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Abstract

Colorectal adenocarcinoma is a common type of cancer that affects the colon and rectum. It usually develops by
spreading polyps in the colon. In cases of colorectal cancer, 5-Fluorouracil (5-FU) constitutes the basic step of clinical
treatment. However, the fact that 5-FU has serious side effects necessitates the development of new therapies based on 5-
FU. Pistacia eurycarpa is a plant with different medical effects. In this study, the antiproliferative and apoptotic effects
of P.eurycarpa extracts alone or combined with 5-FU on HT-29 human colorectal cancer cells were investigated. Cell
viability was determined by MTT analysis. Isobologram analysis was performed to determine the synergism between
plant extracts and 5-FU. CDDE method was used to determine apoptosis. VEGF was quantitatively measured by human
VEGF Elisa method. Moreover, when cells were treated with extracts and combinations at determined 1Cs, values for 24
hours, changes in expression levels of some apoptotic and anti-apoptotic genes and proteins (p53, Bax, Bcl-2, p38 MAPK,
mTOR, PTEN and Akt) were evaluated by real time polymerase chain reaction (QRT-PCR) and western blot analysis. In
combined treatment at 1Cso doses of P. eurycarpa hexane, chloroform and methanol extracts with 5-FU, cell viability was
determined as 23.5%, 21.2% and 11.9%, respectively (p <0.0001). Compared to the control, P. eurycarpa hexane,
chloroform and methanol extracts in combination with 5-FU, increased the apoptosis 8.6, 9.2 and 11.8 fold and reduced
the amount of VEGF to 76.2, 75.1 and 64.7 pg/ml, respectively. Changes in expression levels of apoptotic and anti-
apoptotic genes and proteins were found to be statistically significant in almost all therapies. All these results had showed
that, the P.eurycarpa extracts and combination of these extracts with 5-FU dramatically reduced the viability of colorectal
cancer cells and directed the cells to apoptosis.
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*

insan kolorektal kanser hiicrelerinde Pistacia eurycarpa ekstraktlariyla kombine 5-florourasilin artirilmis
antiproliferatif ve apoptotik etkileri

Ozet

Kolorektal adenokarsinoma, kolon ve rektumu etkileyen yaygin bir kanser tiiriidiir. Genellikle kolonda olusan
poliplerin yayilmasi ile gelisir. Kolorektal kanser vakalarinda, 5-Florourasil (5-FU) klinik tedavinin temel basamagini
olusturur. Ancak 5-FU’nun ciddi yan etkilere sahip olmasi, 5-FU temelli yeni tedavilerin gelistirilmesini gerekli
kilmaktadir. Pistacia eurycarpa farkli tibbi etkilere sahip bir bitkidir. Burada sunulan ¢alismada, P.eurycarpa
ekstraktlarinin tek ve 5-FU ile kombine olarak uygulandiginda, HT-29 insan kolorektal kanser hiicreleri iizerindeki
antiproliferatif ve apoptotik etkileri incelendi. Hiicre canliligt MTT analizi ile belirlendi. Bitki ekstraktlar1 ile 5-FU
arasindaki sinerjizmi belirlemek igin izobologram analizi yapildi. Apoptozun belirlenmesinde CDDE y&ntemi kullanildi.
Insan VEGF Elisa yontemi ile VEGF miktar1 kantitatif olarak dlgiildii. Ayrica, hiicreler 24 saat boyunca, belirlenen ICso
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degerlerinde ekstraktlar ve kombinasyonlar ile tedavi edildiginde, baz1 apoptotik ve anti-apoptotik gen ve proteinlerin
(p53, Bax, Bcl-2, p38 MAPK, mTOR, PTEN ve Akt) ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler, gergek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (QRT-PCR) ve western blot analizleri ile degerlendirildi. P. eurycarpa hekzan, kloroform ve metanol
ekstreleri ile 5-FU'nun I1Csp dozlarinin kombine tedavisinde hiicre canliliklar1 sirasiyla % 23.5, % 21.2 ve % 11.9 olarak
belirlendi (p<0.0001). P. eurycarpa hekzan, kloroform ve metanol ekstreleri, 5-FU ile kombinasyon halinde apoptozu
8.6, 9.2 ve 11.8 kat arttird1 ve kontrol grubuna kiyasla VEGF miktarin1 76.2, 75.1 ve 64.7 pg/ml'ye diisiirdii. Apoptotik
ve anti-apoptotik genlerdeki ve proteinlerin ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler hemen hemen tiim tedavi gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli bulundu. Tiim bu sonuglar, P. eurycarpa ekstraktlarminin ve bu ekstraktlarin 5-FU ile
kombinasyonunun, kolorektal kanser hiicrelerinin canliligini 6nemli Olglide azalttigmmi ve hiicreleri apoptoza
yonlendirdigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Pistacia eurycarpa, kanser, 5-Florourasil, apoptoz, p53
1. Giris

Kolorektal kanser, diinya ¢apinda en sik goriilen ve insidans1 her gegen yil artan kanser tiirlerinden birisidir [1].
Hastaligin tedavisinde cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi gibi tedavi yontemleri bulunmaktadir. Ancak, o6zellikle
gelismekte olan tilkelerde hem bu tedavilerin sinirli olmasi hem de kanser ilaglarinin kolay temin edilememesi ve ciddi
yan etkilere sahip olmasi, diinya niifusunun biiyiik bir kismini tamamlayict ve alternatif tibba yoneltmektedir [2]. 5-
Florourasil (5-FU), hiicre dongiisiiniin S fazimi inhibe ederek DNA sentezi engelleyen ve hiicre 6limiinii tetikleyen,
fluoropirimidin formda bir antimetabolit kemoterapi ilacidir. 5-FU tek basina veya kemoterapétik ajanlarla kombine
olarak kolon, karaciger, pankreas, yumurtalik, meme ve beyin gibi pek ¢ok kanser tlirline karsi yaygin olarak
kullanilmaktadir [3]. 5-FU, kolorektal kanser tedavisinin temel kemoterapétik ajanidir, ancak toplam sagkalim orant
kemoterapi alanlarda yaklasik % 20 civarindadir. Bununla birlikte, 5-FU’nun tiimore kars1 seciciligi zayiftir ve terapotik
dozda kullanildiginda 6zellikle kemik iligi, gastrointestinal sistem ve deri i¢in oldukga toksiktir [4]. Kanserin tiim
evrelerinde tedaviye destek olmalari, cok hedefli olmalari, toksik olmamalari, kolay kullanilabilir ve ulasilabilir olmalari
ve genellikle ilaglarla sinerjik etki gostermeleri, dogal terapétikleri cok 6nemli kilmaktadir [5]. Bu yiizden, 5-FU ile
birlikte bitkisel kaynakli bilesenlerin kombinasyonu, toksisite ve yan etkilerin azaltilmasina ve sagkalimi arttirmaya
katkida bulunabilir [6, 7].

