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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

Berberis vulgaris BITKISINE AIT OZUTUN INSAN MONOSITIK (THP-1) HUCRE
HATTI UZERINDEKI TERAPOTIK ETKILERININ BELIRLENMESI

Benay EMINAGAOGLU

Danmisman: Prof. Dr. Hakan ASKIN
Ikinci Tez Damismam: Ars. Gor. Dr. Handan UGUZ

Amag: Yapilan ¢alismada ilag gelistirme agisindan potansiyeli olan Berberis vulgaris (Bv)
bitkisinin yapraklarindan elde edilen oziitlerin antikanser etkileri degerlendirildi. S6z konusu
etkiler hiicre kiiltiirii (in vitro) ortaminda incelendi.

Yontem: Bitki 6ziitinde yer alan bilesenlerin kimyasal karakterizasyonu, Gaz Kromatografisi—
Kiitle Spektrometrisi(GC-MS) yéntemi kullamlarak gerceklestirildi. /n vitro ¢alismalarda,
insan monositik (THP-1) hiicre hatt1 kullanilarak, Berberis vulgaris yaprak etanol (E-BVL)
oOziitii hazirlanarak farkli konsantrasyonlarina yonelik hiicre canliligi, WST-8 (Water-Soluble
Tetrazolium Salt-8) testi ile degerlendirildi ve 16semi hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkisi
analiz edildi. CD33, CDK6, BAX, BCL-XL, Kaspaz-3 ve CD86 genlerinin ekspresyon diizeyleri,
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) yontemi kullanilarak belirlendi.

Bulgular: GC-MS analizi sonucunda, E-BVL 6ziitinde major bilesik olarak 9%59,181
oktatriakontil pentafloropropiyonat oldugu tespit edildi. WST-8 analizi sonucunda, hiicre
canliliginda en belirgin azalmanin gozlendigi E-BVL 6ziit konsantrasyonun ICso degeri 194.8
ng/ ml olarak belirlendi. Immiin yanitla iliskili bir gen olan CD33'iin mMRNA ekspresyon
seviyesinde, kontrol grubuyla karsilastirildiginda E-BVL 6ziitii uygulanan grupta istatistiksel
olarak anlamli bir azalma tespit edildi. Benzer sekilde, immiin sistemi diizenleyen CD86
geninin MRNA ekspresyon seviyesinde de istatistiksel agidan anlamli bir azalma gozlendi.
Apoptozdan sorumlu proapoptotik genlerden biri olan BAX’in mRNA ekspresyon seviyesinde
kontrol grubuyla karsilastirildiginda E-BVL 6ziitii uygulanan grupta belirgin bir artis tespit
edildi. Apoptoz mekanizmasinda yiiriitiicii kaspazlardan biri olan Kaspaz-3 geninin mRNA
ekspresyon seviyesinde ise, kontrol grubuna kiyasla E-BVL o6ziitii uygulanan grupta
istatistiksel acidan yiiksek derecede anlamli bir artig gozlendi. Hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinde gorev alan CDKG6 geninin mRNA ekspresyon seviyesinde, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda E-BVL o6ziiti uygulanan grupta istatistiksel olarak onemli bir azalma
gozlendi. Apoptozu Onleyerek hiicrelerin hayatta kalmasma katki saglayan antiapoptotik
genlerden BCL-XL’in mRNA ekspresyon seviyesinde ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda
E-BVL 6ziitii uygulanan grupta belirgin bir azalma tespit edildi.

Sonu¢: Sonuclarimiz, E-BVL 6ziitiiniin 16semi hiicrelerinde programli hiicre 6limiinii
(apoptoz) tesvik ettigi ve hiicre dongiisiinii diizenleyen genler lizerindeki potansiyel baskilayici
etkisini ortaya koymaktadir. Ayrica, Ozitiinliin antiapoptotik sinyal yollarini baskilayarak
hiicrelerin yasamini siirdiirmesini engelledigi ve boylece kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
durdurmaya katkida bulundugu diistintilmektedir. Caligmamizin, in vivo testlerle desteklenerek
ilerleyen stireclerde kanser tedavisine 6nemli katkilar saglayacagina inanmaktayiz.

Anahtar kelimeler: Berberis vulgaris, Gen ekspresyonu, Insan Monositik Hiicre Hatt: (THP-
1), Kanser tedavisi

Haziran 2025, 87 sayfa



ABSTRACT

MASTER DISSERTATION

DETERMINATION OF THERAPEUTIC EFFECTS OF Berberis vulgaris PLANT
EXTRACT ON HUMAN MONOCYTIC (THP-1) CELL LINE

Benay EMINAGAOGLU

Supervisor: Prof. Dr. Hakan ASKIN
Co-supervisor: Res. Asst. Dr. Handan UGUZ

Purpose: In this study, the anticancer effects of extracts obtained from the leaves of Berberis
vulgaris (Bv), a plant with potential for drug development, were evaluated. These effects were
examined in vitro under laboratory conditions.

Method: Chemical characterization of the plant extract was carried out by following Gas
Chromatography—Mass Spectrometry (GC-MS) method. In vitro, human monocytic (THP-1)
cell line, Berberis vulgaris leaf ethanol (E-BVL) extract was prepared and cell viability of
different cells was evaluated by WST-8 (Water Soluble Tetrazolium Salt-8) test and
antiproliferative effect of leukemia was analyzed. Expression of CD33, CDK6, BAX, BCL-XL,
Caspase-3 and CD86 genes was determined by using real-time polymerase chain ratio (QRT-
PCR) method.

Findings: As a result of GC-MS analysis, the major compound in the E-BVL extract was
identified as 59.181% octatriacontyl pentafluoropropionate. According to the WST-8 assay, the
IC50 value of the E-BVL extract concentration, at which the most significant decrease in cell
viability was observed, was determined to be 194.8 ug/ml. A statistically significant decrease
was detected in the mRNA expression level of CD33, a gene associated with the immune
response, in the group treated with E-BVL extract compared to the control group. Similarly, a
statistically significant decrease was also observed in the mRNA expression level of CD86, a
gene involved in immune system regulation. A notable increase was detected in the mRNA
expression level of BAX, a pro-apoptotic gene responsible for apoptosis, in the E-BVL-treated
group compared to the control group. Moreover, a highly significant increase was observed in
the mRNA expression level of Caspase-3, one of the executioner caspases in the apoptosis
mechanism, in the E-BVL-treated group compared to the control. A statistically significant
decrease was found in the mRNA expression level of CDK®6, a gene involved in cell cycle
regulation, in the E-BV L-treated group compared to the control group. Additionally, the mRNA
expression level of BCL-XL, an anti-apoptotic gene that promotes cell survival by inhibiting
apoptosis, showed a notable decrease in the E-BVL-treated group compared to the control
group.

Results: Our results indicate that the E-BVL extract promotes programmed cell death
(apoptosis) in leukemia cells and reveals its potential suppressive effect on genes involved in
cell cycle regulation. Moreover, it is thought that the extract inhibits anti-apoptotic signaling
pathways, preventing cell survival and thereby contributing to the suppression of cancer cell
proliferation. We believe that our study, when supported by in vivo tests, will make significant
contributions to cancer treatment in the future.

Keywords: Berberis vulgaris, Gene Expression, Cancer and Its Treatment, Human Monocytic
Cell Line (THP-1)

June 2024, 87 pages



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY TUTANAGI ...ttt i
ETIK BILDIRIM VE INTIHAL BEYAN FORMU ......c.cooniiiiiiiiinieinsienisissississeissiesesnens ii
TESEKKUR ..ottt ettt sttt ettt sttt s sttt eb st ettt et e s e st st e s e s s st stabese s iii
OZET ottt iv
ABSTRACT e %
ICINDEKILER .....covviiiieceee ettt ettt ettt s s ettt es s eae et s s e s tas s e e, Vi
TABLOLAR DIZINI...oiiiiiiiiiiiiiiiicsiiss s ix
SEKILLER DIZINT ..ottt ettt ettt et n st X
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINT ....ccooiiiiiiiiniininenese e Xi
CUILT.. . W A AR A A 1
KURAMSAL TEMELLER .......o i 4
Kanserin Tarihsel SUreci ve Tanimi........cccvoiieiiiieiiiiiie e 4
Kansere Neden Olan Biyolojik, Cevresel ve Genetik Faktorler .........cccooovviieiiiiiininnnnn 5
Kanser Gelisiminde Etkin Olan Sinyal fletim YOllart ......ccc.ccceveveieiuerineresece e, 5
Kanser Tedavisinde Uygulanan Yontemler .........cccvoviiiiiiiiiiiiiiieec e 7
10 Y0 T =1 o OSSP PSSR 7
T 11 0] (=] =T o TR UPORPRP PPN 7
HOrmONal tEAAVIIET ..o e 8
Cerrahl YONTEMILT......cviiiiiiiii i s 8
IMMENOTETAPI ..cvovvvveecvce bbb 9
ANTKOT TEAAVIIEIT ... 9
Non-spesifik kanser immuUNOterapileri........ccoooviiiiiirieriiiicic e 9
| LTI ) | 1 o TR RPPR 9
Kanser biiyiime baskilayicilart (INhibitdrleri)..........cccvovveveriverivecreiieeisciesee s 10
Kiiresel ve Ulusal Olgekte Kanserin EpidemiyolojiSi.........ccccovviveueversiicuirerenieseeserenans 10
LOSIMI ettt e e e b e enreean 10
Loseminin tarihsel SUIECT VO tANTML ..ocveiiiiiiieiiieiie st 10
Loseminin epidemiyOloiSi.....ucuiiieiiiiriiiiiiieiiiie e 11
Losemi etiyolojiSi V& PAtOZEINEZI. . ....uvererririeiieriieeiee s e 11
Losemide tant yontemleri ve klinik degerlendirme .............ccoovviiiiiiiiiii 11
AKUt Miyeloid LOSEIMI .....ccviiiiiiiiiiiiiiiicicec i 12

