandiktan sonra, hiicre gecirgenligini artirmak igin
hlcrelere %0.1 Triton X-100 (Sigma, 9002-93-1) eklenerek 15 dakika boyunda
bekletilmistir. HepG2 hiicreleri PBS ile yikanmis ve endojen peroksidaz aktivitesini
inhibe etmek icin hiicreler oda sicakliginda, 5 dakika boyunca %3 hidrojen peroksit
(H202, Riedel-de Haén, 70570) ile inkiibe edilmistir. PBS ile li¢ kere 5’er dakika
yikama yapildiktan sonra, bloklama soliisyonu eklenmis ve oda sicakliginda 1 saat
inkiibe edilmistir. Bloklama soliisyonu uzaklastirildiktan ve PBS ile tekrardan
yikandiktan sonra hiicreler, primer antikorlar olan Wnt11(Elabscience, E-AB-
10836), Wnt3a (St John’s Laboratory, STJ115662), Stat3 (St John’s Laboratory,
STJ27462), Jak2 (St John’s Laboratory, STJ90945) ve B-catenin (Proteintech, 51067-
2-AP) ile bir gece boyunca 4 °C’de inkiibe edilmistir. PBS ile tekrar yikama iglemi
yapildiktan sonra (ii¢ kere 5’er dakika), hiicreler biotinlenmis sekonder antikor
(Protein Novex Life Technologies, 1666262A) ile 30 dakika boyunca inkilibe
edilmistir. 100 pl Horseradish Peroksidaz (HRP)-Streptavidin kompleksi (Protein
Novex Life Technologies, 1666262A) kiiltiire edilmis hiicrelere eklenmis ve oda
sicakliginda 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra, hiicreler PBS ile
yikanmis ve immiinohistokimyasal reaksiyonun goriiniiliirliigiinii saptamak i¢in
hlcrelere Diamiobenzidin (DAB, ScyTek Laboratories, ACK125eklenerek) 5 dakika

boyunca inkiibe edilmistir. DAB, destile su ile yikanmig ve hiicrelere artalan
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boyanmasini saglamasi i¢in Mayer’s Hematoksilen soliisyonu 5 dakika boyunca
uygulanmistir. Daha sonra, kapatma vasat1 (Merck Millipore, 107961, Germany) ile
kapatilmistir. Tiim 6rnekler, 151k mikroskobu (Olympus CX31, CX31RTSF)
kullanilarak degerlendirilmistir. Wnt11, Wnt3a, Stat3, Jak2 ve B-catenin
boyanmalari, yar1 kantitatif olarak Histolojik-Skor (H-Skor) kullanilarak
derecelendirilmistir. Asagidaki denkleme gore hesaplama yapilmistir. H-Score = Zn
(1+ 1). Denklemdeki i, boyanmanin yogunlugunu (intensity) géstermektedir. i:1,2 ve
3 (strastyla, zayif, orta, giiclii) degerlerini alabilmektedir. Bunlara ek olarak 1 ise, her
yogunluktaki boyanmis hiicrelerin yilizdesini gostermektedir. (%0 ve %100 arasinda

degisen.)
istatistiksel Analiz

Veriler ortalama +- standart sapma olarak ifade edilmistir. Bulgular Graphpad
Prism 8 ve SPSS 18.0 programlari ile analiz edilmistir. Gruplar arasindaki
farkliliklar1 tespit etmek ve strekli verilerin coklu gruplar arasinda karsilastirilmasi
icin Tek Yonlu Varyans Aanalizi (One Way Analysis of Varience, ANOVA)
kullanilmustir. Istatistiksel olarak anlamlilik bulundugunda, ikili karsilastirmalar igin

post-hoc testi olarak Tukey testi uygulanmistir.
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BOLUM IV

Bulgular

C. cornigera L. Ekstraksiyon, Fraksiyonlama Islemi Bulgular

Cynara cornigera L. bitkisinin 300 gr ¢igek kism1 700 mL methanol ile
ekstrakte edildi. Ekstrenin evaporasymu sonucunda 18.7 g kuru ekstre elde edildi.

Kuru ekstre distile su ile ¢ozllerek Gizerine DCM ilave edilerek DCM/H20
karisimi elde edildi ve karis10 alt {ist edilerek iyice karigmasi saglandi. Ayirma hunisi
yardimi ile DCM ve su fazlar1 birbirinden ayrildi. DCM faz1 klorofil ve tiirevleri
icerdigininden dolay1 ¢alismaya dahil edilmedi. Su fazi kuruluga kadar uguruldu ve
8.7 g kuru ekstre elde edildi.

Su fazindan elde edilen kuru ekstre, poliamid kolona yuklenmek icin 100 mL
distile su icerisinde ¢ozduruld.

Onceden sartlandiriimis poliamid kolon iizerine eklenen ¢ozelti, gradiyent
olarak polaritesi degistirilen yiirtitiicii ile (100:0 H2O-MeOH ; 0:100 H2O-MeOH)
yiiriitiilerek, her fraksiyon 50 mL olacak sekilde fraksiyonlama islemi yapildi. 50 mL
fraksiyonlari toplamadan dnce, sartlandirilmis kolon igerisindeki yurttcunun
toplanmas1 asamasinda 0. fraksiyon olarak 200 mL ayr1 bir fraksiyon elde edilmistir.
Fraksiyonlama islemi sonucunda toplam bir tane 200 mL ve 38 tane 50mL fraksiyon
elde edildi.

Elde edilen tum fraksiyonlar kaba igerikleri ITK kullanilarak, tespit edildi.
ITK kullanilarak elde edilen veriler dogrultusunda benzer icerige sahip fraksiyonlar
birlestirildi.

Fraksyion 0 ve fraksiyon , ITK sonuglarina gore igeriginde herhangi bir
madde tespit edilmedi. Asagidaki tabloda ITK sonuclarina gore farklilik ve benzerlik

gosteren fraksiyonlar ve benzerlik gosteren fraksiyonlarin birlesimleri gosterilmistir.

Tablo 5.
Fraksiyonlar ve Birlestirilmesi
Birlestirilen Fraksiyonlar Birlesmis Fraksiyon
Fr. 2 Fr. A
Fr. 3 Fr. B

Fr.4+Fr5+Fr.6 Fr.C
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Fr.7 + Fr.8 Fr.D
Fr.9+Fr.10 + Fr. 11 Fr.E
Fr.12 + Fr. 13 Fr. F
Fr.14 + Fr. 15 Fr.G
Fr.16 + Fr. 17 Fr.H

Fr. 18 Fr. |
Fr.19+ Fr. 20 Fr.J
Fr.21 + Fr 38 Fr.K

Birlestirilen fraksiyonlar evaporatdrde kuruluga kadar ucuruldu. Balon
icerisindeki kuru 6rnekler liyofilize islemi i¢in flakonlara aktarildi. Fr. K haricindeki
tim fraksiyonlar eser miktarda %100 distille su ile ¢zilerek flakonlara aktarildi. Fr.
K ise eser miktarda bitanol-su (1:3) karisimi ile ¢oziilerek flakona aktarildi.
Flakonlara aktarilan tiim fraksiyonlar donmalari i¢in dondurucuya yerlestirildi.

Fr. A igeren flakon disindaki tiim flakonlar i¢erisindeki 6rneklerin timi
dondu. Donan 6rnekleri iceren flakonlar liyofilize islemi i¢in liyofilizatore
yerlestirildi. Fr. A donmadigi i¢in liyofilize edilemedi. Liyofilize islemi sonucunda

elde edilen 6rnek miktarlar1 asagidaki tabloda gdsterilmistir.

Tablo 6.
Kolon kromatografisi sonucu elde edilen fraksiyonlar ve fraksiyonlarin
liyofilizasyonu sonucu elde edilen 6rneklerin miktarlar:

Fraksiyon Flakon Dara (g) Liyofilizasyon (g) Ornek Miktar1 (mg)
Fr. A 14.2009 - -
Fr.B 14.0156 14.1236 108.0
Fr.C 14.4346 14.6169 182.3
Fr.D 14.6434 14,7174 74.0
Fr.E 14.0879 14.1961 108.2
Fr.F 14,1208 14.5897 469.9
Fr.G 14.6216 14.8169 195.3
Fr. H 14.4172 14.6862 269
Fr. | 14.4740 14.6064 132.4
Fr.J 14.2869 14.4955 208.6
Fr. K 14.3858 14.7789 393.1

Hucre Sitotoksisitesi Bulgulari

HepG2 hiicre hattinda, C. cornigera L. ekstraksiyonu sonucunda elde edilen
ekstrakttan, poliamid kullanilarak yapilan kolon kromatografisi sonucunda elde
edilen 10 farkl fraksiyon, farkli konsantrasyonlarda 24 ve 48 saatlik siireler boyunca

inkiibe edilmistir. Konsantrasyonlar sirast ile 5, 10, 25, 50 ve 100 pg/ml’dir.
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Tablo 7.
Tiim fraksiyonlara ait MTT 1 sonuglart

5 pug/mL 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h  24h 48h

Fr.

FrB 96,82 96,89 101,07 106,68 96,61 102,79 90,50 98,24 83,21 77,83
FrC 104,81 104,45 10093 101,97 96,31 90,85 8858 76,38 73,70 64,08
FrD 98,70 107,56 89,12 114,04 974 87,89 90,76 83,24 76,60 68,49
FrE 99,67 104,00 93,00 9459 7982 8633 7036 7641 66,78 53,10
FrF 9082 9256 9520 8392 96,47 8513 9143 70,34 84,47 5924
FrG 10442 84.10 11551 7958 90,21 69,40 113,72 72,23 76,55 54,37
FrH 106.37 99.38 108,15 100,20 121,78 90,18 121,95 9525 11549 83,06
Fr1 11197 9246 101,04 9546 98,50 8163 9454 80,73 77,14 52,06
FrJ 9340 9153 99,19 8914 101,73 8331 82,76 80,74 84,22 55,06
FrK 8235 96.47 99,70 84,07 8445 7589 8727 7291 7691 64,76

MTT sonuglarina gore Fr. G ve Fr. J’de doz yiikseldik¢e doza bagli olarak
hiicre canliliginin azaldig1 goriilmiistiir. Her iki fraksiyon i¢in, 6zellikle en yiiksek
dozda (100 pg/ml) hiicre canliliginin daha az oldugu belirlenmistir. Fr. G igin en
etkin doz olan 100 pg/ml’de, 24 saatlik stre icin hiicre canlilig1 % 76.55, 48 saatlik
muamele siiresi sonucunda da hiicre canlilig1 %54.37 olarak belirlenmistir. Fr. J i¢in
de 24 saatlik inkubasyonda en etkili doz olan 100 pg/ml ‘de hiicre canlilig1 %84.22,
48 saatlik inkiibasyon sonucunda yine 100 pg/ml konsantrasyonda %55.06 olarak

olarak belirlenmistir.
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Sekil 19.
C. cornigera L. ekstraktinin kolon kromatografisi ile elde edilen Fr. G'nin 24 ve 48
saatlik siireler boyunca, HepG?2 hiicreleri tizerinde, canliliklart iizerine etkisi
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Tablo 8.