Apoptozis, homeostatik olarak hiicrelerde meydana gelen programli bir 6liimdiir. Anti-kanser ilaglar, farkli
sinyal yolaklarina etki ederek kanserli hiicreleri apoptozis ile 6liime yonlendirirler. Apoptozisten kaginma, kanser
hiicreleri i¢in karakteristik bir 6zelliktir ve bu da yeni anti-kanser terdpatiklerinin merkezinde apoptozisin olmasinin
gerekliligini ortaya koymaktadir [8]. Cogu kanser tiiriinde programli hiicre 6liimiinden kaginmak i¢in farkli yolaklar
islevseldir. Bu ylizden birkag sinyal iletim yolagimin birlikte hedeflenmesi yeni anti-kanser terdpatiklerinin gelistirilmesi
acisindan biiylik 6neme sahiptir.

Pistacia cinsi, Anacardiaceae familyasinin kii¢iik aga¢ ve ¢alilardan olusan bir iiyesidir. Pistacia tiirleri Akdeniz
ve Kuzey Afrika tilkeleri i¢in ¢ok degerli ve kurakliga dayanikli bitkilerdir. Tiirkiye, yaklasik 66 milyon yabani fistik
agacini da igeren ¢ok biiyiik bir Pistacia L. germplasm kaynagina sahiptir [9]. Pistacia tiirlerinin menengi¢ meyvelerinden
elde edilen ugucu yaglarin antiproliferatif, antioksidan, antibakteriyel ve antifungal aktivitelere sahip oldugu belirtilmistir.
Bazi Pistacia tiirleri antienflamatuvar, antimutajenik, hipoglisemik ve antikanser aktivitelere sahiptir [10, 11, 12]. Pistacia
eurycarpa (Sekil 1), tilkemizde 6zellikle Giineydogu Anadolu ve Dogu Anadolu bolgeleri civarlarinda yetismektedir. P.
eurycarpa’nin yag asitleri bakimindan zengin igerige sahip oldugu ve ekstraktlarinin antimikrobiyal ve antifungal
aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir 13, 14].

™
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Sell 1. Pistacia eurycarpa Yalt

Bu ¢alismada, polaritesi farkli ¢oziiciiler olan hekzan, kloroform ve metanol ile hazirlanmig Pistacia eurycarpa
ekstraktlarimin tek basina ve 5-Florourasil ile kombine tedavilerinin HT-29 kolorektal kanser hiicre hatti iizerindeki
antiproliferatif ve apoptotik etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir.
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2. Materyal ve yontem
2.1. Kimyasal ve reaktifler

Dulbecco’nun modifiye eagle besiyeri (DMEM), penisilin/streptomisin, fetal sigir serumu (FBS) ve fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) Lonza firmasindan; tripan mavisi, tris HCI, tripsin-EDTA, dimetil siilfoksit (DMSO),
tetrametilendiamin (TEMED), kommasi mavi boyasi (G250), sodyum azit (NaN3), luminol, yagsiz siit tozu, ponceau S,
fosforik asit (H3POa), p-kumarik asit, fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF), 5-FU (5-florourasil), benzamidin, hekzan,
kloroform, metanol, etanol, gliserin, gliserol, sodyum dodesil siilfat, bovin serum albiimin (BSA) Sigma Aldrich
firmasindan; hidrojen peroksit (H20,), sodyum hidroksit (NaOH), glisin, Tween-20, bromfenol mavisi, f-merkaptoetanol,
NP-40, etilendiamintetraasetik asit (EDTA), egtazik asit (EGTA), p-gliserofosfat Merck firmasindan temin edildi.
Forward ve reverse primerler Invitrogen firmasindan; primer ve sekonder antikorlar Cell Signaling Technology
firmasindan satin alindi. Hiicre proliferasyon kiti I (MTT) ve cell death detection Elisa (CDDE) kiti Roche firmasindan,
Hu-VEGF Elisa kiti Invitrogen firmasindan, pure link RNA mini kiti Life Technologies firmasindan, 2xqPCRBIO
SyGreen mix Lo-ROX kiti PCR Biosystems firmasindan, yiiksek kapasiteli cDNA ters transkriptaz kiti ise Thermo Fisher
firmasindan temin edildi ve kitlerle yapilan analizler, iireticilerin protokollerine gore gerceklestirildi.

2.2. Bitki ekstrasksiyonu

Pistacia eurycarpa, 2014 yilmin Temmuz ayinda, Bingdl ili Ilicalar il¢esinin giineybatisinda, 1300 metre
yiikseklikten toplandi. Bitki numuneleri, nemsiz ve giinese maruz olmayan bir ortamda kurutuldu. Ekstraksiyon igin
bitkinin meyveleri kullanildi. Ekstraksiyon islemleri ardisik fraksiyonasyon yontemi ile farkli polariteye sahip ¢oziiciiler
olan olan hekzan, kloroform ve metanol kullanilarak gergeklestirildi [15]. Kisaca, 20 gram kuru bitki numunesi filtre
kagidiyla iyice sarildi. Daha sonra bu filtre kagidi Sohlet cihazinin aparatina yerlestirildi. Cozeltinin 400 ml'si (sirastyla
hekzan, kloroform ve metanol) 1000 ml'lik bir siseye konuldu. Sicaklik ile buharlasan ¢6ziicii, cihazin sogutma kismi
tarafindan yogunlagtirilir ve tekrar siseye dokiiliir. Daha sonra, sisede toplanan karisimdaki ¢oziiciiler vakumlu
buharlastirici ile uzaklastirildi. Elde edilen toz halindeki ekstraktlar ¢alismalarda kullanilincaya kadar -20°C'de saklandi.
Calismalarda kullanilmak tizere toz ekstraktlar DMSO ile ¢oziilerek konsantrasyonlari ayarlandi.

2.3. Hiicre kiiltiirii

HT-29 kolorektal adenokarsinoma hiicreleri, %10 FBS, %1 L-glutamin ve %1 penisilin-streptomisin i¢eren yiiksek
glikozlu DMEM besiyeri kullanilarak 37 °C,% 95 nem ve % 5-6 CO:'de kiiltiire edilerek ¢ogaltildi. Hiicreler giinliik
olarak kontrol edildi ve besiyerleri yenilendi. Hiicreler, %80'lik yogunluga eristiginde tripsin ile kaldirild1. Hiicre kiiltiirti
calismalarinda, HT-29 kolorektal adenokarsinoma hiicreleri artan konsantrasyonlarda P. eurycarpa ekstraktlari, 5-FU ve
bitki ekstraktlarinin 5-FU ile kombinasyonlari ile 24 saat siireyle tedavi edildi. Kontrol gruplarina sadece besiyeri ve
DMSO karisimi uygulandi.