Vi



Akut miyeloid 16Semi’nin tan1m1 .......ceeeiiiieiiiieiiie e 12

Akut miyeloid [6semi’nin epidemMiYOIOJiSi........couiiiiiiiriiii i 12
WHO ve FAB 16semi s1niflandirmast..........ccooveiiiiiiiniiieciiciceesesese e 13
Klinik Bulgular V& Tanit STUIECH .....cviiveiieciiiiesie et 15
Tedavi YaKIaSImIart .......coocueieiiiieic e 15
60 yasin altindaki hastalara yonelik uygulanacak tedavi yontemi;.........cccocoeverveninnnnnn. 15
60 yas ve listii hastalara yonelik uygulanacak tedavi yontemi............ccooveiiivciienennnn. 16
THP-=1 HUCTE HAttl ...c.eeeiiiciece e 17
THP-1 hiicre hattinin avantajlari ve dezavantajlari.........ccccoccceeviiiniiiniiinniiie e 18
Berberis vulgaris Tiiriiniin Genel Ozellikleri ve SiStematiFi............ccovvverrierererersreenans 19
Bitki sistematiZIndeki YOI .....c.oovviiiiiiiiiiiiicii e 20
Berberis vulgaris’in Botanik A¢idan Tanimlanmasi ..........c.cccevvvevieiieieeieseesese e 20
B.vulgaris meyvesinin DeSin iGEIIZH .....uverriiriririaeeieieie e sttt sresre s sre e e s 21
B.vulgaris meyvesi ve diger kisimlarinda bulunan sekonder metabolitler ..................... 21
B. vulgaris'in geleneksel tipta Kullanimi.........ccoccooviiiiiiiiiniieee e 22
B. vulgaris’in profilaktik ve terapotik etki mekanizmalari ............ccocveevveeiiiieieese s, 22
B. vulgaris bitkisinin tibbi amagla kullanilan bolimleri..........ccccevvvvieiveiciieieeie e 23
Bitkinin meyve, kok ve kok kabugunun etkilerine dair bilgiler............ccocevviiiiiiiennne 23
Losemi Tedavisinde Kullanilan Bazi BitKiler.........ccccoooiiiiiiiiiiiciccee 24
Calismada Kullanilan Genler ile [1gili Bil@Iler .........ccocvviveiiiriisiireiiicieiiesscseesee e, 29
Siyalik asit baglayict immiinoglobulin benzeri lektin 3 (CD33) QNI ..cvevvvvviviiiiiiianns 29
B hiicreli lenfoma 2 (BCL2) ile iliskili X proteini (BAX) QENI ....cocovvviieieiiiiiiienenie 29
Sikline bagimli kinaz 6 (CDKG) GENI ..c..ocueiuiiiiiiiiieieieieie et 30
B hiicreli lenfoma ile iligkili, biiyiik izoform (BCL-XL) g€NI ..ccccvvviiiiiieiiiece e 30
Sistein-aspartik asit proteazi 3 (KaSPaz 3) gENI ..cccevveviiieiiiiiiiieieieese e 31
Farklilasma Kiimesi 86 (CD86) QBN ......cc.ooueiiiiiiiieieieiese et 31
MATERYAL VE METOT ...ttt bbbttt 32
IMIBLEIYAL ... ..ottt et e e et et e e te e e e rn 32
Kullanilan kimyasallar ve Kitler.........c.ccoviiiiiiiiiiiie 32
Kullanilan cihaz ve eKipmanlar............cccoooiiiiiiiiii e 32
MBLOT ... 33
Bitki materyallerinin teMiIN ........cooviiiiiieccc e 33
Oziitlerin HAZItIANmMAST ...........cceueverieeeceeeeieiee et seete e es st esee et en e s sesans 34
Berberis vulgaris toprak {istii kisimlari (yaprak ve sap) oziitlerinin hazirlanmast ......... 34
Ekstraksiyon KaraKterizaSyOnU..........ccooceiiiiiiiiiiiieiese e 35

vii



Gaz kromatografisi-kiitle spektrometre analizi...........cocevvveresiieieeresiieseesessee e 35

Gaz kromatografisi-kiitle spektrometre Kogullart..........ccoocveiiiiniiiiiiieiieice e 36
IN VITFO CalISMALAT. ... ...eeieiiieiiieiieie ettt sne e sreeneesneesbeenee s 36
HUCTE KUIUITE ... 36
Hiicrelerin kiiltiir kaplarina ekimi ve biyltlilmesi.........ccveiiieiiiiiiiiieniiie e 36
Hiicrelerin 96 kuyucuklu platelere eKilmesi ...........ccovvveiiiiiiiiiiiiiicceecee 37
Drog Materyallerin Hazirlanmast .........cccviviiiiiiiiiiic e 37
Hiicre canliliginin WST-8 testi ile analizi...........ccccovevviiiiiii e 37
HOMOJENIZASYON ISIEMI.......vvvveiciceeieeeeeeeeee ettt 37
Real Time PCR ProtoKOIU. .........ooiiiiiiiiii et 38
RINA TZOIASYONU ...t 38
Elde edilen RNA’larin Konsantrasyon ve Saflik Degerlerinin Belirlenmesi.................. 39
CDNA BIUBSH ... e 39
Genlerin Primer Dizayni ve Real-TImMe PCR........cccooiiiiiiiiiiiece s 40
IStAtIStIKSEL ANALIZ .....v.vececveeieeeceete et e ettt en ettt s s sttt es s sas et s s nseaeeesns 41
ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA ......ooiiiiiiiiicie e 42
Bitki Materyallerine Ait EKStraksiyon Verimi.........cccccveveiiieiieeiiiie e 42
Gaz Kromotografisi Kiitle Spektrometresi..........covviiriiiiiiiieiiiiisicsesec e 42
Berberis vulgaris 6ziitiiniin GC-MS SONUGIATT..........coeiiiiiiiiiiceiee e 42
Berberis vulgaris yaprak oziitiniin GC-MS SONUGIATT........cccerviiiiiinieiene e 42
Berberis vulgaris dal 6ziitiine ait GC-MS SONUGIATT........coeiiiiiiiiiieieie e 43
Hiicre Canliligt WST-8 Testi ile ANANZI .......ooviiiiiiiiiee s 45
CD33 gen ekspreSyon AUZEYIETI.........cviiieiiiiiiieiieie e 46
BAX gen ekspresyon dlzeyleri........ooociiiiiiiiiiiiiiii i 46
CDKG6 gen ekspresyon dUZEYIETT.........ccviviiiiiiiiiiiii e 47
BCL-XL gen ekspresyon dUZEYIETT........cueivieiiiiiiieiieiie e 47
CDB86 gen ekspreSyon AUZEYIETI........ucviiveriiiiiieiieie e e 48
KASPAZ-3 gen ekspresyon dUzeyleri........ccuivviiiiiiiiiiiiiiiiee s 48
SONUCLAR VE ONERILER ......ccciuiiitiiiteteise sttt 55
KAYNAKCA .ottt b bbbt bt s e e st e e et et e bbbt b 56
OZGECMIS .ottt bbb 72

viii



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. Bazi Sinyal Yolaklart ve Gorev Alan Onkogenler ..........c.coovviiiieiinencnencsenee 6
Tablo 2. Akut Miyeloid Losemide FAB Stniflamasi.........cccooeiveriiiniinniesieseeesie e 13
Tablo 3. Akut Miyeloid Losemi WHO Siniflandirmast ........cccccvevveivierieniesieseese e 14
Tablo 4. Akut Miyeloid Losemi Risk Siniflandirmast .........ccocveveiiieiieie s 16
Tablo 5. Losemi Tedavisinde Kullantlan BitKIer .............ccoovviiiiiiiiiiiiiiieee e 25
Tablo 8. RNA 1z0lasyon Kit ICerifi.......cccouieriiiiiiireiiiieiicieseeie et 39
Tablo 9. cDNA Sentezinde Kullanilan Kimyasallar ve Miktarlari...........ccooooverenenenininnnnne. 39
Tablo 10. Calismada Kullanilan Genlere Ait Primer Dizileri..........cccovvveieiiieiieenecie e, 40
Tablo 11. Kantitatif Real Time PCR Analizinde Kullanilan Kit I¢erigi ...........c.coooevvevirrnnnen. 40
Tablo 12. Eco Tech Kantitatif PCR SYBR Green PCR Dongii Protokolii..............ccccvvvnenee. 41
Tablo 13. Oziit Verim MiIKLarlari...........c.ccceueiiiiececreieeieecee e 42
Tablo 14. Berberis vulgaris Yaprak Etanol Oziitiine Ait Bilesenler ............c.cccovvveveveverennnne. 42
Tablo 15. Berberis vulgaris Dal Oziitiine Ait BileSenler.........c..o.ovvoveevivevceesreresereeesennns 43



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 1. Kanser hiicresinin meydana gelmesi.........cooovvviiiiiiiiiiiciicc e 5

Sekil 2. Tiirkiye’de Berberis vulgaris yetistigi iller (Istanbul, Kastomunu, Artvin,

SAMSUN, TOKAL) ©.iviiiieiciice ettt reeteenee e 21
Sekil 3. Berberis vulgaris yaprak ve dallarin toplanmasi ............cccoeeevveieieeieeneseene e 34
Sekil 4. Etanol 6ziitli basamaklart .............cooieiiiiiiiiiie e 35
Sekil 5. WST-8 testi calisma dlUZeNeGi........ccceriiiiiiriiiiiie e 37
Sekil 6. Berberis vulgaris yapragina ait GC-MS kromotogrami .............ccceevrereiineneninenienns 43
Sekil 7. Berberis vulgaris dalina ait GC-MS Kromotogrami .............ccoceeerereneneiineneeneseneens 44
Sekil 8. E-BVL ve E-BVD 3B yap1 gorsellestirmesi biyoaktif bilesenleri............ccoocvvvvreennee. 45
Sekil 9. E-BVL WST-8 hiicre canlilik ve inhibisyon SONUCU ...........cccvevvviieiiiiinieiicceee 46
Sekil 10. Goreceli CD33 MRNA eKSPreSyon SEVIYESI ......ccveierieriiriiniesesiseseeiesiesiesiesieseenns 46
Sekil 11. Goreceli BAX MRNA eKSPreSyon SEVIVESI ......cueveierieiieiieiiesiesieseeeesessie e sieseeseenns 47
Sekil 12. Goreceli CDK6 MRNA eKSPreSYON SEVIVEST ......ceeveverierieriiniesiieieieiesie e 47
Sekil 13. Goreceli BCL XL MRNA eKSPresyon SEVIYESI ......ccccoviiririniiiiieieesie e 48
Sekil 14. Goreceli CD86 MRNA eKSPreSyon SEVIYESI ......ccveierieiieriiiiesiesiseeieiesieseesiesieseenns 48
Sekil 15. Goreceli Kaspaz-3 MmRNA eKSPreSyon SEVIVESI ......ccveiveiirieieiieieieieniesiesie e 49



DNA

3D RCT
ADC
AKHN
ALL
AML
ANOVA
AP-1
BAX
BCL XL
BCL2
Bv
CisHssSeSis
C2HsO
CCla
CD33
CD86
CDKG6
CO2
DMSO
E-BVD
E-BVL
EGF
FAB
FBS
FGF
FLT-3
GAPDH
GC-MS
G-CSF

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

: Deoksiriboz Niikleik Asit

: 3D Conformal Radiotherapy / 3 Boyutlu Konformal Radyoterapi
: Antikor-ilaca Konjugat

. Allojenik Kok Hiicre Nakli

: Akut Lenfoid Losemi

: Akut Miyeloid Losemi

: Tek Yonlii Varyans Analizi

: Aktivator Protein 1

: B Hiicreli Lenfoma 2 Ile iliskili X Proteini

: B Hiicreli Lenfoma Ile Iliskili Biiyiik Izoform
: B Hiicreli Lenfoma 2 +

: Berberis vulgaris

: Hekza-Tert-Biitil Selenyum Trisiletan

: Etanol

: Karbon Tetrakloriir

: Siyalik Asit Baglayic1 Immiinoglobulin Benzeri Lektin 3
: Farklilasma Kiimesi 86

: Sikline Bagimli Kinaz 6

: Karbondioksit

: Dimetil Siilfoksit

: Berberis vulgaris Dal Etanol

: Berberis vulgaris Yaprak Etanol

: Epidermal Biiyiime Faktorii

: Fransiz-Amerikan-ingiliz

: Fetal S1gir Serumu

: Fibroblast Biiyliime Faktorii

: FMS- Benzeri Tirozin Kinaz

. Gliseraldehit-3-Fosfat Dehidrogenaz

: Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi

: Graniilosit- Koloni Uyaric1 Faktor

Xi



GM-CSF
HDAC
HKHN
HLA
IgA
gD
IgE
1gG
IgM
IL-1p
IMRT
ITIM

KASPAZ-3

KLL
KML
LD50
LPS
MAPK
mTOR
NFkB
NOTCH
PBMC
PDGF
PI3K
PKC
PROTAC
RB1
RNA
ROS
RPMI
SHP-1
SHP-2
Sis
STAT

. Grantilosit Makrofaj Koloni Uyaric1 Faktorii
: Yiiksek Doz Sitarabin

: Hematopoetik Kok Hiicre Nakli

: Insan Lokosit Antijeni

: Immunglobulin A

: Immunglobulin D

: Immunglobulin E

: Immunglobulin G

: Immunglobulin M

. Interlokin 1 Beta

: Intensity Modulated Radiotherapy /Yogunluk Ayarli Radyoterapi
: Bagigiklik Reseptorlerine Ozgii Inhibitér Motifler
: Sistein-Aspartik Asit Proteazi 3