HepG?2 hiicrelerinin Fr.G ile muamelesi sonucundaki canliligi yiizdesi

Sire 5 pg/ml 10 ug/ml 25 pug/ml - 50 pg/ml 100 pg/ml

24 h 104,4263 1155116  90,21549  113,7255 76,55795
48 h 84,10865  79,58945  69,40368  72,23697 54,3709
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Sekil 20.

Cynara cornigera L. ekstraktinin kolon kromatografisi sonucunda elde edilen Fr.
J’nin 24 ve 48 saatlik siireler boyunca, HepG2 hiicreleri iizerinde, canliliklar:
uzerine etkisi
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Tablo 9.
HepG?2 hiicrelerinin Fr. J ile muamelesi sonucu hiicre canliligi yiizdesi

Sure 5ug/mL  10pg/mL  25pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL

24 h 93,407 99,1989 101,7311 82,76243 84,22652
48 h 91,53897 89,14057 83,31113 80,74617 55,06329

Hucre canliligin1 anlamli bir sekilde azaltan fraksiyonlar olan Fr G ve FrJ
icin optimum etkin dozu belirlemek amaciyla tekrardan bir hiicre canlilig testi
yapilmistir. ikinci hiicre canliligi testi 24, 48 ve 72 saatlik siireler icin 25, 50, 100,
200 ve 400 pg/mL konsantrasyonlarda gergeklestirildi. Tkinci hiicre canliligina ait
canlt hiicrelerin yiizdelik oranlarini gdsteren test sonuglari asagidaki tabloda

verilmisgtir.
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Tablo 10.
Fr. G ve Fr. J’ye ait MTT-2 sonuglart
25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 400 pg/mL
Fraction
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h  48h  72h
FrG 102,83 96,39 91,76 110,31 83,75 8188 87,16 71,32 6328 6575 2695 11,21 907 459 3,74
Frd 106,70 99,78 9743 96,84 91,45 8178 11574 76,11 6354 6759 1125 500 11,62 588 4,74

Fr. G ve Fr. J’nin kullanildig: ikinci MTT sonuglarina gore siire ve doz
arttikca, hiicre canlihginda bir azalma meydana gelmektedir. Ikinci MTT sonuglarina
gore 400 pg/mL konsantrasyonda 72 saat boyunca muamele edilmis olan hiicrelerde
en az canlilik gézlemlenmistir.

Fr. G’nin 24 saatlik muamelesi sonucunda dozajin artirilmast sonucuna bagl
olarak 50 ug/ml konsanstrasyona kadar hiicre canliliginda bir azalma meydana
gelmemistir. Ancak 50 pg/mL konsantrasyondan yiiksek konsantrasyonlarda,
konsatrasyon ile hiicre canliliginda arasinda ters orantil bir iligki vardir. Yani,
konsantrasyon arttik¢a, hiicre canliligindan bir azalma meydana gelmistir. Bunun
disinda 48 ve 72 saatlik muamele siiresi boyunca, konsantrasyon arttik¢a hiire
canliliginda anlaml1 bir azalma meydana gelmistir.

Fr. J’nin de 24 saatlik hiicrelere muamelesi sonucunda 100 pg/mL
konsantrasyona kadar hiicre canliligindan beklenen azalma meydana gelmemistir.
100 pg/mL konsantrasyonun iizerindeki konsantrasyonlarda beklendigi sekilde hiicre
canlilig1 ve konsantrasyon arasindaki ters orantili iligski gézlemlenmis ve hiicre
canlilifinda azalma meydana gelmistir.

[Ik MTT test sonuglarina gore tiim fraksiyonlarin 24 ve 48 saatlik streleri
icin ICsp degerleri hesaplanmistir. Bunun disinda anlamli bir sitotoksisiteye sahip
olan Fr. G ve Fr. J i¢in ayrica 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonucuna bagl ICso degeri

hesaplanmustir.
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Tablo 11.
Fraksiyon F, G, H, I, J, K ye ait |Cso degerleri
Fraksiyon 24h 1Cso Degeri 48h I1Cso Degeri 72h 1Cso Degeri
(Hg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)

FrF 236.6 143.0 -
Fr G* 207.2 134.7 110.2
FrH 39872 642.2 -
Frl 255.0 99 -
FrJ* 220.4 128.5 97.87
FrK 334.9 156.9 -

Sekil 21.

Fraksiyon G ve Fraksiyon J'ye ait 1Cso grafikleri

&
=
|

[y
=
=

rmalizad absorbance
h
[—]
1

% No

log{Concentration gimil)

C. cornigera L. icerik Analizi

-

wn

[=]
|

==
=
(=1

&= 2dh
- 48h
— 72h

%a Mormaized sbsorbance
&N
(=]
]

(=1
5

log{Concentration gimil)

C. cornigera L. gi¢ek kisminin metanol ile ekstraksiyonu sonucu elde edilen

ekstraktan poliamid kolon kullanilarak elde edilen fraksiyonlardan, Fr. G ve Fr. J

HepG2 kanser hiicre hattinda anlamli bir sitotoksik aktivite géstermistir. Bunun

sonucunda, sitotoksik aktivite gosteren fraksiyonlardan Fr. G, bu fraksiyondan 6nce

elde edilmis olan Fr. F ve Fr. G’ten sonra elde edilmis olan Fr. H ile bir diger anti-

kanser aktivitesi gosteren fraksiyon olan Fr. J ve bu fraksiyondan once elde edilmis

Fr. 1 ve Fr. J’den sonra elde edilmis Fr. K, toplam alt1 fraksiyon igerikleri

belirlenmek tzere LC- MS/MS ile analiz edilmistir. Bu alt1 fraksiyon i¢in yapilan LC

— MS/MS analizi sonuglar asagidaki tabloda gosterilmistir.
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Tablo 12.
FrF, G, H, I, J, K'ye ait LC-MS/MS Sonuglar
Rt m/z[M- Fragmentler Tammlanan Bilesik Fr.
HT
11.9 353 191, 179, 135 3-O-kafeoilkinik asit F.G
L F.GH
12.1 353 191, 179, 135 5-O- kafeoilkinik asit ]
13.7 515 353, 335, 179 1,3-dikafeoilkinik asit 1,
15.3 337 191, 173, 163 5-p-kumaroilkinik asit G
16.6 367 191, 179, 135 3-O-feruloilkinik asit G
Luteolin 7-glukozit 3°’-
17.3 623 447, 285 glukuronid / Kaempferol- J
glukozit-glukuronid
18.9 463 301 Kuersetin-3-glukozit J
353,335, ) S
20.2 515 1,5- dikafeoilkinik asit 1,J,K
191,179
Luteolin-7-rutinosit / F,.G,H
20.6 593 285, 151 o
Kaempferol-3-rutinosit |
515,453,353, ) _ o
20.9 615 101 Dikaffeoil-stiksinoilkinik asit ~ J,K
21.3 433 271,177,151 Naringenin glukozit K
Rhamnetin heksosil pentosit /
314, 299, 285, ) i )
21.3 609 71 isorhamnetin heksosil K
pentosit ile benzer
Luteolin glukuronid /
22.3 461 285 _ J,K
Kaempferol glukuronid
22.7 577 269 Apigenin rutinozid K
300 molekiiler agirlikli
23.1 metoksiflavonoid
607 299, 284 ) ) o G
(Diosmetin/kampferid/hispid
ulin gibi) rutinosid
23.3 431 268, 117 Apigenin glukozit GH,|I



o1

327,313,297,2 Bilinmeyen polimetoksi

23.9 461 )
83,269,254 flavonoid
[zorhamnetin / ramnetin
24.3 477 314, 299, 285 _ H,l
hekzosid
24.5 445 269, 113 Apigenin glukuronid 1,J,K
28.2 459 311,269 Apigenin tirevi J
29.2 285 151, 133 Luteolin veya Kaempferol K
o G,H,I,
31.7 269 117 Apigenin ]

Sitotoksisiteye sebep olan fraksiyonlar ile bu fraksiyonlardan énceki ve sonraki
fraksiyonlardaki ortak ve ortak olmayan bilesikler LC - MS/MS sonuclarina bagh
olarak belirlendi. Buna gore Fr. F, Fr. G ve Fr. H fraksiyonlarinda ortak olarak bulunan

bilesikler agagidaki tabloda gosterilmistir.

Tablo 13.

Fr. Gile Fr. F ve Fr. H’de ortak olarak bulunan bilesikler
Rt m/z Fragmentler Iceriginde bulunan bilesik

[M-HT g cerig $

12.1 353 191, 179, 135 5-O-kafeoilkinik asit
20.6 593 285, 151 Luteolin / kaempferol rutinosit
23.3 431 268, 117 Apigenin glukozit
31.7 269 117 Apigenin

Fr. F ve Fr. H den farkli olarak anlamli ve etkili bir sitotoksisiteye sahip olan
Fr. G igerisinde bulunan bilesikler asagidaki tabloda gosterilmistir. Bu sonuca gore

sadece Fr. G igerisinde bilinmeyen bir polimetoksi flavonoid tespit edilmistir.
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Tablo 14.
Sadece Fr. G’de bulunan bilesikler
Rt m/z Fragments Iceriginde bulunan bilesik
[M-HT g cerigi ulu ilesi
23.9 461 327,313,297,283,26 Bilinmeyen polymetoksi flavonoid

9,254

Fr. G igerisinde bulunan bilesiklerin kimyasal yapilar1 M/Z oranina ve
ayrildig1 fragmentlere gore literatiir ve LC — MS/MS cihazina ait kiitiiphane
yardimiyla bulunmustur. Kalitatif olarak yapilan analiz sonucunda 5-O-kafeoilkinik
asit (Sekil 22, 1), kaempferol-3-rutinosit (Sekil 22, 2), apigenin glukozit (Sekil 22, 3)

ve apigenin (Sekil 22, 4) kimyasal yapilari tayin edilmis ve dogrulanmistir.