2.4. Hiicre canlilig

HT-29 kolorektal kanser hiicrelerinin canliligt MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir)
yontemi ile belirlendi [16]. Ozetle, her bir kuyucukta 1x10* hiicre iceren 96 kuyucuklu mikroplaka, artan
konsantrasyonlarda (50-1000 pg/ml) 5-FU ve bitki ekstraktlari ile 37 °C, % 95 nem ve %5 CO; kosullarinda 24 saat
inkiibe edildi. Daha sonra, her kuyucuga 10 pl MTT reaktifi eklendi ve 4 saat inkiibe edildi. Ardindan 100 pl
solubilizasyon ¢o6zeltisi kuyucuklara eklendi ve gece boyunca inkiibe edildi. Formazan {iriinii ile iliskili renk degisimleri,
Elisa mikroplaka okuyucusu (SpectraMax 384 Plus) kullanilarak 570 nm'de spektrofotometrik olarak olgiildii.
Konsantrasyona bagli hiicre canlilig1 absorbans degerlerine gére hesaplandi. Her bir numunenin ICso degeri hesaplandi
ve bu degerler ¢alismanin sonraki basamaklarinda etken dozlar olarak kullanildi.

2.5. Izobologram analizi ile sinerjizmin belirlenmesi

Izobologram analizi, herhangi bir ilag, bilesik veya ekstraktin etken dozlarmn kantitatif olarak belirlenmesini ve
birlikte tedavi edildiklerinde bunlarin arasindaki sinerjizmin ortaya konmasini saglar. Ekstraktlar ve 5-FU arasindaki
sinerji, bir kombinasyon indeksi (K1) ile degerlendirildi. Ki<1, =1 ve >1, sirastyla sinerjizmi, additif etkiyi ve antagonizmi
gostermektedir [17]. P. eurycarpa ekstraktlar1 ve 5-FU arasindaki etkilesim, izobologram ve medyan etki esitligi
yontemiyle degerlendirildi [18].
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2.6. Apoptotik hiicre oliimiiniin degerlendirilmesi

Cell death detection Elisa (CDDE) metodu, hiicre 6liimiine bagli DNA fragmantasyonunun bir sonucu olarak agiga
¢ikan sitoplazmik histonun in vitro kalitatif ve kantitatif analizini saglar. 96 kuyucuklu plakalara 1x10° hiicre/ kuyucuk
ekildi ve bir gece inkiibasyonun ardindan, 24 saat boyunca uygun tedavi uygulandi. Islemden sonra, hiicrelerin
tripsinizasyonu saglandi, iireticinin protokoliine gore lizis islemi ger¢eklestirildi ve bir anti-histon antikoru ile anti-DNA
peroksidaz (POD) antikoru kullanilarak siipernatantlar muamele edildi [19]. Kuyucuklarin absorbans1 405 nm dalga
boyunda, referans dalga boyu 490 nm olacak sekilde, mikroplaka okuyucuda 6l¢iildii. Tedavi uygulanan gruplarda,
kontrol hiicrelerine kiyasla yogun bir renk olusumu, apoptozisin DNA fragmantasyon karakteristigini gosterir. Bu
gruplarin absorbanslari, kontroliin absorbansina bdoliindii ve apoptozun kolorometrik bir gdstergesi olan zenginlestirme
faktorleri hesaplandi.

2.7. Insan VEGF Elisa yontemi

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktérii (VEGF), kanser olusumunda anjiyogenezin 6nemli bir diizenleyicisidir. insan
VEGF (Hu VEGF) Elisa yontemi, VEGF miktarin1 kantitatif olarak belirlemek i¢in kullanildi. 96 kuyucuklu
mikroplakanin herbir kuyucuguna 5x10* hiicre ekildi ve standart kosullar altinda bir gece inkiibe edildi. Daha sonra
hiicreler, bitki ekstraktlari, 5-FU ve kombinasyonlarin ICso dozlari ile 24 saat tedavi edildi. Besiyerleri uzaklastirildi,
hiicreler soguk PBS ile yikandi ve bir kaziyict yardimiyla toplanarak 50 pl taze besiyeri igeren tiiplere aktarildi. 50 ul
inkiibasyon tamponu, 5x104 ile isleme tabi tutulmus hiicreleri igeren 50 ul ortam ve 50 ul standart seyreltici tamponu, 8
kuyucuklu geritlerin oyuklarina eklenmistir. Oda sicakliginda 2 saat inkiibasyondan sonra, kuyucuklar 4 kez yikama
tamponuyla yikandi. Kuyucuklara 100 pl Hu-VEGF biyotin konjugat ¢ozeltisi ilave edildi. 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra ¢ozeltiler uzaklastirildi ve kuyucuklar 4 kez daha yikama tamponuyla yikandi. Her bir kuyucuga 100 pl
streptavidin-HRP eklendi ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Cozeltiler kuyucuklardan aspire edildi ve
kuyucuklar 4 kez 1X yikama tamponu ile yikandi. Daha sonra kuyucuklara 100 pl stabilize kromojen eklenerek oda
sicakliginda 30 dakika karanlikta inkiibe edildi. Cozeltiler uzaklastirildi kuyucuklara 100 pl durdurma ¢ézeltisi eklendi.
Homojenizasyon saglandiktan sonra, kuyucuklardaki ¢dzeltinin rengi maviden sariya doniistii. 2 saat sonra absorbanslar
450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusu ile 6l¢iildii. Her ¢aligma i¢in standart egri grafigi ¢izildi, sonuclar standart egri
ile kargilastirildi ve her 6rnek i¢in VEGF miktar1 pg/ml olarak hesaplandi.

2.8. Kantitatif gercek zamanlt PCR

Ekstraktlar, 5-FU ve kombinasyonlar ile tedavi edilmis 1x10® hiicre iceren 6 kuyucuklu mikroplakalarin
kuyucuklarina 1’er ml soguk PBS ilave edildi ve daha sonra hiicreler bir kaziyici yardimiyla toplandi. Bu hiicrelerin total
RNA izolasyonu, Pure Link RNA Mini kiti (Invitrogen-Life Technologies) kullanilarak yapildi. Total RNA'dan
komplamenter DNA (cDNA) sentezi, iireticilerin protokollerine gére random primerler ve Yiiksek Kapasiteli cDNA Ters
Transkriptaz Kiti (Thermo Fisher) kullamlarak gerceklestirildi. Kantitatif ger¢ek zamanli PCR (qRT-PCR), bir PCR
cihazi (Rotor-Gene Q, Qiagen) ve SYBR Green igeren bir master mix (2xqPCRBIO SyGreen Mix Lo-ROX Kiti, PCR
Biosystems) kullanilarak baslatildi. QRT-PCR reaksiyon kosullari, 95 °C'de 2 dakika boyunca inkiibasyon, ardindan 40’ar
dongii 95 °C'de 5 sn, 64 °C’de 20 sn, 72 °C 2 dakika ve en son 72 °C'de 5 dakika 1 dongii olacak sekilde ayarlandi.
Forward ve reverse primerler NCBI (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi, ABD) veritabani kullanilarak manuel olarak
tasarlandi ve treticiden satin alindi. Forward ve reverse primer dizileri su sekildedir: p-aktin, forward 5
‘ctcttccagcecttecttect 3, reverse 5 ‘agcactgtgttggcgtacag 3'; p53, forward 5 ‘gtccaacaacaccagctcct 3, reverse 5
‘ccteattcagcetctcggaac 3'; Akt, 5 forward ‘cacaccacctgaccaagatg 3', reverse 5 ‘ctggccgagtaggagaactg 3'; mTOR, forward 5
'tgtcctgetggtetgaactg 3, reverse 5 ‘ttcagcgatgtcttgtgagg 3'; PTEN, forward 5 ‘ggtgatgtggcaggactctt-3', reverse 5
‘cagcttccgagaggagagaa-3'; p38-MAPK, forward 5 ‘tggatgcattacaaccagaca-3', reverse 5 'gtcaacagctcggccattat-3'; Bcel-2,
forward 5 'gtgaactgggggaggattgt-3', reverse 5 'ggagaaatcaaacagaggcc-3'; Bax, forward 5 ‘cccgagaggtctttttccgag-3', reverse
5 'ccagcccatgatggttctgat-3'. mRNA ekspresyon oranlari, karsilastirmali esik dongiisii (Ct) metodu ile belirlendi [20]. Ct
degerleri, f-aktin mRNA ekspresyon oranlari ile normalize edildi.