: Kronik Lenfoid Losemi

: Kronik Miyeloid Losemi

. Letal Doz

: Lipopolisakkarit

: Mitojenle Aktive Edilmis Protein Kinaz

: Mammalian Target of Rapamycin

: Niikleer faktor-kB

: Sinyal Yolag:

. Periferik Kan Monontikleer Hiicreleri

: Platelet Kaynakli Biiylime Faktorti

: Fosfatidilinozitol 3-Kinaz

: Protein Kinaz C

: Bifonksiyonel Kiigiik Molekiil

: Retinoblastomal

: Riboniikleik Asit

: Reaktif Oksijen Tiirleri

: Roswell Park Memorial Institute

: Src Homoloji 2 bolgesi iceren fosfataz-1

: Src Homoloji 2 bdlgesi igeren fosfataz-2

: 3 Tane Silisyum

. Signal Transducer and Activator of Trancription / Transkripsiyonun

Sinyal Ileticileri ve Aktivitdrii

Xii



TGFp
THP-1
TNF-a
TP53
uv
VEGF-a
WHO
WNT
WST-8

: Transforming Growth Factor Beta / Doniistiiriicli Bliylime Faktorii Beta

: Insan Monositik Hiicre Hatt1

: Timor Nekrozis Faktor — Alfa

: Timor Protein 53

: Ultraviyole

: Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii-a

: Diinya Saglik Orgiitii / World Health Organization

: Wingless ve Int-1 Sinyal Yolagi

: 2-(2-Methoxy-4-Nitrophenyl)-3-(4-Nitrophenyl)- 5-(2,4-Disulfophenyl)-
2H -Tetrazolium, Monosodium Salt

Xiii



GIRIS

Kanser, diinya capinda en yaygin 6liim nedenlerinden biri olup, tedavi edebilmek
amaciyla 6zellikle gelismis tilkeler olmak iizere diinyanin ¢esitli bolgelerinde ileri diizey saglik
hizmetleri kullanilarak ¢esitli tedaviler uygulanmaktadir (Bray et al. 2012). Kanser, herhangi
bir organ veya viicut yapisindan kaynaklanabilen ve biliylimeyi durdurma yetenegini kaybetmis
hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢cogalmasiyla olusmaktadir. Kanser, ¢esitli laboratuvar testleri
veya rutin radyolojik muayene sirasinda, bazen de tesadiifen tespit edilebilir. Kanserin tespit
edilebilmesi icin genellikle 1 milyon hiicreden olusmasi veya 1 cm boyutunda olmasi
gerekmektedir. Belirli boyuta ulasan kanser, "kitle", "tiimor", "nodiil", "yumru" veya "lezyon"
gibi terimler ile adlandirilabilir, ancak bu genel adlandirmanin istisnalar1 arasinda kan ve kemik

iligi kanserleri (16semiler ve lenfomalar) yer almakta olup, bu tiir kanserler genellikle ’kitle’’

olusturmazlar ve laboratuvar testleri ile tespit edilirler (Roy et al. 2016).

Diinya genelinde, insan viicudunu etkileyen 100°den fazla kanser tiirii bilinmektedir
(Fitzmaurice et al. 2015; Pavlopoulou et al. 2021). Tiirkiye’de, 2014 yilinda kanser insidansi
yiiz binde 210,2 olarak belirlenmistir. Hematolojik malignitelerin insidans1 ise kadinlarda yiiz
binde 12,6, erkeklerde ise yiiz binde 18,2 olarak rapor edilmistir. Losemi, hematolojik
maligniteler arasinda ikinci sirada yer almaktadir (Sencan and Ince 2016). Losemi, kemik iligi
ve periferik kanda bulunan l6kositlerin kontrolsiiz klonal ¢cogalmasiyla belirlenen bir malign
hastaliktir. Losemi patolojik o6zelliklerine ve ilerleme hizina gore akut veya kronik olarak

siiflandirilabilir (Mao et al. 2018; Rahman et al. 2020).

Akut miyeloid 16semi (AML), normal hiicrelere gore proliferasyon hizi artmis ve
spontan apoptozu azalmis hiicrelerin kontrolsiiz ve klonal olarak c¢ogalmasiyla ortaya
¢ikmaktadir. Bu hiicreler hizla kemik iligini isgal etmesiyle seyreden bir malign hastalik
grubudur. AML her yil tam1 konan yeni losemi vakalarinin yaklagik olarak %Z20'sini
olusturmaktadir (Anak and Uysalol 2012). Cocukluk doneminde ortaya ¢ikan AML nin yillik
goriilme sikligi, tahmini olarak her bir milyon ¢ocuk i¢in 8 vakadir (Puumala ez al. 2013). AML
hastanin yasi, karyotip analizi, mutasyon ve komorbid durumlar gibi ¢esitli faktorlere bagl

olarak farkli sonuglar gosterebilen heterojen bir hastaliktir (Shipley and Butera 2009).

Bitkiler; besin, tedavi, giizellik iirlinleri ve aroma verici gibi pek ¢ok farkli kullanim
alanma sahip olup, insanlik tarihi boyunca benzer amaglarla kullanilmistir. Bitkilerin bir

boliimii dogal ortamdan toplanmaktayken, bir boliimii ise kiiltiire edilerek yetistirilmektedir.



Ancak, tedavi i¢in kullanilacak bitkilerin biiyiik bir kismi halen dogadan temin edilmektedir.
Bitkilerin en dikkat ¢ceken ve bilimsel incelemelere en fazla konu olan yonleri, saglik amagh
kullanimlaridir (Demirezer 2010).Geleneksel olarak, gesitli hastaliklarin tedavi edilmesi veya

tyilestirilmesi amaciyla bir¢ok dogal bilesik kullanilmaktadir ( Dey et al. 2019).

Berberis vulgaris (Bv), Berberidaceae familyasindan ve Berberis cinsine ait bir bitki
tiriidiir (Uslu 2022). Bv Asya, Avrupa, Afrika, Kuzey Amerika ve Giiney Amerika’nin ilimh
ve yari tropikal bdlgelerine dzgii bir bitkidir. Iran da dahil diinyanin birgok yerinde Berberis
cinsine ait farkli bitkiler bulunmaktadir (Rahimi-Madiseh et al. 2017). Giineybat1 Asya’da
ozellikle de Iran’da Bv*nin meyvesi "zeresk" seklinde adlandirilir ve regel yapiminda kullanilir.
Ayrica dondurma, yogurt, siitli ve jole iceren tathilarda gida katki maddesi olarak
kullanilmaktadir (Minaiyan et al. 2011). Tiirkiye’de, Berberis vulgaris dogal olarak yetismekte
olup Istanbul, Samsun, Kastamonu, Tokat ve Artvin ydrelerinde yayilim gostermektedir.
Berberis vulgaris, genel olarak tagli yamaclar, orman i¢i bosluklar ve ¢aliliklar arasinda 500-
1500 m rakimlarinda yetisir. Bu ¢ali, kisin yapragini doker, 2 m boylanabilir ve kalin, dikenli
dallara sahiptir. Dikenleri genellikle {igliidiir ve yapraga gore daha kiiciiktiir. Yapragin kenarlari
ince dislidir ve uzunluklar1 3-8 cm arasinda degismektedir (Ayna and Arslanoglu 2019). Nisan-
Mayis déneminde acan ¢igekler, salkim bi¢cimindedir ve 15 ile 25 ¢igegin bir araya gelmesiyle
olusur. Olgunlastiklarinda kirmizi renkteki meyveler, elips seklinde olup 8-12 mm uzunlugunda
ve iiziimsii bir yapiya sahiptir ( Yiicel ez al. 1995). Ulkemizde uzun yillardan beri kullanilan bu
bitkinin meyveleri "karamuk" olarak adlandirilmistir ve geleneksel olarak cesitli amaglarla
kullanilmaktadir. Bu bitkinin meyveleri, yapraklari, kokleri ve kabugu ytizyillardir ¢esitli tibbi
amaclar i¢in kullanilmistir. Bv’nin biyolojik 6zellikleri ve kimyasal bilesimi, modern tipta ve
geleneksel halk tibbinda 6nemli bir yer edinmistir (Uslu 2022). Cin tibbinda Bv’nin tibbi
kullanimlari, 3000 y1l 6ncesine kadar uzanmakta olup, diger iilkelerde bu kullanimin tarihi 2500

yila kadar gitmektedir (Rahimi-Madiseh et al. 2017).

Berberis vulgaris bitkisinin kokii, govdesi, yapraklart ve diger bolgeleri berberin,
oksiakantin, berbamin, flavonoidler, polifenoller ve antosiyaninler gibi degerli bilesikler
icermektedir. (Sivakumar and Kamachandran Nair 1991; Villinski et al. 2003; Patni et al. 2012;
Mazandarani ef al. 2013). Bu bilesikler antioksidan, antienflamatuar, hipoglisemik, hipotansif
ve hipolipidemik gibi aktiviteler de dahil olmak tlizere farkl etkiler gosterir ve tipta yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir (Mokhber- Dezfuli ef al. 2014). Bv, ates, oksiiriik, karaciger hastaligi,
depresyon, hiperlipidemi, hiperglisemi ve kanser gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir

(Abd El- Wahab et al. 2013).



Bu tez ¢alismasi kapsaminda kullanacagimiz Artvin ilinden toplanan Berberis vulgaris
yapraklar1 ve dallarinin etanol 6ziitliniin hazirlanmasi, kimyasal i¢erigin belirlenmesi ve THP-
1 hiicreleri iizerindeki etkilerini in vitro sitotoksik testleri ve gen ekspresyon diizeylerinin

belirlenmesini i¢eren ilk bilimsel ¢alismadir.



KURAMSAL TEMELLER

Kanserin Tarihsel Siireci ve Tanim

Kanser, giliniimiiziin en 6nemli saglik sorunlarindan biri olup bir¢ok gelismis iilkede
kalp ve damar rahatsizliklarindan sonra 6liime neden olan ikinci saglik sorunu olarak one
¢ikmaktadir (Sudhakar 2009). Kanser terimi, Latince “cancer’’, Yunanca ‘“carcinos’’
kelimelerinden tiiretilmistir. Bu hastalik, ortaya yeni ¢ikan bir saglik problemi olmayip tarih
boyunca diinya genelindeki pek ¢ok insani ve hayvani etkilemistir (Bayik 1989). Kanserin
izlerine ¢ok eski donemlerde de rastlanmaktadir. Yaklasik 50 milyon y1l dncesine ait dinozor
fosillerinde kemik tiimdrlerine dair izlere rastlanmis ve ayrica Milattan 500 yil dncesine ait
Ebers papiriislerinde de tiimorle ilgili gesitli bilgilere rastlanmistir. Misir piramitlerindeki
mezarlarda osteosarkom (kemik tiimérii) belirtileri tasiyan kalintilar bulunmustur. Bununla
birlikte Isa’dan 2500 y1l 6ncesine ait Ramayana destaninda tiimorler ve bu hastaligin tedavi
yontemleri hakkinda bilgiler bulunmaktadir (Bouchard-Kurtz 1972).