Sekil 22.
Fr. G i¢eriginde bulunan 5-O-kafeoilkinik (1), kaempferol-3-rutinosit (2), apigenin
glukozit (3), apigenin (4) bilesiklerinin kimyasal yapist

(1)
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Fr. G igerisinde tespit edilen bir diger bilesik olan bilinmeyen polimetoksi
flavonoid i¢in yap1 tahmini yapilmistir. Polimetoksi flavonoid yapisinin muhtemel

konfigiirasyonlar1 gdsterilmistir.



Sekil 23.
Fraksiyon G, LC DAD Kromatogrami

[ M@ TWC of DAD Spectral Data: from Sample 1 (Fg188B) of CCP02 Cynara cordigera .wiff

Absorbance, mAU
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Sitotoksisite gosteren fraksiyonlardan biri olan Fr. J i¢cin LC- MS/MS analizi
yapilmustir. Bu analiz sonucunda Fr. J icerisinde dokuz bilesik tespit edilmistir.

Luteolin ve kaempferolin molekil formulleri, molekil kitleleri ve polariteleri
birbirlerine benzer olmasindan dolayi, ilgili Rt degerinde bu bilesikler ve tiirevleri
birlikte tanimlanmaistir.

Fr. J’den 6nceki fraksiyon olan Fr. I ve sonraki fraksiyon olan Fr. K ile Fr. J’ye

ait ortak bilesikler asagidaki tabloda gosterilmistir.

Tablo 15.
Fr. Jile Fr. I ve Fr. K fraksiyonlarina ait ortak bilesikler
Rt m/z Fragments Iceriginde bulunan bilesik
[M-H g cerig S
12.1 353 191, 179, 135 5-O-kafeoilkinik asit
13.7 515 353, 335, 179 Dikafeoilkinik asit
22.3 461 285 Luteolin glukuronid / Kaempferol
glukuronid
24.5 445 269, 113 Apigenin glukuronid
31.7 269 117 Apigenin

Fr. J’ye 0zgli olan, diger fraksiyonlarda bulunmayan bilesikler asagidaki
tabloda (Tablo 16) gosterilmistir. Buna gore anlamli ve etkili bir sitotoksisiteye sahip
Fr. J igerisinde dort farkl bilesik tespit edilmistir. Luteolin veya keampferol tirevleri

bu fraksiyonda da bulunmaktadir.

Tablo 16.
Sadece Fr. J'de bulunan bilesikler

m/z

Rt [M-HT Fragments Iceriginde bulunan bilesik
17.3 623 447, 285 Luteolin-glukozit-glukuronid / Kaempferol-
glukozit-glukuronid
18.9 463 301 Kuersetin glukozit
20.9 615 515,453, 353, 191 Dikaffeoil-stksinoilkinik asit

28.2 459 311,269 Apigenin tirevi
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Fr. J igerigine ait molekiillerin yap1 formiilleri Sekil 24 ‘da gosterilmistir.

Sekil 24.

Fraksiyon J icerisinde bulunan, 5-O-kafeoilkinik asit (1), dikafeoilkinik asit (2),
kaempferol-glukozit-glukuronid (3), luteolin-7-glukozit 3'-glukuronid (4), kaempferol
glukuronid (5), kersetin glukozit (6), luteolin glukuronid (7), apigenin glukuronid (8),
apigenin (9), dikaffeoil-sukkinoilkinik asit (10)
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Sekil 25.
Fraksiyon J, LC DAD Kromatogrami

[ M TWC of DAD Spectral Data: from Sample 1 (FG188E) of CCP05 Cynara cordigera .wiff

Absorbance, m AU
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4.4. Hicre Morfolojisi

HepG2 hiicreleri 48 saatlik kultiirden sonra epitel koloni morfoloisi gosteren
epitel benzeri hiicrelerdir. Fr. G ve Fr. J ile muamele edilen hiicrelerin morfolojilerinde
ve miktarlarinda degisiklik meydana gelmistir. Kontrol grubu hicreleri ile

karsilastirildiklarinda bu fark belirgin olarak goriilmektedir.

Sekil 26.
Kontrol (A), Fr G (B) ve Fr J (C) ile muamele edilmis HepG2 hiicrelerinin
mikroskop géruntileri (Olcek = 100 um).

Immiinositokimyasal Degerlendirme

Immunositokimyasal degerlendirme i¢in, ICso hesaplamalaria bagl olarak 48
saatlik stire i¢in Fr. G ve Fr. J ile ayr1 ayr1t muamele edilmis HepG2 hiicreleri
kullanilmistir.

Immunositokimyasal olarak degerlendirme asamasinda hiicrelerin boyanma
yogunluklarina bagli olarak H-Score hesaplanmistir. H-score sonucuna gore
boyanma degerleri, diisiik, orta ve yiiksek olarak degerlendirilmistir.

Wntl1 yolagi i¢in yapilan immunositokimyasal degerlendirme sonucunda,
kontrol grubunda immiinboyama yogunlugu zayif olarak tespit edildi (Sekil 27, A).
Bunun yaninda Fr. G (Sekil 27, B) ve Fr. J (Sekil 27, C) ile muamele edilen HepG2
hiicrelerinin immiinboyama yogunlugu orta derece olarak tespit edilmistir. Wnt11
yogunlugu, kontrol grubundaki hiicrelere gore daha yiiksek ve istatistiksel olarak
kontrol grubu ile Fr.G ve Fr. J ile muamele edilmis hiicreler arasinda anlamli bir fark
oldugu sonucuna ulasilmistir (p <0.05, Tablo 17).

B-catenin yolagi i¢in yapilan immiin boyama sonucunda Fr. G (Sekil 27, N)
ile muamele edilmis hiicrelerde immiin boyama yogunlugu yiiksek bulunmustur.

Buna kargin Fr. J (Sekil 27, O) ile muamele edilmis hiicrelerde orta yogunlukta bir
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boyama goriilmiistiir. B-catenin yolagi i¢n kontrol grubu (Sekil 27, M) olarak
kullanilan hiicrelerde immiin boyama yogunlugu Fr. G ve Fr. I’ye gore daha zayif
bulunmustur. Kontrol grubuna ait f-catenin yolagina ait immiin boyama degerleri ile
Fr. G ve Fr. J ile muamele edilmis hiicrelerdeki B-catenin yolagi i¢in yapilan immiin
boyama degerleri istatistiksel olarak karsilastirildigi zaman anlamli bir fark tespit
edilmistir. (p<0.05, Tablo 17)

Bu ¢alismada, B-catenin inhibisyonu beklenmekteydi fakat bu yolagin anlamli
ve etkin bir sitotoksisite gosteren fraksiyonlar olan Fr G ve Fr J tarafindan inhibe
edilmedigi tespit edilmistir.

Karaciger kanseri gelisimindeki bir diger 6nemli yolak kanonik yolaktir ve bu
yolak Wnt3a ile iligkilidir. Bu baglamda bu yolakla ilgili Fr. G ve Fr. J ile muamale
edilen hicreler kontrol grubu ile imminositokimyasal olarak degerlendirme yapilarak
karsilastirilmistir.

Kontrol grubu (Sekil 27, D) ve Fr. G (Sekil 27, E) ve Fr. J (Sekil 27, F) ile
muamele edilmis hiicrelerde Wnt3a yolagi i¢in yapilan immiinositokimyasal boyama
degerleri giiglii olarak tespit edilmistir. Istatistiksel olarak kontrol grubu hiicreleri ile
Fr. G ve Fr. J ile muamele edilmis hiicrelerin immiinositokimyasal olarak
degerlendirilmeleri sonucu hesaplanan H-Score degerleri ayr1 ayr karsilastirilmis ve
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmememistir (p>0.05, Tablo 17).

Kontrol grubu (Sekil 27, J) olarak kullanilan hiicrelerde JAK2 yolagina ait
yapilan immiin boyama sonucunda immiin boyama yogunlugu zayif olarak tespit
edilmistir. Buna karsin Fr. G (Sekil 27, K) ve Fr. J (Sekil 27, L) ile muamele edilmis
hiicrelerde yapilan immiin boyama sonucu yiiksek olarak degerlendirilmistir. Yapilan
istatistiksel analiz sonucunda Fr G ve Fr J ile muamele edilmis hiicrelerin immiin
boyama sonucundaki H-score degerleri anlamli bir sekilde kontrol grubundan farkli
cikmustir (p<0.05, Tablo 17).

Bir diger immiinokimyasal olarak degerlendirilen yolak olan STATS3 ile ilgili
yapilan immiin boyama yogunluklari degerlendirildiginde, kontrol grubu (Sekil 27, G)
, Fr. G (Sekil 27, H) ve Fr. J (Sekil 27, 1) ile muamele edilmis hiicrelerin boyanma
yogunluklar yiiksek ¢ikmis ve yapilan istatistiksel analiz sonucunda kontrol grubu ile
Fr. G ve Fr. J ile muamele edilmis hiicrelerin boyama yogunluklar1 arasinda anlami bir

fark tespit edilmemistir (p>0.05, Tablo 17).
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Sekil 27.
Fr. G ve Fr. J ile muamele edilmis HepG2 hiicrelerinin immunositokimyasal olarak

Wntll, Wnt3a, Jak2, Stat3 ve -cateninin yolaklarina ait boyanmaymalari sonucu
elde edilen mikrospok gorunttleri

Kontrol Grubu Fr. 14-15 Fr. 19-20

Whntll

Whnt3a

Stat3




Jak?2

20 pm 20 pm

B-catenin

20 um

Tablo 17.