2.9. Western blot analizi

Hiicrelerdeki p53, Bax, Bcl-2, p38 MAPK, mTOR, PTEN ve Akt proteinlerinin ekspresyon diizeylerinin
gosterilebilmesi i¢in total protein igerikleri dziitlenerek, hedef proteinlerin ifade diizeyleri western blot ile belirlenmistir.
Kaziyier yardim ile toplanan hiicreler, par¢alama tamponu ile steril enjektor kullanilarak homojenize edilmistir.
Homojenizasyonun ardindan hiicreler buz {izerinde 60dk siire ile inkiibe edilmistir. Ardindan &rnekler 14000 rpm’de
4°C’de 10dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant, yeni mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir.
Total protein igerikleri Bradford metodu [21] ile belirlenen 6rnekler Laemmli Sample Buffer ile karigtirildiktan sonra 5
dk siire ile 96°C’de kaynatilmigtir. Ornekler, denatiire sartlar altinda SDS-PAGE (%8-12) (Sodyum Dodesil Siilfat
Poliakrilamit Jel Elektroforezi) jeli kullamlarak ayrilmustir. Ardindan, Jelde ayrilan proteinlerin PVDF (Polivinilidin
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diflorid) membrana taransferi saglanmistir. Transfer sonrasinda 1X TBS-T soliisyonunda ¢6ziinmiis % 5’lik BSA (Bovine
Serum Albumin) ile 60dk siire ile oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Membran ilgili primer antikor ile gece boyunca
+4°C’de orbital galkalayici lizerinde inkiibasyona birakilmigtir (p53, Bcl-2 ve anti-mouse antikorlar1 Santa Cruz
firmasindan, Bax ve Anti-rabbit antikorlart Abcam firmasindan, ve p38 MAPK, mTOR, PTEN ve Akt antikorlar1 Cell
Signaling firmasindan temin edilmistir). Ertesi giin, membran 1X TBS-T ile 5dk/5 kez yikandiktan sonra sekonder antikor
ile 60 dk siire ile oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Membran 1X TBS-T ile 5dk/5 kez yikandiktan sonra kemiluminesans
yontemi ile goriintiiler elde edilmistir. Bant yogunluklari Image-j programi kullanilarak dansitometrik olarak
degerlendirilmistir (Image J; National Institute of Health, Bethesda, MD).

2.10. Istatistiksel analiz

Tim deneyler birbirinden bagimsiz ii¢ tekrarli olarak gerceklestirildi ve standart sapma degerleri hesaplandi.
Bulgularm istatistiksel analizi, GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, ABD) programu kullanilarak t-
testi ve One Way Anova testi ile degerlendirildi. CompuSyn 1.0 programu [18], 5-FU ve bitki ekstrelerinin kombine
dozlarinin izobologram analizi igin kullanildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3. Bulgular
3.1. Hiicre canliligi bulgular

Calisma kapsaminda, HT-29 kolorektal adenokarsinoma hiicreleri, farkli polariteli ¢dziiciilerle (hekzan, kloroform
ve metanol) hazirlanan Pistacia eurycarpa ekstraktlar1 ve DMSO ile hazirlanan 5-Florourasil ile artan konsantrasyonlarda
(50-1000 pg/ml) 24 saat tedavi edildi. 24 saatlik tedaviden sonra, hiicrelerin canliligit MTT testi ile belirlendi. Tiim tedavi
gruplarinda hiicre canliliginin artan konsantrasyon ile azaldigi gozlendi. 100 ve 1000 pg/ml 5-FU ile tedavi edilen
hiicrelerin canliliklar1 sirasiyla % 51.4 ve % 7.7 olarak saptandi (Sekil 2). P. eurycarpa bitkisine ait farkli polariteli
¢oziiciilerle hazirlanmis olan ekstrelerin 6zellikle yiiksek dozlarda, HT-29 kolorektal adenokarsinoma hiicrelerinin
canlilig1 tizerinde 6nemli bir antiproliferatif etkiye sahip oldugu goriildii. 200 pg/ml konsantrasyonda hiicre canliligi oran
P. eurycarpa hekzan ekstresi i¢in % 63.4, kloroform ekstresi i¢in %56 ve metanol ekstresi i¢in %42.5 olarak bulundu.
1000 pg/ml konsantrasyonda ise hiicre canliligini, hekzan ekstresi %19.6’ya, kloroform ekstresi %17.5’e ve metanol
ekstresi %8.4’e diistirdii (Sekil 2).
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Sekil 2. P. eurycarpa bitkisine ait hekzan, kloroform ve metanol ekstraktlari ile 5-FU’nun HT-29 kolorektal kanser
hiicrelerinin canliligr lizerine doz bagiml etkileri (5-FU; 5-Florourasil, PEH; P. eurycarpa hekzan ekstrakti, PEK; P.
eurycarpa kloroform ekstrakti, PEM; P. eurycarpa metanol ekstrakti)

3.2. ICso degerleri

ICso degeri, hiicrelerin yarisinin ¢ogalmasini inhibe eden dozun sayisal degeridir. MTT canlilik testi sonucunda
elde edilen konsantrasyona bagli % canlilik degerleri kullanilarak uygulanan maddelerin her birine ait ICso degerleri
hesaplandi. Bu deger 5-FU icin 107.4 pg/ml, P. eurycarpa metanol ekstrakti i¢in ise 158.7 pg/ml olarak belirlendi. Yine
P. eurycarpa kloroform ve hekzan ekstraktlar1 igin ICso degerleri sirasiyla 314.9 ve 362.5 pg/ml olarak bulundu.