Tiim canli varliklar, hiicreler ile hiicre gruplarindan meydana gelir. Bir organizmanin en
kiiciik islev goren yapisal birimi hiicredir. Organizmada meydana gelen degisiklikler, ilk olarak
hiicrede baslar ve hiicrelerin gogalmasiyla devam eder. Organizmada biyotik (canli) ve abiyotik
(cansiz) faktorlere bagli olarak mutasyonlar meydana gelebilmektedir. Bu mutasyonlar ilk
olarak hiicrelerde meydana gelmektedir. Her hiicrenin belirli bir yasam siiresi bulunur ve bu
stire zarfinda boliinme ve kalitsal materyallerini aktarma yetenegine sahiptir. Tiim hiicreler,
belirli bir boliinme sayisina ulastiktan sonra dliirler. Ancak bazi hiicreler boliinme yeteneklerini
kaybetmezler ve smirsiz bir sekilde boliinmeye baglarlar. Kontrolsiiz ve smirsiz boliinme
sonucunda o dokuda bir tiimdr olusur. Sinirsiz ve kontrolsiiz bdliinmeye baslayan hiicreler
dokuda tahribata ve kansere sebep olmaktadir. Kanserli hiicreler siirekli boliinebilme
yeteneklerini siirdiirebilmek i¢in bityiime faktorlerini etkilerler bu sayede biiyiime faktorlerinin
reseptOr ifadelerini artirarak hiicrelerin daha fazla biiyiimesini ve boliinmesi saglar. Ayrica,
normal hiicrelerin 6lmesini saglayan programli hiicre 6limii mekanizmasi olan apoptozdan
kagabilme yetenegine de sahiptirler. Bu sayede, hem sinirsiz sekilde boliinmeye devam eder
hem de uzun siire hayatta kalabilirler. Sekil 1°de kanser hiicrelerinin olusum siirecini adim adim

gostermektedir (Zhu et al. 2016).
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Sekil 1. Kanser hiicresinin meydana gelmesi
Kansere Neden Olan Biyolojik, Cevresel ve Genetik Faktorler

Bati iilkelerinde her {i¢ bireyden birinde kanser goriilmekte, her bes kisiden biri ise bu
rahatsizlik sebebiyle yasamini yitirmektedir. Kanser tiirlerinin tamami, genetik materyalde
(Deoksiriboz Niikleik Asit (DNA)) meydana gelen bazi anormallikler sonucunda gelismektedir
(Futreal et al. 2001; Fearnhead 2004). Kanser vakalarinin yaklasik %10-15"inin kalitsal
oldugu, yani anne babadan aktarilan genetik bilgilerle aktarildigi; geri kalan %85-90°1ik
kisminin ise yasam boyunca canlt hiicrelerin DNA’sinin zararl etkenlere maruz kalmasi, kiigiik
fakat ilerleyici genetik degisiklikler ve kopyalama hatalari sonucu olustugu disiiniliir. Kanser,
¢ok faktorlii bir hastalik olup, radyasyondan, viriislere, bakterilerden, kalitsal faktorlere,
cevredeki faktorlerden beslenme aliskanliklarina ve kimyasal maddelere kadar pek ¢ok unsur
kanserin ortaya ¢ikmasinda etkili olmaktadir. Cevresel faktorler arasinda maruz kaldigimiz pek
cok kimyasal madde, kanser riskini artirmaktadir. Yetersiz beslenme, asir1 kilo, yaglh gidalar ve
islenmis et (salam, sosis, sucuk vb) iiriinleri gibi besinlerde kansere yol agan onemli ¢evresel
etkenlerdir. Tiitiin, hardal gazi, alkol, komiir tozu, benzen, komiir zifti, asbest, madeni yaglar
ve naftalin gibi farkli kimyasal maddeler de kanserin baslica nedenlerindendir. (Yokus and
Cakir 2012). Cevresel etmenler arasinda en etkili unsurlar arasinda tiitiin, alkollii igecekler,

islenmis yiyecekler, fiziksel ve kimyasal maddeler sayilabilir (Doll and Peta 1981).

Kanser Gelisiminde Etkin Olan Sinyal iletim Yollar

Bugtine kadar kansere neden olabilecek 250'den fazla gen tanimlanmistir. Birgok farkli
genin ve mekanizmanin insan kanserlerinin olusumunda rol oynadigin1 gostermektedir. Bu

mekanizmalar, yalnizca kanser gelisiminde degil; aynt zamanda normal hiicrelerin yasam



stiresini ¢gogalmasini, farklilagsmasini ve islevini diizenleyen sistemlerdir Kanser hiicrelerinde
bu diizenleyici sistemler, kontrolsiiz ¢cogalma, farklilagmanin baskilanmasi, programli hiicre
6limiinlin (apoptoz) azalmasi ve doku mimarisinin bozulmasit gibi kanserli hiicrelere 6zgi
Ozelliklerin ortaya ¢ikmasina neden olacak sekilde ya asir1 aktif hale gelir ya da islevini yitirir.
Baz1 "kanser yollar1" belirli bir kanser tiiriine 6zgii olabilirken, bazilar1 k6tii huylu tiimorlerin
genis bir yelpazesinde 6nemli rol oynayabilirler. Bir “kanser yolu”, insanlarda kansere yol
acabilmesi i¢in genetik veya epigenetik bir mutasyonla aktive edilen ya da baskilanan hiicresel
diizeyde diizenleyici islevi olan bir sistemdir. Genellikle kanser yollari, belirli bir kanser tiiriine
0zgii olabilecegi gibi, farkli kanser tiirlerine sahip bireylerde ayni diizenleyici sistemin farkli

bilesenlerindeki degisikliklerle de ortaya ¢ikabilir (Schulz 2023).

Bu kriterler temel alindiginda, ¢esitli diizenleyici sistemler Tablo 1'de gosterildigi gibi
tipik kanser yollar1 olarak degerlendirilebilir. Bunlar, mitojenle aktive edilmis protein kinaz
(MAPK) yolaklar1, timor protein 53 (TP53) diizenleyici sistemi ve Retinoblastomal (RB1)
etrafinda yogunlagsmis hiicre dongiisii diizenleyici agindan meydana gelmektedir. Bu yolaklar
birbirleriyle etkilesim igindedir. Ayn1 zamanda fosfoinozitid-3-kinaz (P13K) yolu, protein kinaz
C (PKC) kinazlari, Transkripsiyonun Sinyal Ileticileri ve Aktivitorii (STAT) yolu, Niikleer
faktor-kB (NFkB) yolu ve doniistiiriicii biiyiime faktorii beta (TGFJp) yanit yolu gibi benzer
sinyal yollar1 ve proteinlerle de iligkilidirler. Ugiincii bir kanser yolu grubu ise WNT ve
Hedgehog sinyal yollar1 ile NOTCH diizenleyici mekanizmasindan meydana gelmektedir
(Pazarbasi et al. 2011).

Tablo 1. Bazi Sinyal Yolaklar1 ve Gorev Alan Onkogenler

Sinyal Goriilen Kanser Tipleri Yolaktaki Onkogen Yolaktaki Tiimér
Yolag: Proteinler Baskilayicilar
MAPK Bir¢ok RAS, BRAF (MYC)

Yolag:

PI3K Yolag: Bircok PI3K, AKT PTEN, CTMP
TP53 Agi Bir¢ok MDM?2, HDM2 TP53, ATM BAX
RBI1 Ag Birgok Cyclin D1, CDK4, RBI, pl6™R4A | ] SINK4B,

(MYC) p57KIE2
TGFf Karsinomlar, baz1 yamusak doku TGFSRIL, SMAD?2,
Yolag kanserleri ve bazi losemiler SMAD4, RUNX
JAK/STAT Bazi karsinomlar, bir¢ok 16semi STATS3, STATS STATI, SOCS1
Yolag: ve lenfomada
NFKB Bazi losemiler, bir¢cok Rel Proteinleri CYLD
Yolag: karsinomlar

WNT Yolag:  Kolon, karaciger, meme, mide ve WNT1, - Catenin APC, AXIN

diger karsinomlar

SHH Yolag: Spesifik deri, beyin ve akciger SHH, SMO, GLI1 PTCHI, PTCH2

kanseri
NOTCH T-hiicre lenfomalar: ve NOTCH1 NOTCHI

Yolag

karsinomlar




Kanser Tedavisinde Uygulanan Yoéntemler

Modern tiptaki tiim gelismelere ragmen, kanserin ortaya ¢ikmadan 6nce tespit edilmesi
ve erken evrede onlenmesi biiyiik bir onem tasimaktadir. Kansere kars1 alinabilecek koruyucu
Onlemler arasinda; sigara ve tiirevi triinlerden kagimak, alkol alimini minimum seviyeye
diistirmek, giinliik bedensel aktiviteyi artirmak, meyve ve sebze acisindan zengin, dengeli bir
beslenme diizeni benimsemek, giinesin zararli ultraviyole (UV) isinlarina asirt maruz
kalmaktan kaginmak, kirmizi etin asir1 tiiketiminden uzak durmak gibi aligkanliklar
benimsenebilir. Kanser tedavisinde, hastanin yasi, genel saglik durumu, hastalik Gykiisi,
kanserin tiirii ve evresi gibi birgok faktore bagli olarak degerlendirilir. Bu nedenle her tedavi
yontemi kendi avantaj ve dezavantajlariyla degerlendirilir. Tedavi siirecinde cerrahi miidahale,
kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi gibi yontemler tek basina ya da birbirleriyle
kombinasyon halinde uygulanabilir. Bu ¢ok yonlii yaklasim, tedavi etkinligini artirmak igin

hastaya 6zel bir planlama yapilmasina olanak tanir (Baykara 2016).

Radyoterapi

Kanseri tedavi etmek amaciyla iyonize edici radyasyon kullanilarak kanser hiicrelerinin
yok edilmesine yonelik bir yontem olan radyoterapi, giiniimiizde geleneksel kanser tedavi
yaklasimlariin en 6nemlilerinden biridir. Radyoterapi, dissal ya da i¢sel 151n tedavisi olarak,
spesifik bir bolgeye ya da tiim viicuda uygulanabilir. Radyoterapinin amaci, kanser hiicrelerinin
miimkiin oldugunca yok etmek ve saglikli hiicrelerin minimum diizeyde zarar vermektir. Bu
tedavi yontemi esnasinda cesitli teknikler kullanilir; bunlar arasinda Yogunluk Ayarli
Radyoterapi (IMRT), 3 Boyutlu Konformal Radyoterapi (3D RCT) gibi teknikler
kullanilmaktadir (Baykara 2016). Yaygin olarak tercih edilen IMRT teknigi, prostat, meme,
beyin ve bas-boyun kanserlerinde sik¢a uygulanmaktadir. Bu yontemde, hedeflenen bolgeye

Ozgii farkli yogunluklarda 1sinlar verilerek, hastaya uygun dozda radyasyon tedavisi saglanir
(Kinhikar et al. 2014).