Kontrol grubu, fraksiyon G ve fraksiyon J ile 48 saat igin 100 pg/mL
konsantrasyonda mueamele edilen hiicrelerin, Wntl 1, Wnt3a, Stat3, Jak2 ve [5-
catenin yolaklart i¢in immiin boyama H-Score degerleri ve istatistiksel olarak
karsilastirma sonuclart

Wntll Whnt3a Stat3 Jak2 p-catenin
Kontrol 117.91 +9.83 285.41+80.53 266.48+81.15 151.90+66.90 224.65+71.10
Fr.B 283.37 £33.928  299.46 +82.87 284.70+3558 268.31+54.06° 299.39 + 23.50¢
Fr. E 153.84 £ 20.34°  304.92+19.74 303.29+35.45 250.90 +40.04% 328.44 + 11,02

Veriler £ standart sapma ile gosterilmistir. Karsilastirmalar i¢in One way ANOVA test

kullanilmustir.
abedel yeriler, kontrol grubu ile karsilagtirildigi zaman anlaml bir fark tespit edilmistir

(p<0.05).
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BOLUM V

Tartisma

C. cornigera L. bitkisinin metanol ile ekstraksiyonu sonucunda 300 g cicek
kismui kullanilmigtir. Elde edilen ekstrakt, daras1 alinmis balon igerisinde rotary
evaporatorde kuruluga kadar ugurulmustur. Bunun sonucunda 18.7 g kuru ekstrakt
elde edilmistir ve ekstraksiyon verimi %6.25 g/g olarak tespit edilmistir.

C. cornigera L. literatiir taramasinda bu bitki ile yapilan bir bagka ¢alismada
ayni yontem ile elde edilen ektraksiyon yiizdesi 86.35 mg/g oldugu bildirilmistir
(Hegazy vd., 2015).

Bu baglamda onceki ¢aligsma ile bu ¢alisma karsilastirildigi zaman
ekstraksiyon veriminde dnemli bir fark tespit edilmistir. Bu farkin, calisilan
yontemin ayni olmasina ragmen, uygulanmasindaki farkliliklardan kaynaklandigi
distiniilmektedir.

Baska bitki ekstraksiyonlarinin verimi ile C. cornigera L. bitkisinin gigek
kismi ekstraksiyon verimi karsilastirildiginda, C. cornigera L. bitkisinden elde edilen
ekstraksiyon verimi diger bitki kisimlarinin ekstraksiyonuna gore diigiik kalmaktadir
(Johansen, 1996; Vaghasiya & Chanda, 2007). Bu diisiik verimin olma sebebi olarak,
C. cornigera L. bitkisinin ¢igek kisminin fazlaca dikenli olmasindan dolay1 oldugu
diisiiniilmektedir. Dikenli kistmdan ekstraksiyon ile 6ziit ¢cikarmanin daha zor
olmasinin sebebi olarak, sert ve kalin bir yapisinin olmasi, diger bitkilerin daha kolay
ekstakte edilebilmesini de ekstraksiyona uygun ve daha uygun morfolojik yapilarin
olmasi olarak diisiintilmektedir.

Elde edilen total ekstrakt, poliamid kolon kullanilarak igerigindeki
maddelerin kromatografik olarak ayrilmasi uygulanmistir. Yiriitiicli faz olarak
gradiyent olarak azalan bir polaritenin olmasi i¢in %100 su ile bagland1 ve %100
metanole ulasilana kadar polarite kademeli olarak azaltilmistir. Yiiriitiicii fazin bu
sekilde kullanilmasinin sebebi, daha iyi bir ayristirmaya olanak saglamak ve
olabildigince farkli maddeleri farkli fraksiyonlarda elde etmektir. Bunun sonucunda
hacmi 50 mL olan 38 fraksiyon elde edildi. Elde edilen fraksiyonlar ITK teknigi

uygulanarak kabaca igerikleri tespit edilmeye ¢alisilmistir.
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Fraksiyonlara uygulanan ITK sonuglarma gore fraksiyon 0 ve fraksiyon 1°de
herhangi bir bilesige rastlanmamistir. Bunun sebebi olarak sartlandirilmis olan kolon
icerisindeki s1vinin ilk dnce gelmis olmas diisiiniilmektedir. Ileri tetkik olarak bu iki
fraksiyon rotary evaporatorde kuruluga kadar ugurulmus ve herhangi bir kati
kalintiya ulasilmamistir. Bu sonug da iTK ile yapilan degerlendirmeyi destekler
niteliktedir.

Geriye kalan 36 fraksiyon da ITK ile degerlendirilmeye alind1 ve iITK
sonuclarina gore igeriklerinde en az bir bilesige rastlanmistir. Bu veriler 1s181inda
benzer bilesikleri igeren fraksiyonlar birbiri ile birlestirilmistir veya herhangi bir
fraksiyon ile benzerligi tespit edilmediyse ayr1 tek bir fraksiyon olarak
degerlendirilmistir. Bunun sonucunda birbirlerinden farkli i¢eriklere sahip oldugu
diisiiniilen 11 fraksiyon (Fr. A-K) elde edilmistir.

Elde edilen bu fraksiyonlar kuruluga kadar rotary evaporatdr ile uguruldu ve
ardindan eser miktarda distille su ile ¢oziinerek liyofilize islemine hazirlanmalar i¢in
derin dondurucuya kaldirildi. Bunun sonucunda, Fr. A ¢ozestisi derin dondurucuda
donmamus ve dolayisi ile liyofilize edilememistir. Bunun sebebi olarak kolon
kromatografisi iglemi sirasinda ekstrakt igerisinde olan ve kolondan ilk gelmeye
baslayan bilesiklerin seker molekiilleri olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.
Seker molekiiliiniin ¢ozelti icerisinde bulunmasindan dolay1 da bu ¢6zeltinin derin
dondurucuda donmadig diistiniilmektedir. Geriye kalan 10 fraksiyon derin
dondurucuda dondurulmus ve liyofilize edilmistir.

Liyofilize edilmis olan tiim 6rnekler HepG2 hiicre hattinda,
sitotoksisitelerinin belirlenmesinde kullanilmistir. Bunun sonucunda anlamli ve etkili
sitotoksisiteye sahip iki fraksiyon tespit edilmistir. Bunlar fraksiyon G ve fraksiyon
J’dir. 24 ve 48 saatlik sireler igin uygulanan sitotoksisite testi sonucunda bu iki
fraksiyon etkili ve anlamli sonuglar vermistir.

Kanser hiicrelerinde etkili ve anlaml1 bir sitotoksisiteden bahsederken, ¢ok
toksik bir etkiye sahip bilesiklerin olmasi istenmez. Buna bagli olarak bu iki
fraksiyonun sitotoksisite degerleri orta diizeyde olup asir1 bir sitotoksik etkiye sahip
degildir. Bu sonugta bir sitotoksisiteye sahip olmalar1 beklentileri karsilamaktadir.

Sitotoksisite testi farkli zamanlarda iki kere tekrarlanmistir. Birinci

sitotoksisite testinde tiim fraksiyonlar teste tabi tutulup, etkili ve anlamli bir
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sitotoksisiteye sahip fraksiyonlar belirlenmistir. ikinci sitotoksisite testinde ise birinci
sitotoksisite testine gore farkli konsantrasyonlarda ve farkli siirelerde sitotoksisite
testi gergeklestirilmistir. Ancak ikinci sitotoksisite testi birinci sitotoksisite testinde
etkili ve anlaml1 bir sitotoksisiteye sahip fraksiyonlara uygulanmustir. ikinci
sitotoksisite testi yapilmasinin sebebi etkin dozu ve etkin siireyi belirlemektir. Bunun
sonucunda 48 saatlik bir stire icin, 100 ug/mL etkin doz, birinci sitotoksisite testinde
etkili ve anlamli bir sitotoksik etki gosteren her iki fraksiyon (Fr. G ve Fr. J) icin de
tespit edilmistir.

Birinci sitotoksisite testinde elde edilen veriler dogrultusunda bazi
fraksiyonlar i¢in icerik analizi testine gidilmistir. Bu fraksiyonlar 6ncelikli olarak
etkili ve anlaml1 bir sitotoksisiteye sahip bilesikler olarak diisiiniilmiistiir. Fakat daha
iyi bir karsilastirma yapmak ve sonug elde etmek adina etkili ve anlaml
sitotoksisiteye sahip fraksiyonlar yaninda, kolon kromatografisi sirasinda sira ile bu
fraksiyonlarin elde edilmesinden dolayi, etkili ve anlaml1 sitotoksisiteye sahip
fraksiyonlardan 6nceki fraksiyon ve sonraki fraksiyon da icerik analizi testine
gonderilmistir.

Bu baglamda, igerik analizi testine 6 fraksiyon gonderilmistir. Icerik analizi
kalitatif olarak, LC — MS/MS yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Bunun
sonucunda 22 tane farkli Rt degerine sahip molekiil tespit edilmistir.

LC — MS/MS analizi sonuglarun degerlendirme ve tanimlama asamasinda
tanimlayici fragment iyon tabanli tanimlama teknigi kullanilmigtir. Bu teknik
sayesinde fragmentler ve m/z oranlarina bagli olarak molekiiller tespit edilmis ve
cihaza ait kutliphane ve literatiir ile karsilagtirilmistir. Fakat bazi molekiillerin ayni
m/z oranina sahip olmasi ve ayrica ayni fragmentlere ayrilabilmesinden dolay1 kesin
olarak tespit edilmesi miimkiin degildir. Bu baglamda, bu ¢aligmada yukarida anilan
sebebe bagli olarak, yani baz1 Rt degerlerinde birden fazla molekiil olabilme
thtimalinden dolayi, ihtimal dahilinde olan bilesikler ilgili Rt degerinde birlikte
verilmistir.

Bu calismada, luteolin-glukozit-glukuronid/kaempferol-glukozit-glukuronid;
luteolin-rutinosit / kaempferol-3-rutinosid ; ramnetin heksosil pentosit / isorhamnetin
heksosil pentosit ; luteolin glukuronid / kaempferol glukuronid;

izorhamnetin/ramnetin heksosit; luteolin / kaempferol bilesikleri ayn1 Rt degerine
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sahip olup, benzer m/z oranina ve fragmentlere sahip bilesikler olarak tespit
edilmistir.