P. eurycarpa ekstraktlarinin ve 5-FU’nun ICsp degerlerine karsilik gelen dozlar kullanilarak ¢aliymanin bundan
sonraki basamaklar1 gerceklestirildi.

HT-29 kolorektal kanser hiicreleri, bitki ekstraktlarinin ve 5-FU’nun ICsg dozlar1 ile kombine olarak 24 saat tedavi
edildi. Bu kombine gruplar i¢in tekrar MTT testi uygulandi ve bu gruplara ait % canlilik oranlar1 belirlendi (Sekil 3).
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5-FU+P.eurycarpa metanol ekstresi kombinasyonu hiicre canliligint %11.97’ye disiirdiigiitespit edildi. Bu
kombinasyon ile tedavi edilen hiicrelerin canliliginin, sadece 5-FU’nun yiiksek dozu ile (800 pg/ml) tedavi edilen gruba
gore daha diisiik seviyede oldugu belirlendi. 5-FU ile P.eurycarpa hekzan ve kloroform ekstrelerinin hiicrelere birlikte
uygulanmasi ile 24 saat siire sonunda hiicre canliliklar1 sirasiyla %23.5 ve %21.2 olarak belirlendi. Tek bagina 5-FU (400
pg/ml) uygulanan hiicrelere gore,ekstreler ile kombine,edilen gruplarda, hiicre canliligi {izerinde daha etkili sonuglar elde
edildigi gozlendi.. Her {i¢ sonug, yalniz 5-FU uygulanan grupla karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulundu (p<0.0001) (Sekil 3).
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Sekil 3. P.eurycarpa ekstraktlarinin ve 5-FU’nun ICsp dozlarmin kombinasyonlariyla tedavi edilen HT-29 kolorektal
kanser hiicrelerine ait hiicre canlilig: grafigi (5-FU; 5-Florourasil, PEH; P. eurycarpa hekzan ekstrakti, PEK; P. eurycarpa
kloroform ekstrakti, PEM; P. eurycarpa metanol ekstrakti) (***5-FU’ya gore p<0.0001)

3.3. Kombinasyon indeksleri

HT-29 kolorektal kanser hiicrelerine uygulanan maddelere ait konsantrasyon-% canlilik degerleri kullanilarak
CompuSyn (version 1.0) programu ile doz-etki ve medyan-etki degerleri hesaplandi. Daha sonra kombine tedavilere ait
% canlilik degerleri programa eklendi. Kombine tedaviler ile maddelerin tek uygulanmalari sonucu elde edilen bulgular
kiyaslanip kombinasyon gruplarina ait kombinasyon indeksi (KI) degerleri elde edildi (Sekil 4). Sonuclar medyan-getki
yontemi ile analiz edildi (Chou, 2011).

1501

1254

Kombinasyon indeksi

5-FU+PEH 5-FU+PEK 5-FU+PEM

Sekil 4. P. eurycarpa ekstraktlar1 ve 5-FU’nun 1Csq dozlariyla kombine olarak tedavi edilen HT-29 kolorektal kanser
hiicrelerinde hesaplanan kombinasyon indeksleri (KI).

5-FU+P. eurycarpa metanol ekstresi ile tedavi edilen hiicrelerde kombinasyon indeksi degeri 0.29 olarak bulundu.
Bu degere dayanarak bu kombinasyonun giiclii sinerjistik etkiye sahip oldugu belirlendi. Yine 5-FU+P. eurycarpa
kloroform ekstrakti ve 5-FU+P. eurycarpa hekzan ekstrakti tedavilerinde kombinasyon indeksleri sirasiyla 0.87 (hafif
sinerjizm) ve 1.01 (aditif etki) olarak bulundu (Sekil 4).

3.4. Apoptoza ait bulgular

Hiicrede meydana gelen apoptoz sonucunda DNA’da interniikleozomal kirilmalar meydana gelir. CDDE
yonteminde DNA’daki bu kirilmalar sonucunda olugan mono- ve oligo-niikleozomlarin oranindaki artis zenginlestirme
faktorii olarak ifade edilir. Kontrol grubu igin bu deger 1.0 olarak kabul edildi ve uygulanan tedaviler sonucunda
hiicrelerdeki apoptoz artis1 kolorimetrik olarak belirlendi. 5-FU uygulanan grupta kontrole gdre apoptozda 5.2 kat yiikselis
gosterdigi belirlendi (p<0.0001). P. eurycarpa hekzan, kloroform ve metanol ekstreleri ile tedavi edilen hiicrelerde
apoptoz kontrole gore sirasiyla 4.1, 4.3 ve 6.4 kat artig gdstermistir (p<0.0001). Apoptozun 5-FU+PEH, 5-FU+PEK ve
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5-FU+PEM uygulanan gruplarda ise kontrole gore 8.6, 9.2 ve 11.8 kat yiikseldigi belirlendi (p<0.0001). Kombine
tedaviler uygulanan her ii¢ grup ile sadece 5-FU ile muamele edilen hiicreler kiyaslandiginda aradaki degisim istatistiksel
olarak anlamli gorildi (p<0.0001). Tiim tedavi gruplar igerisinde apoptozdaki en biiyiik artis 5-FU+PEM uygulanan
hiicrelerde goriildii (Sekil 5).
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Sekil 5. P.eurycarpa ekstraktlarinin ve kombinasyonlarin HT-29 kolorektal kanser hiicreleri tizerindeki apoptotik etkisi
(5-FU; 5-Florourasil, PEH; P. eurycarpa hekzan ekstrakti, PEK; P. eurycarpa kloroform ekstrakti, PEM; P. eurycarpa
metanol ekstrakti) (***Kontrole gére p<0.0001; ##5-FU’ya gore p<0.0001)

P.eurycarpa hekzan, kloroform ve metanol ekstrelerinin hiicrelerde apoptozu kontrol grubuna gére 6nemli oranda
arttirdiklarr goriildi. 5-FU+PEH ve 5-FU+PEK kombinasyonlari ise hiicrelerin apoptoza yonelme oranlarmi &nemli
miktarda yiikselttiler. Tiim tedavi gruplari i¢erisinde kontrol grubuna gore apoptozdaki en biiyiik artis 5-FU+P.eurycarpa
metanol ekstresi uygulanan hiicrelerde goriildii.

3.5. Insan VEGF Elisa bulgulart

Insan VEGF Elisa kitinde bulunan VEGF standarti gesitli oranlarda seyreltildi ve 450 nm dalga boyunda
absorbanslar okutularak standart grafik ¢izildi (Sekil 6a). Bu grafige gore pg/ml cinsinden VEGF miktarlar1 belirlendi.
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Sekil 6. a. VEGF standart grafigi. b. P. eurycarpa ekstraktlari, 5-FU ve kombinasyonlarla tedavi edilen HT-29 kolorektal
kanser hiicrelerindeki VEGF miktarlar (5-FU; 5-Florourasil, PEH; P. eurycarpa hekzan ekstrakti, PEK; P. eurycarpa
kloroform ekstrakti, PEM; P. eurycarpa metanol ekstrakti) (**Kontrole gére p<0.01; ***Kontrole gore p<0.0001; ##5-
FU’ya gore p<0.0001).