Kemoterapi

Kanser tedavi etmek igin kullanilan kemoterapi, kemoterapotik ajanlar araciligi ile
kanser hiicrelerini yok etmeyi amaglayan bir tedavi yontemdir. Bu ajanlar sitotoksik (hiicre
oldiiriicli) ve antikanser 6zellikler tasimaktadir. Kemoterapi, baz1 durumlarda tek basina etkili
bir tedavi yontemi olabilirken, cogu zaman destekleyici ilaglarla birlikte kullanilarak tedavi
etkinligi artirilabilir. Bu destekleyici ilaglar arasinda antimetabolitler, alkilleyici ajanlar,
topoizomeraz inhibitorleri, mitotik engelleyiciler, kortikosteroidler ve tiimor Kkarsiti

antibiyotikler yer almaktadir. Ozellikle 16semi ve lenfoma gibi hematolojik kanser cesitlerinde



kemoterapi etkili sonuglar vermektedir (Mian et al. 2016). Kemoterapétik ilaglar intrakaviter
(viicut bosluguna), intratekal (omurilik sivisina), intravendz (damar yoluyla) veya oral (agiz
yoluyla) olarak verilebilir. Oral yolla alinabilen kemoterapi ilaglar1 tedavinin evde de kolayca

devam ettirilmesine imkan tanimaktadir (Lucena et al. 2015)

Hormonal tedaviler

Hormonlar, viicutta birbirleriyle etkilesime girerek kandaki ve dokulardaki seviyelerini
degistirebilen biyolojik bilesiklerdir. Bir hormonun seviyesindeki yiikselis, baska hormonun
seviyesinin azalmasma neden olabilir. Bu nedenle, tedavi siirecinde hormon reseptorlerini
baskilamak yerine hormon replasman tedavisinin uygulanmasi tercih edilebilir (Eden 2003;
Ohlmann 2015). Bazi kanser tiirlerinde hormon reseptdrlerini baskilayarak tedavi uygulamak
etkili bir yontemdir. Reseptorlere etkilesime giren molekiiller, ilgili hormonun bu reseptorlerle
etkilesime girmesini engeller ve bdylece hiicreye biiylime sinyallerinin iletilmesini durdurur
(Groom and Younis 2016). Hormon tedavisinde bir bagka yaklasim ise hormonlarin sentezini
engellemektir. Bu yaklasima ornek olarak, aromataz inhibitorleri verilebilir. Bu ilaglar,
androjenin Ostrojene donisiimiinii saglayan aromataz enzimini inhibe ederek, Ostrojen

reseptorii pozitif meme kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Ali et al. 2016).

Cerrahi yontemler

Cerrahi miidahale, kanser tedavisinde genellikle radyoterapi ve kemoterapi ile birlikte
uygulanabildigi gibi, cogu zaman tek basina da tercih edilen yaygin bir yontemdir. Ortaya
cikabilecek kanserlerin 6nlenmesinde koruyucu amacla, doku 6rnegi alinip (biyopsi) teshis
konulmasinda ve metastaz ya da yayilimin olmadigi durumlarda kanserli doku veya kitlenin
viicuttan uzaklastirilmasinda sik¢a basvurulan bir yontemdir. Kanserli kitlenin ¢evresindeki
saglikli dokulara zarar vermeden tamamen ¢ikarma imkani bulunmadigi durumlarda, cerrah,
kitlenin bir kismin ¢ikararak islemi siirdiirmeden 6nce kemoterapi veya radyoterapi ile kitlenin
boyutunun kiigiiltiilmesini tercih edebilir. Cerrahi miidahale, son olarak hasar géren doku veya
bdlgenin onarimi ve yeniden sekillendirilmesinde de kullanilabilir. Geleneksel yontemlerin
yant sira, viicudun i¢ kismi 6zel bir kamera sistemiyle goriintiilenerek daha kiigiik kesiler ve
komplikasyonlara yol agan laparoskopik cerrahi, sivi azot veya soguk problar yardimiyla
dokular1 dondurarak yok eden kriyo cerrahi, hassas ve ulagilmasi gii¢ bolgelerde uygulanan
robotik cerrahi, yogun 1s1k enerjisiyle yapilan lazer cerrahi ve yiiksek frekansta elektrik
akimiyla calisan elektro cerrahi gibi farkli tekniklerle pek ¢ok basarili operasyon sik¢a
gerceklestirilmektedir (Baykara 2016).



Immiinoterapi

Immiinoterapi tedavi yontemi, viicudun savunma sisteminin i¢ ve dis uyaricilara kars
gosterdigi tepkiyi kullanarak uygulanmaktadir. Kanser tedavisinde ii¢ temel molekiil grubu
yaygin olarak tercih edilmektedir. Bunlar, antikorlar, sitokinler ve hiicresel yapilardir.
Tedavinin amaci, savunma sistemini uyararak kanserli hiicrelere karsi saldirtya gegmesini
tesvik etmektir. Bu, viicudun kendi bagisiklik sistemiyle yapilabilecegi gibi, yapay tetikleyiciler
(monoklonal antikorlar) kullanilarak da saglanabilir (Baykara 2016).

Antikor tedavileri

Antikorlar, viicuda giren yabanci maddelere (antijenlere) karsi B hiicreleri tarafindan
iretilen proteinlerdir ve 4 polipeptid tasiyan immiinoglobulinlerdir. Fonksiyonlarina ve yapisal
ozelliklerine gore Immunglobulin D (IgD), Immunglobulin G (1gG), Immunglobulin M (IgM),
Immunglobulin E (IgE) ve Immunglobulin A (IgA) olmak iizere bes farkli alt gruba ayrilirlar.
Her bir B hiicresi, belirli bir antikor tiretme kapasitesine sahiptir, ancak iiretilen miktar, belirli
bir kanser hiicresi tiiriine karsi yeterli olmayabilir. Bu sebeple, belirli bir proteine kars1 6zel
olarak tiretilmis ve ayn1 kokenden gelen kanser hiicresindeki yalnizca bir epitopu tanimak {izere
monoklonal antikorlar iiretilir. Bu antikorlar, hiicrenin sinyallerini engelleyerek, bagisiklik
sistemini uyararak veya ilaglar1 hiicrelere tasiyarak islevlerini yerine getirirler (Grover and Park
2015).

Non-spesifik kanser immiinoterapileri

Bu tiir tedaviler, savunma sistemini harekete ge¢iren ve belirli bir hiicre tipini
hedeflemeyen tedavilerdir. Destekleyici tedavi olarak, bagisiklik sistemini uyararak siireci
hizlandirirlar. Viicudun hastaliklara karsi savunmasini gii¢lendiren interferonlar, T ve B
hiicrelerinin iletisimini saglayan ve hiicre gelisiminde etkili olan interlokinler, kemik iliginde
kan hiicresi liretimini destekleyen graniilosit makrofaj koloni uyarict faktorii (GM-CSF) bu tiir
tedavilerde yararlanilan maddelerdir (Baykara 2016)

Kanser asilari

Kanser agilari, zayiflatilmis molekiiller kullanarak bagisiklik sistemini harekete geciren
ve hastaliklart 6nlemeyi amaglayan geleneksel asilarla benzerlik gosterir. Aradaki tek fark,
kanser hiicrelerinin hedef alinmasidir. Bu da ya T ya da B hiicrelerini uyararak gergeklestirilir

(Agorastos et al. 2015 ; Roland et al. 2016).



Kanser biiyiime baskilayicilari (Inhibitérleri)

Kanser hiicrelerinin kendi kendine biiyiimesini engelleyebilme yontemlerinden biri,
hiicrelerin biiyiimesini durdurmaktir. Hiicrenin gelisimi ya da 6liimii, reseptorlerine baglanan
etkenlerle birlikte kontrol edilir. En yaygin taninan biiylime faktorleri arasinda; Epidermal
Biiyiime Faktorii (EGF), Platelet Kaynakli Biiyiime Faktorii (PDGF), Vaskiiler Endotelyal
Biiyiime Faktorii VEGF) ve Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF) yer almaktadir (Bae et al. 1997
; Takahashi and Shibuya 2005). Biiyiime ectkenlerini engelleyenler arasinda; proteazom
inhibitorleri, Fosfatidilinozitol 3-kinaz (PI13K), tirozin kinaz inhibitérleri, mTOR (Mammalian
Target of Rapamycin) inhibitorleri ve histon deasetilaz inhibitorleri, bulunur (Giordano et al.
2016 ; Thompson et al. 2015). Hiicrenin biiylimesi Ve metabolizmasi gibi siireglerden sorumlu
mTOR, protein kinaz ailesine dahil bir serin/treonin kinaz enzimidir ve 6rnegin meme kanseri
gibi pek cok kanser tiiriinde, tlimor hiicrelerinin kontrolsiiz biiylimesini ve g¢ogalmasini

durdurmak i¢in tedavi amaciyla kullanilabilir (Capozzi et al. 2015; Jerusalem et al. 2018).

Kiiresel ve Ulusal Ol¢ekte Kanserin Epidemiyolojisi

Kanser, diinyada ve {ilkemizde kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer alan
6lim sebeplerindendir. Diinya genelinde gerceklesen her 6 6liimden biri, iilkemizde ise her 5

oliimden biri kanser kaynaklidir (T.C Saglik Bakanlig1 2021, WHO 2022).

Kanser hastalarinin tedavi ve bakimi, diger pek ¢ok hastalik gibi, diinya genelindeki
esitsizlikleri yansitmaktadir. Genis capli tedavi hizmetleri, yiiksek gelir diizeyine sahip
tilkelerin %90"'indan fazlasinda erisilebilirken, diisiik gelirli tilkelerde bu oran %15'in altindadr.
Ayni sekilde, kansere yakalanan ¢ocuklarin yasam siiresi, yiiksek gelirli lilkelerde %80’in
tizerinde iken, diisiik ve orta gelirli iilkelerde %30’un altinda kalmaktadir. Meme kanseri
tanisinin ardindan bes y1l sonra sag kalim orani, Giiney Afrika’daki %40 , Hindistan’da %66
ve yliksek gelirli iilkelerin biiyiik bir kisminda bu oran%80’in iizerindedir. Kanser goriilme
siklig1, yasla birlikte artan risklerin birikmesi nedeniyle belirgin bir sekilde yiikselmektedir. Bu
risk birikimi, birey yaslandik¢a hiicresel onarim mekanizmalarinin daha az verimli hale
gelmesiyle de birlegsmektedir. Diinya genelinde kadin ve erkeklerde kanser goriilme sikligina
bakildiginda, Kuzey Amerika, Avrupa ve Avustralya'da daha yiiksek oldugu
gozlemlenmektedir (WHO 2022).

Losemi
Loseminin tarihsel siireci ve tanimi

Losemi kelimesi, Yunanca'da 'beyaz' anlamina gelen 'lokos' ve 'kan' anlamindaki 'haima’

sozciiklerinden tiiretilmistir (Arber et al. 2016). Hematoloji terimi ilk defa 1743 yilinda Thomas
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Schwenke tarafindan kullanilmistir. Loseminin tanimlanabilmesi, mikroskobun 19. yiizyilda

tibbi uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaya baglanmasiyla miimkiin hale gelmistir (Piller
2001).

Losemi anormal beyaz kan hiicresinin hizla c¢ogalmasi sonucunda ortaya c¢ikan
hematolojik bir hastaliktir ( Nemkov et al. 2019). Pediatrik donemde en sik karsilasilan malign
hastalik tiirii olan 16semi, 20 yas altindaki kanser vakalarinin yaklasik %30’unu olusturmaktadir
(Clarke et al. 2016). Losemiler, kaynaklandiklari hiicre tiiriine gore lenfoid ve miyeloid olarak;
hastaligin seyri ve hiicrelerin olgunluk diizeyine gore ise akut ya da kronik seklinde
smiflandirilir. Bu smiflandirma akut miyeloid 16semi (AML), kronik miyeloid 16semi (KML),

akut lenfoid 16semi (ALL) ve kronik lenfoid 16semi (KLL) seklindedir (Franks and Teich 1997).