Luteolin ve kaempferol bilesiklerinin molekiil agirliklar1 ve m/z oranlar
aynidir. Bunun yaninda rhamnetin ve isorhamnetin bilesiklerinin de molekiil
agirliklar ve m/z oranlari birbiri ile benzerlik gostermektedir. Bu molekiillerin ayrica
molekiil yapilar1 da birbirleri ile benzerlik géstermektedir. Bu sebepten dolayr LC /
MS-MS tekniginde sivi kromatografisi kisminda kolon igerisinde benzer polariteye
sahip olmalarindan dolay1 ayn1 Rt degerinde dedektore ulasabilmektedirler. Buna
bagli olarak bu bilesikleri birbirinden LC / MS-MS’de birbirlerinden ayirt edebilmek
i¢in standart ¢6zeltilerinin kullanilmasi gerekmektedir. Elde olan imkanlar dahilinde
yiiriitiilen bu ¢alismada standart ¢ozeltilerin olmamasindan dolay1 bu sekilde tespit
edilen bilesikler birbirlerinden ayirt edilememistir. Buna bagli olarak, caligma
kalitatif bir calisma olmasina da bagli olarak, bu bilesikler sonuglarda birlikte
verilmistir. Ancak, literatiirdeki verilere dayanilarak Cynara cinsine ait bitkilerde
luteolin yerine daha ¢ok kaempferol bulundugu g6z oniine alinarak, bu sekilde tespit
edilmis luteolin/keampferol veya luteiolin/keampferol tiirevlerinin, kaempferol
tabanl olacagi diistiniilmektedir. Bu durum ancak literatiirde bu yonde bir ¢alisma
olmamasina bagli olarak rhamnetin/ isorhamnetin Ve tiirevleri igin gegerli degildir.

Ayrica, flavonoid tiirevi tanimlanmasinda gesitli Cynara turlerine ait literatir
bilgisi de kullanilmistir ( Clifford vd., 2003; Shen vd., 2010; Abu Reidah vd., 2013;
Piston vd., 2014; Sanchez-Rabaneda, 2003; da Silva vd., 2013; Chen vd., 2014). Bu
calismada flavonoid tiirevi olan flavon veya falavonol tiirevleri, bunlarin disinda
kinik asit esterleri tanimlanmistir. Tiim bu bilesikler daha 6nceki Cynara turleri ile
yapilan caligmalarda tespit edilmistir.

Bu ¢aligmada, bilinmeyen 300 molekiil agirligina sahip metoksiflavonoid
rutinoside benzeri ve bilinmeyen bir polimetoksiflavonoid gibi metoksiflavonoid
tiirevleri tanimlandig1 diistiniilmektedir. Bu sonuca literatiir ve cihaz kiitliphanesi
refereans alinarak elde edilen m/z oranlar1 ve fragmenet degerleri g6z dniine alinarak
varilmistir. Bune kesin olarak belirlemek icin ileri analizler yapilmas1 gerekmektedir.

Kalitatif sonuclar elde etmek i¢in LC — MS/MS teknigini kullanmamiza
ragmen bu analiz sonucunda elde edilen LC kromatogramlarindan yari-kantitatif

sonug elde edebiliriz. Kromatogramlarda zamana kars1 absorbans grafikleri elde
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edilmis olup, bu kromatogramlarda belirlenen piklerin alan hesaplamalar1 yari-
kantitatif sonuclar elde edibilmemize olanak saglar.

Fr. G ve Fr J ile muamele edilen HepG2 hicrelerinde morfolojik olarak
degisiklikler meydana gelmistir. Bu morfolojik degisikliklerinin sebebi olarak,
fraksiyonlarin igeriklerinde bulunan maddelerin miktarlarinin tam olarak
bilinmemesinden dolay1 hangi maddeden dolay1 bu degisikliklerin oldugu kesin
olarak belirlenememistir. Fakat, fraksiyon i¢erisinde bulunan maddelerin birbirleri ile
sinerjik etki yaratmalarina bagli olarak degisikliklerin meydana geldigi
distiniilmektedir.

Calismada kullanilan HepG?2 hiicrelerinde bazi kanser yolaklarinin analizi
gerceklestirilmistir. Bu baglamda HKK’de 6nemli rol oynayan Wnt/f3-catenin ve
Jak/Stat yolaklar1 incelenmistir.

Wntl1’in hiicrelerde bulunmasi veya aktif hale gelmesi hiicre
proliferasyonunu ve hiicre migrasyonunu inhibe eder (Toyama vd., 2010). Buradan
yola ¢ikarak, elde edilen veriler dogrultusunda Wntl1 yolagi i¢in yapilan
immiinositokimyasal degerlendirmede, Fr. G ve Fr. J ile muamele edilmis
hicrelerdeki hicre proliferasyonunda azalma, bu yolakta yer alan Wnt11’in
hiicrelerdeki aktivitesinin artmasina bagli gerceklesmis olabilecegi diisiintilmektedir.

Wntl1 iliskili non-kanonik yolaga yonelik yapilan immiinositokimyasal
degerlendirmelerde hiicre proliferasyonu inhibisyonu B-catenin’e baglidir. Bu
sebepten dolay1 B-catenin seviyeleri bu baglamda 6nem arz etmektedir. Bir¢ok
kanser tiiriine ait yapilan dnceki ¢alismalar, B-catenin yolaginin aktif olmasi
sonucunda hiicre proliferasyonunu artirdig1 ve hiicre apoptozunun inhibe edildigi
yonindedir.

Bu ¢aligmada B-catenin yolaginda yonelik yapilan immiinositokimyasal
degerlendirmede, Fr. G ve Fr. J ile muamele edilmis, bu fraksiyonlara ait hiicrelerde
B-catenin yolagini inhibe etmedigi, ancak -catenin seviyelerini artirici bir etki de
gostermedigi tespit edilmistir.

Bu baglamda Wntl1 ve B-catenin’e bagli olan non-caninocal yolakta Wnt11
seviyelerinin bu iki fraksiyonla muamele edilen hiicrelerde artmasina bagli olarak

hiicre proliferasyonunda azalmanin gergeklestigi diisiiniilmektedir.
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Onceki calismalarda, canonical Wnt3a yolagmin aktivasyonu HepG2
hicrelerinde proliferasyona sebep oldugu gésterilmistir (Lu vd., 2017). Bu baglamda,
calismadaki kontrol grubu hiicrelerinde ve Fr. G ve Fr. J ile muamele edilmis
hlcrelerde Wnt3a yolaginin yiikksek boyanma yogunluklarina sahip olmalarindan
otiirii hiicre proliferasyonunu engellemekte etkili olmadigi belirlenmistir. Buna bagl
olarak bu yolagin hiicre proliferasyonunu engelleyici bir etkisi olmadigi
distiniilmektedir.

STAT3 yolag: ile ilgili yapilan 6nceki ¢alismalarda, bu yolagin inhibe olmasi
sonucunda kanser hiicrelerindeki apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Wu vd., 2019).
Bu baglamda, bu ¢alismadaki STAT3 yolagina ait yapilan ¢aligsmalar
degerlendirildiginde, Fr. G ve Fr. J ile muamele edilmis HepG2 hiicrelerinde bu
yolagin inhibe edilmedigi tespit edilmistir. Bundan dolay1 da hiicre
proliferasyonunun azalmasinin bu iki fraksiyondaki bilesiklerden kaynaklanmadig:

distiniilmektedir.
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BOLUM VI

Sonug

Metanol ekstraksiyonu ve ardindan gercgeklestirilen kolon kromatografisi
sonucunda elde edilen tiim fraksiyonlar HepG2 hiicre hattinda denendi ve iki
fraksiyonda (Fr. G ve Fr. J) anlamli ve etkin sitotoksisite tespit edilmistir.

Bu etkin ve anlamli sitotoksisiteye sahip iki fraksiyon HepG2 hiicrelerinde
ayrica karsinojenez mekanizmalarinin arastirilmasi i¢in kullanilmistir. Bu
arastrimada Wntl1, Wnt3a, Stat3, Jak2 ve B-catenin yolaklar1 i¢in
immiinositokimyasal degerlendirme yapilmis olup, immiin boyama degerleri
arastirilmis ve kontrol grubu ile karsilagtirllmigtir. Bu baglamda bu iki fraksiyon
kullanilarak, Wnt3a, Stat3, Jak2 ve B-catenin yolaklari i¢in yapilan
immiinositokimyasal degerlendirmede bu yolaklarin hiicre proliferasyonunu azaltict
veya apoptozu engelleyici bir etkilerinin bulunmadigi tespit edilmistir.

Buna karsin, noncononical yolakta yer alan Wntl1 i¢in yapilan
immiinositokimyasal analiz sonucunda, etkin ve anlamli bir sitotoksisiteye sahip olan
fraksiyonlarla muamele sonucunda bu yolagin hiicre proliferasyonunu engelleyici
yonde etkilendigi tespit edilmistir.

Wntl1 non-cononical yolak iizerinden gergeklesen proliferasyondaki azalmanin, bu
iki fraksiyon igerisinde bulunan bilesiklerden kaynaklandig: diisiintilmektedir. Fakat
calismanin kalitatif bir ¢alisma olmasina bagli olarak bu aktivitenin hangi bilesikten
kaynaklandig: tam olarak sdylenemez. Calisma sonuglarina gore aktivite, yalniz bir
molekiile bagl olarak da goriilmiis olabilecegi gibi fraksiyonlar icerisindeki
bilesiklerin birbirleri ile olan sinerjik etkilerinden de kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir.