Standart grafik kullanilarak Hu VEGF miktar1 kontrol igin 100+1.1 pg/ml olarak normalize edildi. P. eurycarpa
hekzan, kloroform ve metanol ekstreleri uygulanan hiicrelerde VEGF miktari sirasiyla 80.9+2.3 pg/ml, 80+0.25 pg/ml ve
75.8+1.6 pg/ml olarak bulundu. Bu sonuglar kontrol ile karsilastirildiginda aradaki farklar istatistiki olarak anlamli
goriildii (p<0.0001). VEGF miktar1, 5-FU+PEH kombinasyonu uygulanan hiicrelerde 76.2+2.5 pg/ml, 5-FU+PEK
kombinasyonu ile tedavi edilen hiicrelerde 75.1+£2.0 pg/ml ve 5-FU+PEM kombinasyonu uygulanan grupta ise 64.7+1.7
pg/ml olarak belirlendi. P. eurycarpa kombinasyonlar ile tedavi edilen gruplar, sadece 5-FU uygulanan hiicrelerle
kiyaslandiginda aradaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,0001) (Sekil 6b).
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3.6. mRNAekspresyon diizeyleri

P. eurycarpa ekstraktlari, 5-FU ve kombinasyonlar ile tedavi edilen HT-29 kolorektal adenokarsinoma
hiicrelerindeki p53, Bcl-2, Bax, mTOR, Akt, PTEN ve p38 MAPK genlerine ait mMRNA ekspresyon seviyelerini
hesaplamak igin 2 24t metodu kullanildi [20]. Sonuglar S-aktin mRNA ekspresyon diizeyi kullanilarak normalize edildi.

Kontrol grubuna gore, tiim tedavi gruplarindaki p53 mRNA seviyesi artist anlamli bulundu (p<0.0001). P.
eurycarpa metanol ekstrakti uygulanan gruptaki p53 mRNA seviyesindeki artis, 5-FU tedavisi uygulanan grup ile
karsilastirildiginda anlamli bulundu (p<0.0001). p53 mRNA seviyesindeki en fazla artig, 5-FU ile P. eurycarpa metanol
ekstraktinin kombine olarak uygulandig1 grupta goriildii. 5-FU uygulanan grupla karsilastirildiginda, 5-FU+P.eurycarpa
kloroform ekstrakti kombinasyonu ile tedavi edilen hiicrelerin p53 mRNA seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artig
goriildii (p<0.01) (Tablo 1).

Bcl-2 mRNA ekspresyon oranlari tiim tedavi gruplarinda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir azalig
gosterdi (p<0.0001). Kombinasyonlarin uygulandigi gruplar 5-FU ile karsilastirildiginda, 5-FU+PEK (p<0.0001)
uygulanan gruplarda Bcl-2 genine ait mRNA ekspresyon diizeylerindeki azalis istatistiksel olarak anlamli bulunurken,
diger kombinasyon gruplarindaki degisim anlamli bulunmadi (Tablo 1).

Tablo 1. P. eurycarpa ekstraktlari, 5-FU ve kombinasyonlar ile tedavi edilen HT-29 hiicrelerindeki p53, Bcl-2, Bax,
mTOR, Akt, PTEN ve p38 MAPK genlerinin mRNA ifade oranlari (Ortalama degerler = standart sapma).

p53 Bcl-2 Bax mTOR Akt PTEN p38 MAPK

Kontrol 1,00£0,02  1,00£0,02  1,00£0,03  1,00£0,03  1,00£0,01  1,0040,02  1,00+0,03
5-FU 5,68£0,19°  0,41£0,03°  1,35+0,03%  0,024+0,03° 0,76£0,02°  1,0140,03 1,690,042
PEH 44940372 0,41£0,028  2,78+0,09% 0,71£0,03° 0,34+£0,04°  2,90£0,09°0  2,71%0,10°
5-FU+PEH  5,45£033%  0,47+0,04*  2,39+0,07%" 0,62+0,04% 0,47+£0,032° 3,53+0,132% 3,56+0,09%°
PEK 59240252 0,43+0,02¢  1,71£0,088 0537+0,03° 0,330,042  2,7940,08°  0,95+0,06
5-FU+PEK  7,20£0,20%¢  0,26+0,04*°  1,09+0,05  0,45+£0,04 0,48+£0,058° 5,03+0,108° 1,62+0,06
PEM 52440332 0,4540,03%  1,1940,04 0,55+0,03* 0,30£0,03*  1,40£0,06®  0,79+0,08

5-FU+PEM  20,05+1,15%  0,47+0,03%  1,79+0,122Y 0,55+0,04*° 0,70+0,03%  4,83+0,12%° 5,3440,132P
3K ontrole gdre p<0.0001, ’5-FU’ya gdre p<0.0001, °5-FU’ya gore p<0.01

Bax mRNA ekspresyon oranlarindaki artig kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 5-FU+PEK ve PEM ile tedavi edilen
gruplar digindaki tiim Orneklerde istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.0001). 5-FU uygulanan grupla
karsilastirildiginda ise, 5-FU+PEH ve 5-FU+PEM tedavisi uygulanan gruplardaki Bax mRNA oranindaki artig
istatistiksel olarak anlamli bulunurken (p<0.0001), 5-FU+PEK tedavisi uygulanan gruptaki degisim anlamli bulunmadi.
Bax mRNA seviyesindeki en fazla artig P. eurycarpa hekzan ekstraktinin uygulandigi grupta gériildii. mTOR genine ait
mRNA ekspresyon diizeyleri, uygulanan tim tedavilerde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalis
gosterdi  (p<0.0001). 5-FU ile kombine olarak uygulanan tedavi gruplar, yalmz 5-FU uygulanan grupla
karsilastirildiginda mTOR mRNA seviyelerinde herhangi bir azalis gérillmedi. mTOR mRNA seviyesindeki en fazla
diisiis, 5-FU ile tedavi edilen grupta belirlendi. Akt mRNA seviyesi, tiim tedavi gruplarinda kontrole gére anlamli bir
azalis gosterdi (p<0.0001). Akt mRNA seviyesindeki en fazla diigiis, P. eurycarpa metanol ekstrakti ile tedavi edilen
grupta goriildii. Kombinasyon gruplari, yalmz 5-FU ile tedavi edilen grupla karsilastirildiginda, 5-FU+PEM uygulanan
hiicreler disindaki gruplarda Akt mRNA seviyesi istatistiksel olarak anlamli bir azalis gosterdi (p<<0,0001). Kontrole gore,
5-FU disindaki tim tedavi gruplari PTEN mRNA seviyelerini anlamli oranda arttirdi (p<0,0001). 5-FU ile
kiyaslandiginda, tiim kombinasyon tedavileri sonucunda PTEN mRNA seviyelerindeki artig istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0,0001). Tedavi gruplar1 kontrol ile karsilastirildiginda, PEK ve PEM uygulanan hiicreler disindaki tiim
gruplarda p38 MAPK genine ait mRNA diizeylerinde istatistiki olarak anlamli bir artig goriildii (p<0.0001). 5-FU+PEH
ve 5-FU+PEM ile tedavi edilen gruplar, yalniz 5-FU uygulanan gruba gére p38 MAPK mRNA diizeylerinde istatistiksel
olarak anlaml bir artig gosterirken (p<0.0001), 5-FU+PEK grubunda anlaml1 bir degisim gozlenmedi. p38 MAPK mRNA
seviyesindeki en yiiksek artis 5-FU+PEM ile tedavi edilen hiicrelerde goriildii (Tablo 1).