Loseminin epidemiyolojisi

Losemi, kan hastaliklar arasinda dikkate deger bir konumda yer almakta olup, goriilme
sikligi ve yaygmligi agisindan diinya genelinde farklilik arz etmektedir. Epidemiyolojik
calismalar, l0seminin yas, cinsiyet, cografi bolge ve cevresel faktorlerle iligkisini ortaya
koymaktadir. Ozellikle gocukluk déneminde rastlanan Idsemi tiirleri ile yetiskin bireylerde
goriilen kronik ve akut 16semi tiplerinin goriilme sikliginda belirgin farkliliklar bulunmaktadir.
Diinya Saglik Orgiitii ve ulusal kanser kayitlari, 16seminin yillik insidans oranlarmin her
100.000 kiside 1 ila 5 vaka arasinda degisiklik gosterdigini belirtmektedir (Redaelli et al. 2005;
Dores et al. 2012).

Losemi etiyolojisi ve patogenezi

Losemilerin etiyolojisi kesin olarak bilinmemekle birlikte, hastaligin multifaktoriyel bir
yaptya sahip oldugu ve gevresel faktorlerle genetik yatkinliklarin etkilesimi sonucu ortaya
ciktig1 disiiniilmektedir. Etiyolojik agidan, kalitsal yapidaki bozulmalar, kromozomlardaki
diizensizlikler ve gen ifadesini etkileyen epigenetik degisimler, 16seminin ortaya c¢ikisinda
temel bir etkiye sahiptir. Bunun yani1 sira kimyasal maddeler ile temas, viriis kaynakli
enfeksiyonlar ve bazi kanser tedavisinde kullanilan ilaglar 16semi olasiligini yiikselten ¢evresel
etmenler arasindadir. Hastalik gelisim siireci acisindan ise, hematopoetik kok hiicrelerin
kontrolsiiz ¢ogalmasi ve olgunlasma siirecindeki bozukluk, Il6seminin ana isleyis

mekanizmasint meydana getirir (Alter 2007).

Losemide tan1 yontemleri ve klinik degerlendirme

Loseminin tanimlanabilmesinde erken ve dogru teshis hastaligin prognozu ve tedavi

etkinligi bakimindan hayati bir rol oynamaktadir. Tani koyma siireci, hastanin klinik
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belirtilerinin ayrintili incelenmesiyle baslar ve kan testleri, kemik iligi 6rneklemesi ile biyopsi
gibi girisimsel yontemlerle devam eder. Tam kan sayimi ve kan yaymasi, anormal hiicrelerin
tespitinde ilk asamay1 olustururken, kromozom analizleri ve genetik testler hastaligin alt
tiplerinin belirlenmesi ve risk degerlendirmesi ic¢in biiyilk 6nem tasir. Ayrica, bagisiklik
fenotipine yonelik testler, loseminin siniflandirilmasinda ve uygun tedavi planmnin
hazirlanmasinda 6nemli rol oynar. Losemi tanisinda karsilasilan ilk laboratuvar bulgulari
arasinda siklikla 16kositoz, normokrom, normositer anemi ve trombositopeni yer almaktadir.
Periferik yaymalarda ¢ogunlukla blast hiicreleri saptanmakla birlikte, olgularin yaklasik
%10’unda periferik yayma sonuglari normal sinirlarda olabilir. Ayrica periferik yayma, kan
hiicrelerinde etkisiz hematopoeze bagli olarak gelisen anomalilerin (displastik degisiklikleri)
de gozlenmesini saglar. (Bozkurt et al. 2019).

Losemiden siiphelenilen durumlarda taninin kesinlestirilmesi amaciyla kemik iligi
aspirasyonu yapilarak drnek incelenmelidir. Incelenen kemik iliginde blast hiicre oranimnin
%25'in lizerinde olmasi, 16semi tanisi i¢in temel kriterlerden biridir. Ancak, miyelofibrozis gibi
durumlarda veya kemik iliginin yogun 16semik hiicrelerle infiltre oldugu olgularda, kemik iligi

biyopsisi aspirasyona alternatif olarak tercih edilebilir (Eguiguren and Pui 1992).

Akut Miyeloid Losemi
Akut miyeloid l16semi’nin tanim

Akut miyeloid 16semi, olgun hiicre formlarma farklilagsma yetenegini kaybetmis ve
molekiiler diizeyde genetik hasar tasiyan miyeloblastlarin kan, kemik 1ligi ve ¢esitli dokularda
birikimiyle gelisen; her yas grubunda goriilebilmekle birlikte en sik ileri yaslarda ortaya ¢ikan

bir hematolojik malignitedir (Juliusson et al. 2009; National Cancer Institute 2018).

Akut miyeloid losemi’nin epidemiyolojisi

Akut miyeloid 16semi, her yil tani alan yeni ldsemi vakalarinin yaklasik %20’sini
olusturmaktadir. Cocukluk doneminde, ALL, AML’ye kiyasla yaklasik dort kat daha sik
goriilmektedir. Ancak, yenidogan doneminde AML daha yaygin olarak izlenirken, ad6lesan
donemde AML sikliginda artis gézlenmekte ve bu yas grubundaki yeni 16semi vakalarinin
yaklasik %50’sini olusturmaktadir. Bu artis, eriskin yaslarda da devam etmektedir (Anak and
Uysalol 2012).

Akut lenfoblastik 16semi, erkek bireylerde daha sik goriiliirken; Akut miyeloid 16semi
acisindan cinsiyetler arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir. AML sikliginda artis genetik
hastaliklar (Ataksi -Telenjektiazi, Down sendromu, Kostmann Sendromu, Fankoni Anemisi,

Diamond Blackfan Anemisi vb.) ve ¢evresel faktorlere (Sigara-ilag-alkol kullanimi, maternal
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ilaglar, radyasyon, petrol iirlinleri, pestisitler ve herbisitler gibi) bagli olarak degismektedir

(Anak and Uysalol 2012).

WHO ve FAB losemi siniflandirmasi

1976 yilinda Amerikali, Ingiliz ve Fransiz hematologlardan olusan bir grup tarafindan,
akut I6semilerin siniflandirilmasina yonelik olarak Fransiz-Amerikan-Ingiliz (FAB) siniflamasi
gelistirilmistir. Bu siniflama, akut 16semileri sitokimyasal boyanma 6zellikleri ve hiicrelerin
morfolojik goriinimlerine gore kategorize etmektedir. Ancak FAB siniflamasi;
immiinfenotipleme (bagisiklik fenotip analizi), elektron mikroskopisi, kromozom analizleri,
molekiiler biyoloji temelli inceleme yontemleri ve nadir goriilen l6semi alt tiplerini
kapsamamaktadir. FAB siniflamasina gore akut miyeloid 16semi farkli alt tiplere ayrilir; bu
smiflama Tablo 2'de sunulmustur. (Bennett et al. 1976; Schumacher 1990; Head 2004,
Yorulmaz et al. 2010).

Tablo 2. Akut Miyeloid Lésemide FAB Siniflamasi

AKUT MIYELOID LOSEMI
ALT TIP Tammlama
Mo En az duzeyde farklilasma gosteren akut miyeloblastik 16semi
M1 Olgunlasamayan akut miyeloblastik 16semi
M2 Grantilositik olgunlagsma gésteren akut miyeloblastik 16semi
M3 Akut promiyelositer 16semi
M3V Akut variyant promiyelositer l6semi (mikrogra-nuler)
M4 Akut miyelomonositer 16semi
M4EO Akut eozinofilik miyelomonositer 16semi
MS5SA Akut monoblastik 16semi
M5B Akut monositer l6semi
Mo Akut eritrolésemi
M7 Akut megakaryoblastik 16semi

Akut 16semide kromozomal ve molekiiler genetik bozukluklarin belirginlesmesi ve bu
anormalliklerin hastaligin prognozunda 6nemli bir rol oynamasi, yeni bir smiflandirma
sistemine olan ihtiyac1 ortaya ¢ikarmistir. Bu dogrultuda, 2001 yilinda Diinya Saglik Orgiitii

(World Health Organization — WHO), akut 16semilerin yani sira lenfoid ve hematopoietik
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kokenli timdrleri de kapsayan yeni bir simiflandirma sistemi gelistirmigtir. WHO
siiflamasinda; hiicre yapisi, bagisiklik fenotipi, kromozomal ve molekiiler biyolojik 6zellikler
dikkate alinarak, akut 16semi tanis1t koymak i¢in blast hiicre sayis1 %30’dan %20’ye diisiiriillmiis
ve daha nadir goriilen 16semi alt tipleri siniflandiriimaya dahil edilmistir. Akut Miyeloid
Loseminin WHO smiflandirmasi detaylari Tablo 3’te yer almaktadir. (Second MIC Cooperative
Study Group 1988; Matsuo and Drexler 1998; Bene et al. 1995; Legrand et al. 2005; Yanada
et al. 2005).

Tablo 3. Akut Miyeloid Losemi WHO Siniflandirmasi ( Falini and Martelli 2023)

Akut Miyeloid Losemi

Tekrarlayan Genetik Bozukluklarla Goriilen ANML

s 1(8:21)(q22:922).(AML L/ETO) ile AML

e inv(16)(pl3q229 veyat(16;16)(p13;q22),(CBFS/MYHI-1) ile AML

¢  Alkut promiyelositer 1dsemi (t(15;17)q22;q22), (PML/RARa) ile AML)
¢ 11923 (MLL) anomalisi ile AML

Cogul Seri Displazisi ile Seyreden AML

e  Onceden miyelodisplastik sendromlu
¢  Onceden miyelodisplatik sendrom olmadan

Tedaviye ikincil AML ve MDS

 Alkilleyici ajanlarla iliskili
» Topoisomeraz II inhibitdr ile iliskili

Tanmmmlanan Gruplara Girmeyen AML

Minimal farklilasma gdsteren AML

Olgunlasma gdstermeyen akut miyeloblastik

Alut mivelofibrozis ile panmiyelozldsemi

Graniilositik olgunlasma gdsteren akut miyeloblastik 16semi
RARa rearrajmani géstermeyen akut promiyelositer lGsemi
Alaut mivelomonositik 16semi

Akut monoblastik ve monositer lGsemi

Alut eritrolésemi

Alut megakaryoblastik 16semi

Alkut bazofilik 16semi

Myeloid sarkom
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Klinik Bulgular ve Tam Siireci

Losemik hiicrelerin etkiledigi organ ve dokulara bagli olarak ¢esitli klinik belirtiler ve
sikayetler olusmaktadir. AML'de olgularin biiyiik ¢ogunlugunda, kemik iligi ve kemik iligi dis1
16semik yayilima bagli semptomlar 6n plandadir. Ates, istahsizlik, halsizlik, solgunluk,
kanama, sitopeni (anemi, nétropeni ve trombositopeni), enfeksiyonlara yatkinlik ve kilo kayb1

gibi belirtiler yaygin olarak gézlenmektedir (Arceci and Meshinchi 2015).