Bu ¢alisma sonucunda, C. cornigera L. bitkisinin geriye kalan kisimlarinin da
fenolik bilesikler igerdigi diistiniilmekte olup, buna bagli olarak ileriki aragtirmalarda
bitkinin farkli kisimlarinin da HSK iizerinde etkili ve anlamli bir anti-kanser etkisi
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica bu bitki igeriginde bulunan maddeler, diger
kanser tiirlerine ait arastrimalarda etkli ve anlamli bir anti-kanser ajan1 olabilecekleri

distiniilmektedir.
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Sonug olarak, C. cornigera L. bitkisinin metanol ekstraksiyonu ve kolon
kromatografisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan iki fraksiyon, HSK’da kanonik
olmayan Wntl 1 yolag iizerinden hareket ederek, etkili ve anlamli bir sitotoksisiteye

ve buna bagl olarak anti-kanser 6zellige sahiptir.
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EKLER

Ek 1 : Fraksiyon F’ye ait DAD Kromatogrami
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Ek 2 : Fraksiyon G’ye ait DAD Kromatogrami
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Ek 3 : Fraksiyon H’ya ait DAD Kromatogrami

W TWC of DAD Spectral Data: from Sample 1 (FG188C) of CCPO3 Cynara cordigera -wiff
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Ek 4 : Fraksiyon I’ye ait DAD Kromatogrami

W TWC of DAD Spectral Data: from Sample 1 (FG118D) of CCP04 Cynara cordigera .wiff
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W TWC of DAD Spectral Data: from Sample 1 (FG188E) of CCP05 Cynara cordigera .wiff
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Ek 6 : Fraksiyon K’ye ait DAD Kromatogrami

B TWC of DAD Spectral Data: from Sample 1 (FG188F) of CCP06 Cynara cordigera .wift
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Ek 7 : intihal Raporu
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Abstract: Amongst all cancer types, liver cancer is the fourth leading cause of cancer mortality. It is frequently
stated as hepatocellular carcinoma (HCC) and occurs in hepatocytes. Genetic alterations of hepatocytes such as
Wnt/B-catenin and JAK / STAT signaling pathways play a key role for the development of the HCC. Currently,
there are a few available treatments for HCC; such treatments include transplantation, surgical resections and anti-
cancer drugs. Most of the anti-cancer drugs target the signaling pathways for achieving an effective treatment.
However, these treatments have some undesirable side effects. Thus, there is a need for discovering alternative
anti-cancer agents with no or lesser side effects. Plant constituents are promising anti-cancer agents. Cynara
cornigera L. contains plenty of phenolic compounds including quercetin, apigenin, etc. This study aimed to
analyze the anti-cancer property of the fractionated methanol extract of the flowers of C. cornigera. All the
fractions obtained were analyzed to determine the cytotoxic activity on HepG2 cells. Two of the fractions
containing polyphenolic compounds had a significant cytotoxic activity related to non-canonical Wntl1 signaling
pathways on HepG2 cells.

Keywords: Cynara cornigera; phenolic compounds; HepG2; cytotoxicity; Wntl 1; liver cancer. ©2022 ACG
Publications. All right reserved

1. Introduction

The liver is the largest internal organ of the human body with multi-functional and complex
properties [1]. Many diseases such as hepatitis -B, -C and cancer may affect the functioning of this

" Corresponding author: E-Mail: esanlidag@gmail.com

The article was published by ACG Publications
http://www.acgpubs.org/journal/records-of-natural d Month-Month 202x EISSN:1307-6167
DOI: http://doi.org/10.25135/mp.335.2106.2092
Available online: July 04, 2022




Biactivity of Cynara cornigera L.

fundamental organ. Cancer occurs when there is uncontrolled proliferation of the cells within the body
and it is the leading cause of death worldwide after cardiovascular diseases [2,3]. Amongst all cancer
types, liver cancer is the fourth most frequent cancer leading to death and the sixth most prevalent
cancer type worldwide [4]. Liver cancer is frequently referred to as Hepatocellular Carcinoma (HCC)
which occurs in the hepatocytes; a specific type of liver cell [5].

Untreated Hepatitis —B, -C infection may lead to cirrhosis and the development of HCC through
years [6,7]. Liver diseases are a worldwide problem, but they occur particularly frequently in
developing countries; such as China and sub-Saharan Africa [8,9]. HCC occurs with approximately
80% of all cases of cirrhosis. [10]. Other risk factors contributing to liver disease are tobacco and
alcohol consumption, aflatoxin exposure, obesity, diabetes, non-fatty liver disease and diet [11]. In
addition to these risk factors, regional differences play a significant role in developing HCC associated
with liver diseases [7].

The process of developing HCC involves interactions between different cellular mechanisms
such as hypoxia, oxidative stress, necroinflammation and changes in the microenvironment of a tumor
[12]. HCC can occur as a consequence of both genetic and epigenetic alterations [13]. Transcription
factors with genetic alterations such as the dysregulation of the Wingless-related integration site and -
catenin complex (Wnt/B-catenin), and Janus kinase-signal transducer and activator transcription factor
(JAK / STAT) pathways have devastating effects on the pathogenesis of HCC [14]. Wnt/B-catenin
pathway activation leads to increased cell proliferation, angiogenesis, decrease of apoptosis and
formation of the extracellular matrix supporting the generation of the tumor [15-18]. Activation of
Wnt3a which is a member of Wnt protein family leads to cell proliferation in HepG2 cells [19]. On the
other hand, non-canonical Wntl1 inhibits cell proliferation and migration of hepatocellular carcinoma
[20]. Moreover, B-catenin has a distinct role in the nucleus, affecting the Wnt/B-catenin signaling
pathway which leads to cell proliferation and angiogenesis in HCC [18,21].

Another important transcription factor involving hepatocellular carcinoma is Stat3. Its function
is to increase cell proliferation, differentiation and affect cell survival. Stat3 functions as an oncogene as
well as a tumor supressor, that blocks cell apoptosis and suppresses tumor growth in HCC upon its
inhibition [22,23]. Transcription factor Jak2 is also a frequently active agent for cancer progress [24]
JAK/STAT pathway thus leads to dysregulation of genes which control metastasis, angiogenesis and
cell survival in HCC [25]. Activation of JAK / STAT pathway occurs in tumor cells and it causes
progression of cancer.

There are different treatment options for HCC, such as liver transplantation, surgical resections
and particularly, when surgical sectioning is not possible, pharmaceuticals such as sorafenib,
regorafenib, nivolumab cabozantinib, ramucirumab [12,13]. All drugs used to treat HCC have serious
side effects; particularly stomach pain, loss of hair, decrease of white blood cell (WBC) count, diarrhea
and fatigue [26]. Also, HCC is highly resistant to chemotherapy [12]. Therefore, researchers are in the
search of a treatment to reduce or do away with negative effects of current treatment methods. In this
context, compounds in plants with anti-cancer activity have great potential to find a treatment for
cancer.

There are a large variety of compounds such as phenolic molecules which are produced by
plants in nature as secondary metabolites. Phenolic compounds are an important group of
phytochemicals biosynthesized by plants [27].

Polyphenols have pharmaceutical properties such as anti-inflammatory, anti-microbial, anti-
cancer and anti-oxidant activities [28]. Flavonoids are also polyphenolic compounds naturally occurring
in almost every fruit and vegetables [29]. In this sense, Cynara cornigera L. is rich in polyphenolic
compounds and also flavonoids [30,31].

C. cornigera (wild artichoke) belongs to the family Asteraceae. Ten Cynara species exist in
nature and six of them (Cynara syriaca, Cynara scolymus, Cynara makrisii, Cynara cyrenaica, Cynara
cornigera, Cynara cardunculus) grow in Cyprus. The plant is used in folk medicine for various liver
diseases in Cyprus. Previous studies have shown that compounds of C. cornigera possess good
treatment and hepatoprotective activity in animals with liver damage [30]. C. cornigera has plenty of
flavonoids such as quercetin, apigenin, kaempferol etc. [31]. Quercetin, in particular, is an inhibitor of
cell migration, apoptosis and invasion in hepatocellular carcinoma [32].
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Investigation of cytotoxic effect of the flower part of C. cornigera methanol extract fractions on
the HepG2 liver cancer cells and also identification of their anti-carcinogenic effect on Wntl1, Wnt3a,
Stat3, Jak2 and B-catenin signaling pathways constituted the aims of this study.

2. Materials and Methods
2.1. Plant Materials

C. cornigera samples were collected in May 2018 from Akdogan in North Cyprus. A voucher
specimen is deposited in Near East University Herbarium with the code NEUN6893.

2.2. Extraction and Fractionation

The flowers of C. cornigera (300 g) were treated with 700 mL MeOH. The extract was
evaporated till dryness by using a rotary evaporator (Buchi® (Model: R-210 / Water Bath: B-491 model
/ Vacuum Pump: V-700 model / Vacuum Pump Control Panel: V-850 model and Water Coolant:
Thermo EZ Cool 80) to yield 18.7 g total extract (yield: 6.23%). The dried extract was partitioned with
dichloromethane (DCM, Merck, 1.06009.2500) (100 mL) and distilled HO (3 x 250 mL). DCM (S))
and H>O (S;) phases were separated and evaporated separately till dryness.

S> (8.4 g) was dissolved in 100 mL distilled H>O and fractionated on a polyamide column (75 g
[(Fluka Polyamides — Sigma-Aldrich, 63428-83-1) 5-10 um| R=3cm h = 4lcm). For the clution, H,O
and H,O-MeOH mixtures with increasing proportion of MeOH were used. 38 obtained fractions were
separately evaluated with Thin Layer Chromatography (TLC, TLC Silica Gel 60 F254, Merck,
1.05554.0001) profiles. The fractions were combined according to the TLC results into 6 combined
fractions (Fr. A — F). The combined fractions were concentrated and dissolved in H>O and frozen. The
frozen fractions were lyophilized using freeze-dryer (Christ® - Model: Alpha 1-4 LD plus).

2.3. Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) Analysis

LC-MS/MS analysis was carried out using an Absciex 3200 Q trap MS/MS dedector.
Experiments were performed with a Shimadzu 20A HPLC system coupled to an Applied Biosystems
3200 Q-Trap LC- MS/MS instrument equipped with an ESI source operating in negative ion mode. For
the chromatographic separation, a GL Science Inertsil ODS - 3 250 x 4.6 mm, 5 pm particle size,
analytical column operating at 40° C has been used. The solvent flow rate was maintained at 0.5
mL/min. Detection was carried out with PDA detector. The elution gradient consisted of mobile phases
(A) methanol:water:formic acid (10:89:1, v/v/v) and (B) methanol:water:formic acid (89:10:1, v/v/v).
The composition of B was increased from 10% to 100% in 40 min. LC-ESI-MS/MS data were collected
and processed by Analyst 1.6 software.