3.7. Western blot bulgular

Tedavi gruplarina bagh olarak p53, Bel-2, Bax, mTOR, Akt, PTEN ve p38 MAPK protein ekspresyonlarindaki
degisimler Western blot yontemiyle degerlendirildi. Tedavi uygulanan HT-29 kolorektal kanser hiicrelerinin Western blot
analizleri sonucunda elde edilen membran goriintilleri Image J programi kullanilarak degerlendirildi. S-aktin protein
ekspresyon diizeyi referans olarak kullanildi (Sekil 7.a).

p53, Bcl-2, Bax, mTOR, Akt, PTEN ve p38 MAPK genlerine ait mRNA ekspresyon oranlari ile bu proteinlerin
ekspresyon seviyeleri arasinda paralel bir iliski goriildii (Tablo 1-Sekil 7).
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Sekil 7. P. eurycarpa ekstraktlar, 5-FU ve kombinasyonlar ile 24 saat tedavi uygulanan HT-29 kolorektal kanser
hiicrelerindeki p53, Bcl-2, Bax, mTOR, Akt, PTEN ve p38 MAPK proteinlerine ait Western blot bulgulari. Protein
ekspresyonlarindaki degisiklikler, membran goriintiilerinin Image J programu ile analiz edilmesiyle, ekspresyon kat artigi

veya azalisi cinsinden grafiklerle ifade edildi. Sonuglar, S-aktin protein ekspresyon oranlar kullanilarak normalize edildi
(5-FU; 5-Florourasil, PEH; P. eurycarpa hekzan ekstrakti, PEK; P. eurycarpa kloroform ekstrakti, PEM; P. eurycarpa metanol ekstrakti) (*Kontrole
gore p<0.05, **Kontrole gore p<0.01, ***Kontrole gore p<0.0001, *5-FU’ya gére p<0.05, #*5-FU’ya gére p<0.0001, ns-kontrole gore anlamli degil).

Kontrol ile kiyaslandiginda tiim gruplardaki p53 protein ekspresyonu mRNA diizeylerinde oldugu gibi istatistiksel
olarak anlamli bir artis sergiledi (p<0.05). Kombinasyon gruplar1 5-FU ile karsilagtirildiginda 5-FU+PEM tedavisi
uygulanan hiicrelerdeki p53 proteini ekspresyon seviyelerinin artis1 anlamli olurken (p<0.0001), diger kombinasyon
tedavilerinde anlaml1 bir degisim gozlenmedi. En yiiksek p53 protein seviyesi, 5-FU+PEM ile muamele edilen hiicrelerde
goriildi (Sekil 7.b).

Bcl-2 protein ekspresyonu seviyeleri kontrol ile kiyaslandiginda tiim tedavi gruplarinda anlaml: bir diigiis goriildi
(p<0.0001). En disiik Bel-2 seviyesi 5-FU+PEK uygulanan hiicrelerde belirlendi. 5-FU ile karsilastirildiginda, 5-
FU+PEH ile tedavi edilen hiicreler disindaki tiim kombinasyon gruplarinda, Bel-2 protein diizeyleri istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gosterdi (p<0.05) (Sekil 7.c).

Bax protein seviyesindeki en fazla artis PEH uygulanan hiicrelerde goriiliirken, 5-FU+PEK ve PEM ile tedavi
edilen gruplarda kontrole gore anlamli bir yilikselis goriilmedi. Diger tlim gruplarda kontrole gore anlamli bir artig gozlendi
(p<0.01) (Sekil 7.d). Sadece 5-FU uygulanan hiicrelerle karsilastirildiginda, 5-FU+PEH ve 5-FU+PEM uygulanan
kombinasyon gruplarinda Bax proteini seviyesinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 goriiliirken (p<0.0001),
5-FU+PEK kombine tedavisinde anlamli bir degisiklik gériilmedi.
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Tiim tedavi gruplariin mTOR protein seviyeleri, kontrole gore anlamli bir diisiis sergiledi (p<<0.0001). En diisiik
mTOR diizeyine 5-FU uygulanan hiicrelerde rastlandi. 5-FU’ya gore, hi¢bir kombinasyon tedavisi mTOR protein
seviyesinde anlamli bir azalmaya neden olmadi (Sekil 7.e). Akt protein seviyeleri tedavi gruplarinin tamaminda kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gosterdi (p<0.0001). 5-FU+PEM disindaki diger kombinasyon tedavilerinde,
Akt protein diizeyleri 5-FU’ya goére anlamli bir sekilde azaldi (p<0.0001) (Sekil 7.f). 5-FU uygulanan hiicreler digindaki
tiim gruplarin PTEN protein seviyelerinde kontrole gore anlamli bir artig gdzlendi (p<0.01). PTEN protein diizeyindeki
en fazla yiikselis 5-FU+PEM uygulanan hiicrelerde goriildii. 5-FU ile kiyaslandiginda tiim kombinasyon tedavilerinin
PTEN seviyelerinde anlamli yiikselisler goriildii (p<0.0001) (Sekil 7.g). p38 MAPK protein seviyeleri kontrol ile
karsilagtirildiginda PEK ve PEM ile tedavi edilen hiicreler digindaki tiim tedavi gruplarinda anlamli artiglar goriildii
(p<0.0001) (Sekil 7.h). p38 MAPK protein seviyesini en fazla arttiran tedavinin 5-FU+PEM oldugu belirlendi. 5-
FU+PEH ve 5-FU+PEM ile tedavi edilen hiicrelerde p38 MAPK protein seviyeleri 5-FU’ya gore istatistiki olarak anlamli
artiglar sergilerken (p<0.0001), 5-FU+PEK kombinasyonunda anlamli bir artig gdzlemlenmedi..