Trombosit diistikliigiine bagl olarak ortaya ¢ikan petesiler, burun kanamalari, dis eti
kanamalari, goz cevresindeki kanamalar ve ciltte olusan yaralanmalardan sonra durmayan
kanamalar hastaligin erken belirtileri arasinda yer alir ve tan1 aninda hastalarin yaklagik olarak
yarisinda bu bulgulara rastlanmaktadir. AML hastalarinda, ALL hastalarinin aksine, kemik
agrilar1 daha nadir goriilmektedir. Hastaligin ilerleyen evrelerinde ise, 1osemiye bagli cilt

tutulumu (miyeloid tiimdr) olgularin yaklasik %13’tinde ortaya ¢ikmaktadir (Bear et al. 1989).

Tedavi Yaklasimlari

Akut miyeloid l6semi (AML) hastalarina uygulanacak tedavi siireci, hastanin yasina
gore farklilik gosterebilir. Geng ve ileri yastaki hastalar icin izlenecek tedavi protokolleri
arasinda degisiklikler s6z konusu olabilir. Tedavi yontemleri, genellikle 60 yasin altindaki ve

tizerindeki bireyler olarak iki gruba ayrilmaktadir (Erkurt 2017).

60 yasin altindaki hastalara yonelik uygulanacak tedavi yontemi;
Remisyon indiiksiyon tedavisi

Losemik hiicre sayisini belirlenebilir diizeyin altina diigiirmektir. En yaygin yontem
‘3+7° protokoliidiir: 7 giin siireyle sitarabin ve 3 giin silireyle antrasiklin (daunorubisin,
idarubisin veya mitoksantron) verilir. Genglerde idarubisin, yaslilarda daunorubisin tercih

edilir. (Mandelli et al. 2009; Li et al. 2015).

Konsolidasyon tedavisi

Sitogenetik risk siiflandirilmasina gore iyi, orta ve kotii olarak gruplandirdiktan sonra
tedavi diizenlenmelidir. AML sitogenetik risk siniflandirilmasi Tablo 4’te sunulmustur (Déhner

et al. 2010).
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Tablo 4. Akut Miyeloid Losemi Risk Siniflandirmasi

Iyi risk grubu (%25)

inv(16), t(16;16), CBFB-MYHI11
e (8;21), RUNXI1-RUNXITI1

e t(15:17)

e Normal sitogenetige sahip vakalarda, FLT3 negatif olan ve NPM1 mutasyonu ya da
CEBPA mutasyonu tasiyan vakalar
Orta risk grubu (%65)

e Normal sitogenetik

e +8

e (9;11), MLLT3-MLL

e Diger tanmimlanamayanlar

e inv(16) veya t(16;16), t(8;21) kromozom degisikliklerine sahip olan ve c-KIT
mutasyonu tasiyan vakalar

Kotii risk grubu (%10)

e Normal sitogenetige sahip olup NPMI1 mutasyonu bulunmayan ve FLT3-ITD
mutasyonu tasiyan vakalar

e Karmasik karyotip

e -5,5g-,-7,7q-, 11923, non t(9;11), inv(3), t(3;3), t(6;9), t(9;22)

Iyi risk grubu: 3—4 kiir yiiksek doz sitarabin (HDAC) uygulanir. Bu grupta HDAC, kok
hiicre nakline gore istiin degildir. Relaps riski %35’in altindadir (Yanada et al. 2005;
Cornelissen et al. 2007; Koreth et al. 2009).

Orta risk grubu: Insan Lékosit Antijeni (HLA) uyumlu dondr varsa allojenik nakil tercih
edilir. Dondr yoksa 1-2 kiir HDAC sonrasi otolog nakil ya da 3—4 kiir HDAC verilir. 4 yillik
hastaliksiz yasam siiresi ~%30’dur (Weick et al. 1996).

Kétii risk grubu: Uygun verici varsa allojenik nakil yapilir. Yoksa HDAC sonrasi otolog
nakil ya da klinik aragtirmalar 6nerilir. 5 yillik yasam orant %15-30’dur. (Cornelissen et al.
2007).

60 yas ve iistii hastalara yonelik uygulanacak tedavi yontemi

Tedavi karar1 yasa ek olarak hastanin genel durum ve anamnez verileri dikkate alinarak
verilir (Schiffer 2010). Yogun kemoterapi uygun hastalarda uygulanabilir: 7 giin sitarabin + 3
giin idarubisin veya daunorubisin. Alternatif olarak: Diisiik yogunluklu tedavi (sitarabin, 5-

azasidin, desitabin) tercih edilir. Koétii riskli hastalarda destekleyici tedavi ya da klinik aragtirma

16



onerilir (Lowenberg et al. 1989). Uygun hastalarda diisiik yogunluklu hazirlik sonrasi allojenik
nakil yapilabilir (Giralt et al. 2009; Prébet et al. 2009).

Niiks tedavi

Kurtarma tedavisi olarak yiiksek doz sitarabin , antrasiklin ve + etoposid kombinasyonu
ya da fludarabin, sitarabin ve idarubisin kombinasyonu uygulanabilir. Ayrica, graniilosit-koloni
uyarict faktor (G-CSF) destegiyle birlikte kok hiicre nakli veya uygun hastalarda klinik
arastirma protokoliine dahil edilebilir (Ho et al. 1988 ; Jackson et al. 2001).

Kok hiicre nakli

AML hastalarinda hastaligin tekrar etme orani, iyi sitogenetik risk grubunda %30, orta
risk grubunda %43 ve kot sitogenetik grupta ise yaklasik %75 civarindadir. Allojenik kok
hiicre nakli (AKHN), otolog kok hiicre nakline kiyasla daha basarili bir tedavi secenegi olarak
kabul edilmekte ve hastaligin tekrar etme oranlarinin daha diisiik seviyelerde seyrettigi
bilinmektedir (%24-36'ya karsilik %46-61). Yasam siiresi agisindan, allojenik ve otolog kok
nakli arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir. Standart risk grubundaki bazi hastalara (bir
kiirle remisyona ulasamayanlar, FMS- Benzeri Tirozin Kinaz (FLT3) mutasyonu tespit
edilenler) uygun bir donér mevcutsa, AKHN yapilmalidir. Koétii sitogenetik risk grubunda HLA
uyumlu kardes vericiden gerceklestirilen hematopoetik kok hiicre naklinin (HKHN) yasam
siiresi ve hastaligin tekrar etme oranlar1 lizerinde belirgin sekilde olumlu bir etkisi oldugu
gozlenmemektedir (Zittoun et al. 1995; Harousseau et al. 1997; Burnett et al. 1998; Cassileth
et al. 1998; Suciu et al. 2001; Burnett et al. 2002).

THP-1 Hiicre Hatti

THP-1, ¢ocukluk doénemine ait akut monositik 16semi olgusunun periferik kan
orneginden Tsuchiya ve ark. tarafindan 1980 yilinda elde edilmis, dogal yolla siirekli
¢ogalabilen monosit benzeri 6zellikler tasiyan bir hiicre hattin1 ifade eder (Tsuchiya et al. 1980;
Bosshart and Heinzelmann 2016). Bu hiicre hatti, monosit/makrofaj fonksiyonlarini, hiicresel
mekanizmalarini, sinyal iletim yollarin1 ve besin ile ilag tasinmasi gibi siiregleri arastirmak
amaciyla sik¢a kullanilan bir insan 16semi monosit hiicre hattidir. Bu hiicre hattr, monosit ve
makrofaj etkinliklerinin diizenlenmesini 6ngérmek amaciyla siklikla kullanilan bir hiicre
hattidir (Chanput et al. 2014). Genetik olarak modifiye edilmis varyantlari da dahil olmak tizere
THP-1 hem normal durumda hem de hastalik kosullarinda monositlerin yapisal ve islevsel

ozelliklerini incelemek i¢in 6nemli bir kaynak saglar (Bosshart and Heinzelmann 2016).
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THP-1 hiicre hatti, yalnizca monosit formunda degil, ayn1 zamanda makrofaj benzeri
bir fenotipe donistiiriildigiinde de bagisiklik tepkilerini arastirmak amaciyla yaygin bigimde
kullanilmaktadir (Schwende et al. 1996; Daigneault et al. 2010).

THP-1 hiicre hattinin avantajlari1 ve dezavantajlar

Mali ya da etik sinirlamalar sebebiyle, hayvanlar ve insanlar iizerinde yapilan in vivo
aragtirmalar ile elde edilebilecek bazi mekanistik anlayislara ragmen, in vitro ¢alismalar, bazi
uygulamalarin olusturulmasinda daha éncelikli olabilir. /n vivo sistemler, biyolojik olarak dogal
kaynakli olma tstiinliigiine sahiptir; fakat donor canlilig1 ve bireyler arasi gesitlilik, elde edilen
verilerin  degerlendirilmesini ve anlamlandirilmasin1i daha da zorlastirabilir. Kanser
hiicrelerinden tiiretilmis fare ya da insan hiicre hatlari, hiicresel gorevleri, siirecleri ve yanitlar
ile sinyal iletimi ve besin ile farmasotik madde tagimimini arastirmak igin degerli in vitro
modellerdir. Bunlar, ilaglarin son asamada in vivo olarak dogrulanmis farmakodinamik
etkilerini ya da insanlar tarafindan tiiketilmesi amaclanan bilesiklerin saglik iizerindeki faydal

etkilerini destekleyebilir (Mangan and Wahl 1991; Mangan et al. 1991).

THP-1 hiicre dizisinin, periferik kan mononiikleer hiicre (PBMC) kokenli monositler ya

da makrofajlara kiyasla kullanilmasinin iistiinliikleri asagida siralanmistir:

1. THP-1 monositlerinin ortalama ¢ogalma siiresi yaklasik 35 ile 50 saat arasindadir.
%10 fetal sigir serumu (FBS) ilavesiyle zenginlestirilmis roswell park memorial
mstitue 1640 (RPMI 1640) ortaminda kiiltiir edildiginde, THP-1 hiicreleri yaklagik
ic bucuk giin icinde dort katina ulasabilir. Bu proliferasyon hizi, PBMC kdokenli
monositlerle karsilastirildiginda oldukga yiiksektir.

2. THP-1 hiicrelerinde enfeksiydz virilisler ya da zararli maddelerin mevcudiyetine
dair raporlanmig bir bulgu bulunmamaktadir; bu durum ise s6z konusu hiicre
dizisinin kullanimini gorece pratik ve giivenilir olmasini saglar.

3. THP-1, hiicre hassasiyeti ve islevselliginde herhangi bir degisiklik olmaksizin 25.
pasaja kadar (yaklasik {i¢ ay siireyle) in vitro olarak ¢ogaltilabilen 6liimsiiz bir hiicre
hattidir. PBMC kdkenli monositler ise, programli hiicre 6liimiinii engellemek
amaciyla hayatta kalma faktorleri olan interlokin 1 beta (IL-1p), tiimor nekrozis
faktor — alfa (TNF-a) ya da lipopolisakkarit (LPS) gibi inflamatuar mediatorlere
gereksinim duyar (Mangan and Wahl 1991; Mangan et al. 1991).

4. PBMC kaynakli monositlerin erisilebilirligi cogunlukla kisitlidir ve bu hiicreler sivi
azotta saklanamaz. Buna kargm, THP-1 hiicreleri 1-2 yil muhafaza edilebilir ve

uygun bir prosediir izlendiginde, bu hiicre hattt hem monosit-makrofaj niteliklerini
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hem de hiicre yasanabilirligini kayda deger bir kayip olmaksizin yeniden
kazanabilir.