2.4. Cell Line and Cell Culture

The human hepatocellular carcinoma cell line (HepG2, ATCC® HB-8065™) was used. HepG2
cells were cultured in RPMI-1640 (Capricorn Scientific, RPMI-A) medium supplemented with 10%
heat inactivated fetal bovine serum (FBS, Capricorn Scientific, FBS-HI-11B), 1% penicillin-
streptomycin (Capricorn Scientific, PS-B) and 1% L-glutamin (Capricorn Scientific, GLN-B) at 37 °C
and in a 5% CO; containing humidified chamber. They were sub-cultured with 0.25% tripsin-EDTA
solution (Capricorn Scientific, TRY-1B) when they reached at least %75 confluent situation.

2.5. Cell Viability and Cell Growth

Cytotoxicity and cell viability analysis was evaluated with MTT test (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Glentham Life Sciences, 4710VO). Following trypsinization of
HepG2 cells, they were seeded into 96 well plate and each well contained 5x10° cells. After 24h
incubation, five different concentrations (5, 10, 25, 50 and 100 pg/mL) of each fraction were prepared
by diluting with the medium. Negative control group did not contain any fraction or cell, while positive
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control group contained only HepG2 cells. HepG2 cells were incubated for 24, 48 and 72 hours for
MTT analysis. Then, 10 uL MTT solution was added to each well and all the wells were incubated for 4
hours at 37 °C and in a 5% CO; containing humidified chamber. After incubation time, 50 uLL Dimethyl
Sulfoxide (DMSO, Biomatik, A2424-500ML) was added to each well to dissolve the formazan crystals
and absorbance was measured with spectrophotometer (VersaMax, Molecular Device, Sunnyvale, USA)
at 570 nm. All the experiments were repeated three times.

2.6. Reactives and Applications

Fractions which were dissolved as 100 mM concentration in Dimethyl Sulfoxide (DMSO,
Biomatik, A2424-500ML) were diluted by the HepG2 culture medium. For all fractions, concentration
of DMSO was less than 0.05%. Different concentrations (5, 10, 25, 50 and 100 uM) of fractions were
separately treated to the cells for determining the active dose and cytotoxicity.

2.7. Immunocytochemistry

Cultured HepG2 cells were fixed with 4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich, STBH3693) in
phosphate buffer saline (PBS) at 4 °C for 30 minutes. After the cells were washed with PBS for three
times, % 0.1 Triton X-100 (Sigma, 9002-93-1) was added to the cell permeabilization and incubated for
15 minutes on ice. HepG2 cells were washed with PBS for three times and incubated with %3 hydrogen
peroxide (H20,, Riedel-de Haén, 70570) to inhibit the activity of endogen peroxidase for 5 minutes at
room temperature. After washing the cells with PBS three times for 5 minutes, a blocking solution
(Histostain — Thermo Fisher Plus Kit HRP, 859043) was added and incubated for 1 hour. After
discharging of the blocking solution without washing, the cells were incubated with primer antibodies
which are against Wntl1 (Elabscience, E-AB-10836), Wnt3a (St John’s Laboratory, STJ115662), Stat3
(St John’s Laboratory, STJ27462), Jak2 (St John’s Laboratory, STI90945) and f-catenin (Proteintech,
51067-2-AP) for overnight at 4 °C. After washing with PBS for 5 minutes three times, the cells were
incubated with a biotinylated-secondary antibody (Protein Novex Life Technologies, 1666262A) for 30
minutes. After washing again with PBS, 100 pl Horseradish peroxidase (HRP) — Streptavidin complex
(Protein Novex Life Technologies, 1666262A) was added and incubated at room temperature for 30
minutes. The cells were washed with PBS and they were incubated in diaminobenzidine (DAB, ScyTek
Laboratories, ACK125) for 5 minutes in order to screen for the immunoreactivity. After washing the
cells with distilled water, Mayer’s Hematoxylin solution was applied to counterstain for 5 minutes. All
the samples were mounted with the mounting medium (Merck Millipore, 107961, Germany) and
examined with light microscope (Olympus CX31, CX31RTSF). The staining of Wntl1, Wnt3a, Stat3,
Jak2 and B-catenin were determined semi-quantitatively by using Histologic-Score (H-Score). H-Score
was calculated as; H-Score = Zn (i + 1) equation. In the equation, i is intensity of staining and value of i
can be 1 (mild), 2 (moderate) and 3 (strong). JI is the percentage of cells which were dyed each intensity
(values changing from 0% to 100%).

2.8. Statistical Analysis

Data were stated as mean standard deviation. Results were evaluated by using Graphpad Prism
8 and SPSS 20.0. For comparison of continuous data between multiple groups, One Way Analysis of
Varience, ANOVA Analysis was used. When they were statistically significant, Tukey test was used as
a post-hoc test for paired comparisons. ICso values and graphics were determined by using Graphpad
Prism 8.

3. Results and Discussion
3.1. Extraction and Fractionation
DCM and H,O phases of the methanolic extract (18.7 g) were evaporated till dryness yielding

10.3 g DCM extract (Si1, 55.08%) and 8.4 g H,O extract (S,, 44.92%). The methanol extraction yielded
6.23g extract per 100g of dried flowers of C. cornigera.
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S> (8.4 g) was dissolved in distilled water and loaded on a polyamide column. 38 fractions
(fraction volume: 50 mL) were collected from the fractionation of S.. First eight fractions (total volume,
400 mL) were combined according to TLC results, but the combination of first eight fractions were not
evaporate till dryness. Also, they did not freeze due to possibility of sugar. Therefore, mass of solid
sample of first eight fractions ingredients was not determined.

Remaining thirty fractions were combined into six fractions (Frs. A — F) according to the TLC
results. The combined fractions were evaporated till dryness and frozen. The frozen fractions were
freeze-dried and solid samples were weighted. Amounts of the fractions are shown below (Table 1). S;
was not fractionated due to chlorophyll or chlorophyll residues.

Table 1. Amount of freeze-dried fractions

Fraction Amount
FrA 469.9 mg
FrB 195.3 mg
FrC 269 mg
FrD 132.4 mg
FrE 208.6 mg
FrF 393.1 mg
Total 1668.3 mg

3.2. Compound Identification of Fractions with LC-MS/MS

A total of twenty two compounds were identified with LC-MS/MS analysis from all fractions
(Table 2). The diagnostic fragment ion based identification method was used to identify the
compounds. “Hierarchical key for identification of chlorogenic acid derivatives” of Clifford [34] was
used for the identification of chlorogenic acid derivatives. On the otherhand, flavonoid derivative
identification was completed by using previously published LC-MS/MS analysis of several Cynara
species, refer to Table 2. Flavonoid derivatives as flavone or flavonol derivatives and quinic acid
esters were identified. All of these compounds were previously determined in several Cynara
species.

Flavone or flavonol derivatives identified with LC-MS/MS were not precisely identified due to
their similar chemical compositions and molecular weight. For this reason, these compounds were given
together at the same retention time in Table 2. It was avoided to use a precise identification of these
compounds such as kaempferol and luteolin. Because it is not possible to precisely identify a
compound without using standard reference compounds with LC-MS analysis. But according
to previous studies, Cynara species contain luteolin derivatives rather than kaempferol
derivatives.

Apigenin and apigenin derivatives were identified from the fragment ion peak at m/z 269 [M-
HJ arising from apigenin aglycone. Additionally, the characteristic fragments resulting from the
cleavage of the interglycosidic linkages at m/z 309, 162, and 176 arising from the rhamnopyranosyl-
glucopyranosyl (= rutinosyl) and sugar units (glucopyranosyl and glucuronopyranosyl), respectively.

Methoxyflavonoid derivaties are thought to be identified , such as, unknown 300 molecular
weight methoxyflavonoid rutinoside and unknown polymethoxyflavonoid contain methoxy groups due
to their moleculer weights and fragmentations.
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Table 2. LC — MS/MS analysis results of fractions A, B, C, D, E, F
RT m/z [M-HT Fragments Identified as Fraction Reference
11.9 353 191, 179, 135 3-0-Caffeoylquinic acid AB [34, 35]
12.1 353 191, 179, 135 5-O-Caffeoylquinic acid A’BI’EC D, [34, 36]
13.7 515 353,335,179 1,3-Dicaffeoylquinic acid D,E [34, 35]
15.3 337 191, 173, 163 5-p-Coumaroylquinic acid A [34, 37]
16.6 367 191, 179, 135 3-O-Feruloylquinic acid A [34, 36]
173 623 447,285 Luteolin 7-gluc051de‘3 -glucurom_dc / E 36]
Kaempferol-glucoside-glucuronide
18.9 463 301 Quercetin-3-glucoside E [38]
20.2 515 353,335, 191,179 1,5-dicaffeoylquinic acid D.EF [34, 36]
206 503 285, 151 Lulcolln-7-mtln951dgl Kaempferol-3- AB.CD (36]
rutinoside
209 615 515,453,353, 191 Dicaffeoyl-succinoylquinic acid EF [39]
213 433 271,177, 151 Hesgeum ghacolc A [38]
Similar to Rhamnetin hexosyl
213 609 314, 299, 285, 271 pentoside / 1sorharpnetm hexosyl &
pentoside
23 461 285 Luteolin glucuromde' / Kaempferol EF 36]
glucuronide

22.7 577 269 Apigenin rutinoside A [36]
21 methoxyflavonoid (like

’ 607 299,284 Diosmetin/kaempferide/hispidulin) A
233 431 268,117 Apigenin glucoside B.C.D [36]
239 461 327’21639”22‘11’283’ Unknown polymethoxy flavonoid B
243 477 314, 299, 285 Isorhamnetin / rhamnetin hexoside C,D [40]
245 445 269, 113 Apigenin glucuronide D,EF [36]
282 459 311,269 Apigenin derivative E
29.2 285 151,133 Luteolin or Kaempferol F [36]
319 269 117 Apigenin B,C,.D.E [36]

RT: Retention time

3.3. Cell Viability and Cytotoxicity

manner (Table 3).