4. Sonuglar ve tartisma

Giiniimiizlin en tehlikeli ve hizli yayilan saglik problemlerinden birisi olan kanser, tedavisi igin bilyiikk emek ve
para harcanmasina ragmen yiiksek 6liim oranlarinin engellenemedigi bir hastaliktir. Kemoterapi ve radyasyon terapisinin
ciddi yan etkilere sahip olmas1 kanser tedavisinde alternatif tamamlayic1 yontemlerin gerekliligini ortaya koymaktadir.
Bu ¢ergevede, giivenilir ve kolay elde edilebilir kaynaklar olan bitkiler, kanser tedavisinde 6nemli materyaller olarak
goriilmektedir. Kanser tedavisinde kullanilan 3.000’den fazla bitki rapor edilmistir [22]. Onayli kanser ilaglarinin yaklagik
%751 dogal kaynakli ajanlardan koken alinarak gelistirilmistir [23]. Ancak, tibbi amaglar i¢in tiim bitki tiirlerinin sadece
%30’u kullanilmaktadir [24].

Kanser, bir doku veya organdaki hiicrelerin kontrolsiiz ve anormal sekilde ¢cogalmasi ve bu anormal hiicrelerin
diger organlara yayilmasi ile karakterize edilen bir hastaliktir. Kanser hiicrelerindeki anormallikler genellikle, hiicre
boliinmesini diizenleyen proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanir. Zaman iginde daha ¢ok gen
mutasyona ugrar. Bunun sebebi normalde hiicre proliferasyonunu diizenleyen, apoptozu kontrol eden veya DNA hasarimi
tamir eden proteinleri kodlayan genlerin asil islevlerini tam olarak yerine getirememesidir.

Kolorektal kanserin 6nlenmesinde ¢esitli dogal ve sentetik ilaglarin kullanimi 6zellikle son yillarda biiyiik ilgi
¢ekmektedir. Bitkiler ve bitkisel kaynakli etken maddeler kanser gibi bazi hastaliklara karsi kemopreventif ve
kemoterapotik etkiye sahiptirler [25]. Epidemiyolojik c¢aligmalar, bazi tibbi bitkilerin hiicre proliferasyonu ve hiicre
oliimiinii etkileyerek kolorektal kanser riskini dnemli oranda azalttigini ortaya koymaktadir [26].

Cesitli Pistacia tiirlerinin antikanser etkiler gosterdigi belirlenmistir [10, 12]. Pistacia lentiscus var. chia. bitkisinden
elde edilen regineyle hazirlanan hekzan ekstresinin HCT116 kolon kanseri hiicrelerinde apoptotik ve antikanser etkiye
sahip oldugu rapor edilmistir [10]. Metastatik kolorektal kanser hastalarinda setuksimab kullaniminin olusturdugu toksik
etkinin Pistacia terebinthus ile ortadan kaldirildig: bildirilmistir [27].

Kolorektal kanser PTEN/Akt/mTOR ve MAPK gibi pek ¢ok sinyal iletim yolagiyla ve bu yolaklarla etkilesimi
olan p53, Bax ve Bcl-2 gibi proteinlerle iliskilidir [28, 29, 26]. 5-FU, 8 farkli kolorektal kanser hiicre hattinda p53 ve Bax
proteinlerinin ekspresyon diizeylerini yiikseltmis, Bcl-2 seviyesini ise diistirmiistiir [30].

Akt/mTOR yolag1 ayn1 zamanda tiimérogenez i¢in de 6nemli olan hiicre proliferasyonu, hiicre metabolizmasi,
anjiyogenez, hiicre dongiisii, apoptozis ve otofaji gibi birgok hiicresel fonksiyonu diizenler [31]. AKT, ii¢ izoformu olan,
hiicre proliferasyonunun artmasi, hayatta kalim ve mitokondriyal biyogeneziste dnemli rol oynayan ve protein kinaz B
olarak da bilinen bir serin/treonin kinazdir [32]. mTOR (memelilerde rapamisinin hedefi) ise sinyal iletimi ile hiicre
biiylimesi ve proliferasyonunu diizenleyen bir serin/treonin kinazdir [33].

PTEN (fosfat ve tensin homologu) genindeki mutasyonlar, pek ¢ok kanser tiiriiniin gelismesinde 6nemli bir
basamagi temsil eder. PTEN tiimor supresor fonksiyona sahiptir ve yolagi negatif yonlii diizenler. PTEN kaybi, AKT nin
asir1 aktivasyonuna neden olur ve bunun sonucunda kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi, apoptozdan kaginma ve tlimor
anjiyogenezi meydana gelir [34].

p38 MAPK, mitojen-aktiviteli protein kinazlarin bir tiyesidir. Apoptozisin diizenlenmesinde, hiicre dongiisiiniin
durdurulmasinda, biiylime inhibisyonu ve farklilasmada 6nemli rol oynar. p38MAPK ve p53 birlikte hareket eder. p53,
ya PTEN’i etkileyip AKT’yi baskilayarak ya da o6liim reseptorii ile pro-apoptotik Bax ve anti-apoptotik Bcl-2 gibi
mitokondriyal yolak bilesenlerini etkileyerek apoptozisin diizenlenmesinde rol alir [35].

In vitro ¢aligmalar p53 fonksiyon kaybinin, 5-FU’ya olan hiicresel duyarlihigi azalttigini, kolon kanseri hiicre
hattinda TP53 veya Bax’1n her iki allelinin dizilim bozuklugu oldugu durumda 5-FU tarafindan indiiklenen apoptoza kars1
hiicrelerin carpici sekilde direncli oldugunu gostermistir [3].

Sonug olarak, bu ¢aligma ile kolorektal kanser tedavisinde 5-FU’nun etkinliginin arttirilmast ve toksik etkisinin
azaltilmasina katki saglayabilecek yeni kombine tedaviler ve bu tedavilerin molekiiler mekanizmalar1 ortaya konmustur.
HT-29 kolorektal adenokarsinoma hiicrelerinin canliliginin azalmasi ve apoptoza yonelmesinde, 5-FU ile birlikte Pistacia
eurycarpa kombinasyonu, 5-FU’nun tek bagina uygulanmasina gore daha etkili olmustur. Ayrica, ¢aligmada kullanilan
bitki ekstraktlar tek baslarina uygulandiklarinda, HT-29 kolorektal adenokarsinoma hiicrelerinin canliligi ve apoptoza
yonelmesinde ¢ok 6nemli etkilere sahip olduklar1 belirlenmistir. Uygulanan kombine tedavilerde 5-FU’nun digiik
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dozlarda bile etkinliginin arttig1 ve boylece ilacin yiiksek sitotoksik etkilerinin minimuma indirilebilecegi saptanmustir.
Bu ¢aligmada elde edilen bulgularin ileri donemlerde yapilacak in vivo ¢alismalarla desteklenmesi, uygulanan tedavilerin
molekiiler etki mekanizmalarinin ve antikanser etkinliklerinin daha iyi aydinlatilmasina ve diigiik toksisite orani ile daha
az yan etkiye sahip yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesine katki saglayacaktr.
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