HepG2 cells were treated with freeze-dried fractions with concentrations ranging from 5, 10, 25,
50 100 pug/mL of C. cornigera extracts. MTT assay was used to determine the cell viability and
cytotoxic effect of fractions on HepG2 cells for 24h and 48h. Two of the C. cornigera extracts (Fr B
and Fr E) showed a decrease of HepG?2 cell proliferation and a toxic effect in a dose and time-dependent
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Table 3. Percentage of cell viability results of freeze-dried fractions of the methanolic extract of
C. cornigera flowers treated in HepG2 cells, in dose and time-dependent manner.
5 ug/mL 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL

Fraction
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h

FrA 9082 9256 9520 8392 9647 85,13 9143 7034 8447 5924
FrB 104.42 84.10 115,51 79,58 90,21 69,40 113,72 72223 76,55 54,37
FrC 10637 99.38 108,15 100,20 121,78 90,18 121,95 9525 11549 83,06
FrD 111.97 9246 101,04 9546 9850 81,63 94,54 80,73 77,14 52,06
FrE 9340 9153 99,19 89,14 101,73 8331 8276 80,74 8422 55,06
FrF 8235 9647 99,70 84,07 8445 7589 8727 7291 7691 64,76

Percentage of cell viability was calculated based on the absorbance of the control group of
related fraction as 100. Percentage of cell viability was determined by using the [(Absorbance of
Fraction / Absorbance of Control Group) x 100] formula.

Cell viability of cells treated with Fr A, C, D and F did not decrease significantly. On the other
hand, HepG2 cells treated with Fr B and Fr E showed a significant decrease of cell viability. This result
shows that Fr B and Fr E have significant cytotoxic effect.

Fr A is the previous fraction of Fr B and Fr C is the next fraction of Fr B. Fr A and Fr C do not
have a significant cytotoxic effect on HepG2 cells. Compounds of Fr B were compared with compounds
of Fr A and Fr C. Unknown polymethoxy flavonoid was only determined in Fr A.

Fr D is the previous fraction of Fr E and Fr F is the next fraction of Fr E. For this reason, LC-
MS/MS results of Fr E were compared with Fr D and Fr F LC-MS/MS results to determine the
differences among them.

Fr B and Fr E which showed significant cytotoxic effect in HepG2 cells, were treated with the
concentration range from 25, 50, 100, 200, 400 pg/mL for 24h, 48h and 72h.

Table 4. Percentage of cell viability of Fr B and Fr E compounds for 24h, 48h and 72h at the
concentration ranging from 25, 50, 100, 200 and 400 pg/mL.

25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 400 pg/mL
Fraction
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h  48h  72h
FrB 102.83 9639 91.76 11031 8375 81.88 87.16 732 6328 6575 2695 11.21 9.07 459 374
FrE 106.70  99.78 9743 96.84 9145 81.78 11574 76.11 6354 6759 1125 5.00 1162 588 474

Fr A, B, C, D, E and F were performed at 5, 10, 25, 50, 100 pg/mL concentration range in MTT
assay. ICso values were calculated for all fractions for 24h and 48h by using Graphpad Prism 8 program.
However, cell viability tests of Fr B and Fr E were repeated at 25, 50, 100, 200 and 400 pg/mL for 24h,
48h and 72h due to having significant cytotoxicity.
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Table 5. 24h, 48h and 72h ICs values for freeze-dried fractions
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Fraction 24h ICs Value (ug/mL) 48h ICs Value (ug/mL) 72h ICs Value (ng/mL)
FrA 236.6 143.0 -
Fr B* 207.2 134.7 110.2
FrC 39872 642.2 -
FrD 255.0 99.0 =
Fr E* 220.4 1285 97.87
FrF 3349 156.9 =

* Fraction which has significant cytotoxic effect.

Fr C showed the highest ICso value and Fr B had the lowest ICso value for 24h (Table

5). Fr C has the highest ICso value and Fr D has the lowest ICso value for 48h (Table 5). For
72h, ICso value of Fr B was higher than Fr C (Table 5). ICso values of Fr B and Fr E graphics

are shown in Figure 1.
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Figure 1. ICso graphics of Fr A and Fr B for 24h, 48h and 72h on HepG2 cells
3.4. Cell Morphology

HepG2 cells are epithelial-like cells which grow epithelial colony morphology after 48-hour in
culture. The morphology of HepG2 cells changed and the number of cells decreased after the cells were
treated with Fr B and Fr E (Figure 2). Although we were unable to determine the precise concentration
of each compound in a fraction, we can however speculate that the morphological occurred due to a
synergetic effect.

Figure 2. Microscope images of control (A), Fr B treated (B) and Fr E treated C) HepG2 cells. Scale
Bars = 100 pm
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3.5. Immunocytochemical Evaluation

For immunocytochemical evaluation, 100 pg/mL of Fr B and Fr E were used separately to treat
HepG2 cells for 48h. Concentration which was used for immunocytochemical investigation was
determined from ICs calculation.

While the immunostaining intensity of Wntll was weak in the HepG2 cell control group
(Figure 3, A), immunoreactivity was moderate in both Fr B (Figure 3, B) and Fr E (Figure 3, C) treated
HepG2 cells. Wntl 1 intensity was higher in the cells which were treated with Fr B and Fr E than control
group (Figure 3) and it was statistically significant (p <0.05, Table 6). Thus, Wntl1 pathway may be
activated by Fr B and Fr E and thus cell proliferation decreased. Presence of Wntll inhibits the
stabilization of B-catenin and related signaling pathway. Consequently, the presence of Wntl1 inhibits
hepatocellular carcinoma cell proliferation and migration [20]. In this study, non-canonical Wntl1
pathway could be activated by fractions B and E. Non-canonical Wntll related inhibition of
proliferation is depend on P-catenin. Because of this reason, p-catenin level is important. Previous
studies showed that activation of B-catenin pathway induces cell proliferation and inhibits apoptosis in
many cancer types. Immunostaining intensity was strong in HepG2 cells which were treated with Fr B
(Figure 3, O) and was moderate in HepG2 cells which were treated with Fr E (Figure 3, N).
Immunostaining intensity of the control group (Figure 3, M) was weaker than Fr B and Fr E treated
cells. Fr B and Fr E intensities were statistically higher and significant according to control group.
(p<0.05, Table 6). In this research, B-catenin inhibition was expected but B-catenin pathway was not
inhibited by Fr B and Fr E.

Other important pathway for cancer development is the canonical pathway and it is related with
Wnt3a [41]. Immunostaining intensities of Wnt3a was strong in the control group (Figure 3, D), Fr B
(Figure 3, E) and Fr E (Figure 3, F) treated cells. Therefore, Wnt3a intensity was strong in Fr B and Fr
E and was not statistically significant in Fr B and Fr E treated cells when compared with the control
group cells (p>0.05, Table 6). It previously has been shown that canonical activation of the Wnt3a
pathway causes cell proliferation in HepG2 cells [19]. In this context, according to the strong staining
intensity of Wnt3a in control group Fr B and Fr E were not effective for the inactivation of cell
proliferation.

Immunostaining intensity of JAK2 was weak in the control group (Figure 3, J). JAK2 intensity
was high for Fr H (Figure 3, K) and Fr K (Figure 3, L). JAK2 intensity was determined statically and
significantly higher in HepG2 cells which were treated with Fr B and Fr E (p<0.05, Table 6).
Immunostaining intensities of STAT3 was strong in the control group (Figure 3, G), Fr B (Figure 3, H)
and Fr E (Figure 3, I) treated cells. As a result, STAT3 intensity was not statistically significant in Fr B
and Fr E treated cells according to control group (p>0.05, Table 6). STAT3 pathway inhibition induces
apoptosis of cancer cells [23]. However, according to the current study results, the STAT3 pathway
wasn’t inhibited in Fr B and Fr E treated cells. Accordingly, apoptosis was not induced by Fr B and Fr
E.

Table 6. The H-Score of Wntl1, Wnt3a, Stat3, Jak2 and B-catenin in HepG2 cells which treated with
Fraction B, and Fraction E at 100 pg/mL concentration for 48 hours

Whntll Wnt3a Stat3 Jak2 B-catenin

Control  117.91£9.83 285.41 £ 80.53 26648 + 81.15 151.90 + 66.90 224.65+71.10
group
Fr.B 283.37 +£33.92° 29946 £ 8287  284.70 +35.58 268.31 + 54.06¢ 299.39 +23.50°

Fr.E 153.84 +20.34° 304.92+19.74  303.29+3545  250.90 + 40.04¢ 328.44 £ 11.02f

Data is expressed as means + standard deviation. One way Anova Test was used to determine the comparisons.
abedef The data was significant when compared with the control group (p<0.05).
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B-catenin

- R . T i . T
Figure 3. Light microscope images of HepG2 cells which show immunoreactivity of Wntll (A-C),
Wnt3a (D-F), Stat3 (G-I), Jak2 (J-L) and p-catenin (M-O). Cells were treated without (A, D,
G, J, M) or with 100 pg/mL concentration of Fr B (B, E, H, K, N) and Fr E (C, F, I, L, O) for

48 hours. Scale Bars = 20 um

4. Conclusion

In conclusion, two of all obtained fractions from the methanol extracts of C. cornigera flowers
containing phenolic compounds showed significant cytotoxic activity in HepG2 cells. These two
fractions were investigated for their effects on the carcinogenesis mechanism of hepatocellular
carcinoma in HepG2 cells. Significant effects for the inhibition of cell proliferation or inducing
apoptosis were not determined on Wnt3a, Stat3, Jak2 and B-catenin signaling pathways. Compounds of
B and E fractions of C. cornigera methanol extracts individually or coordinately have a significant role
in the inhibition of proliferation on noncanonical Wntl 1 signaling pathway. The remaining parts of the
C. cornigera plant, such as the leaves and roots, are also expected to contain polyphenolic compounds
and may have potential for further HCC anti-cancer drug studies. Consequently, cytotoxic effects of
both fractions were not determined by a specific compound solely or a group of compounds, so
cytotoxicity occurred by synergic effect of all compounds in the fractions.
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