5. THP-1’in homojen genetik kokeni, hiicre fenotipindeki degiskenligi en diisiik
seviyeye indirir; bu da elde edilen sonuglarin yeniden iiretilebilirligini artirirken,
bireysel vericilerden kaynaklanan yiiksek cesitlilik, PBMC kaynakli monositlerin
kullaniminda yaygin bir zorluk olusturur. Ancak bu homojen gegmis, etkilerin
genetik yapiya bagl olabilecegi durumlarda olasi bir olumsuzluk teskil edebilir.

6. Buffy coat'tan 16kositlerin izolasyonu, kan 6rnegi alindiktan sonraki bir hafta iginde
gerceklestirilmelidir. Saglikli yetiskinlerin buffy coat'undan monositler, PBMC'nin
%2 ile %]10'n arasinda degisiklik gosterebilir. Diger kan bilesenleri (6rnegin
trombositler) ile kontaminasyon dikkate alinmalidir (Cousins et al. 2003; Rogers et
al. 2003).

THP-1 makrofajlarinin in vitro farklilasmasindan ortaya ¢ikan olumsuz etkiler, 6rnegin
farklilasma evresinde bazi genlerin artan sekilde etkinlesmesi, belirli uyaranlarin, 6zellikle
besin kokenli biyoaktif bilesenlerin zayif etkilerini bastirabilir ya da LPS’ye karsi artmis bir
hassasiyete yol acabilir (Takashiba et al. 1999; Zarember and Godowski 2002; Park et al. 2007).
Fakat, farmasoétikler ya da kimyasal maddeler gibi etkili uyaricilar kullanildiginda, bu durum
daha az problem teskil edebilir. Hiicre serilerinin kullanilmasindaki dezavantaj, tiimor kokenli
yapinin ve hiicrelerin dogal ¢evrelerinden farkli sartlarda ¢ogaltilmasinin; fizyolojik ortamda
bulunan normal viicut hiicrelerine gore muhtemelen farkli duyarliliklar ve yanitlar

gostermelerine yol agabilmesidir (Schildberger et al. 2013).
Berberis vulgaris Tiiriiniin Genel Ozellikleri ve Sistematigi

Berberis vulgaris, Berberidaceae ailesine ait bir bitki tiiriidiir. Berberis tiirlerine ait
cesitli bitkiler, fran da dahil olmak {izere diinya genelinin bircok farkli bélgesinde; Asya,
Avrupa, Afrika, Kuzey Amerika ve Giiney Amerika'nin iliman ve yar1 tropikal bolgelerinde
yetisen cali tiirii bir bitkidir. (Shamsa et al. 1999). Iran’da yaygin olarak taninan bu bitki sarigali
veya zeresk olarak adlandirilmaktadir (Imanshahidi and Hosseinzadeh 2008; Fouladi 2012).
Berberis cinsine ait farkli tiirler, diinya genelinde ¢esitli amaglar igin yetistirilmektedir
(Ardestani et al. 2013; Rahimi-Madiseh et al. 2016). Cin tibbinda B. vulgaris’in sifa amaglh
kullaniminin  ge¢misi 3000 yi1l Oncesine, bazi bolgelerde ise 2500 yil Oncesine dek
dayanmaktadir (Shamsa et al. 1999). Iran'da Rhazes, B. vulgaris’in tedavi edici niteliklerini
aciklayan ve kullaniminin insanlar i¢in faydali oldugunu savunan ilk kisiydi (Zargahami 2011).
B. vulgaris bitkisinin farkli kisimlarinda, en 6nemlisi berberin olmak tizere ¢esitli alkaloid

bilesikler yer almaktadir. Bu alkaloid, antioksidan, iltihap giderici, kan sekeri diistiriici,
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tansiyon azaltic1 ve kan yaglarinm diisiiriicii etkiler de dahil olmak iizere cesitli biyolojik etkiler
sergileyebilir (Bhardwaj and Kaushik 2012; Mokhber-Dezfuli et al. 2014). B. vulgaris’in farkl
kisimlar1 gida alaninda degerlendirilirken ilag sektoriinde ve siis bitkisi olarak de ¢esitli
mekanlarin dekorasyonunda tercih edilir. Geleneksel tip anlayisina gore, B. vulgaris; yiiksek
ates, Okstiriik, karaciger rahatsizliklari, ruhsal ¢okiinti, hiperlipidemi, hiperglisemi ve kanama
gibi durumlarin tedavisinde kullanilmaktadir (JavadiFar and Farhadi 2008; Abd El-Wahab et
al. 2013).

Bitki sistematigindeki yeri

Alem : Bitkiler Alemi
Biliim : Magnoliophyta
Altstmf  : Manolyagiller
Familya : Berberidaceae

Cins : Berberis

Tiir : Berberis vulgaris L.

Berberis vulgaris’in Botanik A¢idan Tamimlanmasi

Berberis vulgaris genellikle 1 ila 5 metre boyunda, nadiren daha kisa boylu, odunsu
yapidaki ¢alilardir. Bu bitkilerin kabuklari ile odunlarinin i¢ yiizeyi sar1, kahverengi ya da mor
tonlarinda bulunduklar1 bdlgenin biyotik ve abiyotik faktorlerine gore degisiklik gosterebilir.
Bu bitkilerin govdeleri silindirik, koseli ya da ¢izgili formda olabilir ve mumsu bir tabakayla
kaplanmis halde bulunurlar. Uzun dallardaki yapraklar, tek, ¢ift veya iiclii devedikenlerine
dontisiir; bazen penge seklinde ya da yaprak benzeri 6zellik gosterir. Kisa dallarda veya kii¢iik
dallarda ise yapraklar yogun kiimeler halinde, tiiysiiz, sap bulunmadan ya da kisa sapli olarak

yer alir (Mozaffarian 2005; Ghahremaninejad et al. 2012).

Cicekleri genellikle sar1 renkte olmasina ragmen bazen farkli renklerde de goriinebilir.
Cicekler tag ve canak yapraklara sahiptir. Tag¢ yapraklar1 genellikle ¢anak yapraklarindan daha
kiiciik boyutludur. B. vulgaris bitkisinin meyveleri parlak kirmizi ya da koyu kirmizi-siyah
tonlarindadir ve eksi bir tada sahiptir (Mozaffarian 2005; Ghahremaninejad et al. 2012).
Sonbaharda yapraklarin1 doken ve kis mevsimini geciren kizamik calilari, Mart ayinda
filizlenmeye baslar ve Haziran’da ciceklenir (Mazandarani et al. 2013). Ulkemizde Berberis

vulgaris’in yetistigi iller Sekil 2°de verilmistir.
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Sekil 2. Tiirkiye’de Berberis vulgaris yetistigi iller (Istanbul, Kastomunu, Artvin, Samsun,
Tokat) (TUBIVES)

B.vulgaris meyvesinin besin icerigi

B.vulgaris meyvesinin igerisinde fruktoz, dekstroz, tartarik asit, malik asit, sitrik asit,
recine ve pektin gibi gesitli besin dgeleri bulunur. Ayni1 zamanda A ve C vitaminleriyle birlikte
demir, potasyum, kalsiyum agisindan da zengindir (Yin et al. 2002; Rezaei et al. 2011). Bu
meyvede demir, ¢inko, bakir ve manganez oranlar1 sirastyla 2650 mg/kg, 27.5 mg/kg, 33.7
mg/kg ve 58.6 mg/kg diizeyindedir (Rahimi-Madiseh et al. 2016). B. vulgaris meyvesinin
bilesimi %79.6 oraninda su, %1.16 oraninda yag, %?2 oraninda protein, %16.24 oraninda
karbonhidrat ve %0.99 oraninda mineral kalintis1 (kiil) icermektedir. Antosiyanin diizeyi ise

yaklagik 281 mg/1 olarak ol¢iilmiistiir (Farhady et al. 2012).

B.vulgaris meyvesi ve diger kisitmlarinda bulunan sekonder metabolitler

B. vulgaris bitkisinin farkli tiirlerinde gesitli metabolitlerin bulundugu tespit edilmistir.
Yapilan fitokimyasal incelemeler; alkaloitler, tanenler, karotenoidler, vitaminler, proteinler,
yaglar, antosiyaninler ve fenolik maddelerin mevcut oldugunu goéstermistir. Bu bilesikler
Jatrorizin Kloriir, Aromolin, Berberin, Berbamin, Palmatin Kloriir, Oksiberberin, Kolumbamin,
Izokoridin, Lambertin, Magniflorin, Bisbenzilizokinolinler, (+)-Oksikanthin, Kannabisin G,
(£)-Liyoniresinol, (+)-Aromolin, (+)-Obamegin, Talifolin, 8-Oksiberberin, Belugistanamin,
(—)-Tejedin, (+)-Obaberin, (+)-Izotetrandrin, Magnoflorin Kloriir, (+)-Taligrisin, Beriambin,
Berberrubin, Bargustanin, Kolumbamin, Berlambin, Hidroksikanthin, Berlambin, Lupeol,
Oleanolik Asit, Stigmasterol, Urosolik asit, Krisantemin, Kuersetin, Pelargonin, Petunidin-3-
O-p-D-glikozit, Kafeik Asit, Kempferol, Hiperozit, Klorojenik asit, Aeskuletin, Polisakkarit,
Sakkaroz, Ksilan, Beta-glukan, Pektin, Glukan, Alfa Askorbik asit ve K vitamini’dir. B.
vulgaris meyve suyunda en yiiksek diizeyde fenolik bilesikler ve antosiyaninler bulunurken,

flavonoid maddeler en fazla B. vulgaris yapraklarinda yer almaktadir. Bitkinin kalitesini
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degerlendirmek acisindan, meyvede bulunan antosiyanin miktar1 6nemli bir kalite gostergesi
olarak kabul edilmektedir (Mazandarani et al. 2013). B. vulgaris meyvesinde flavonol,
flavonoid ve fenolik maddelerin yogunluklari sirasiyla 25.3 mg/g, 12.2 mg/g ve 0.54 mg/g
olarak ol¢iilmiistiir (Rahimi-Madiseh et al. 2016).

B. vulgaris’in geleneksel tipta kullanim

Sifali bitkiler, binlerce y1l dncesine dayanan bir ge¢mise sahip olup, farkli milletler
arasinda taninmakta ve birgok iilkenin geleneksel tip anlayisina gore asirlar boyu
kullanilmaktadir. Son yillarda kimyasal ilaglarin gelismesine ragmen, tibbi bitkiler giivenli
kullanim, etkinlik, kiiltiirel kabul ve sentetik ilaglara kiyasla daha diisiik yan etki oranlar
nedeniyle pek ¢ok iilkede olumlu bir sekilde karsilanmaya ve kullanilmaya devam edilmektedir
(Calixto 2000; Bahmani et al. 2014). Iran'da da diger iilkelerde oldugu gibi, Berberis cinsi de
dahil olmak iizere cesitli sifali bitkiler, geleneksel tibbin bir pargasi olarak hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir (Hasani-Ranjbar et al. 2008).

Berberis meyvesinin kullanimina dair en eski kayitlar, MO 650 yilinda Asur imparatoru
Asurbanipal’in (gliniimiiz Irak’inda) kiitiiphanesinde yer almaktadir. Berberis tiirlerinin gévde
kabugu, sap1, kokii ve kok kabugu; Ayurvedik, homeopatik ve halk tabanli geleneksel tip
uygulamalarinda, yaygin olarak ham madde ya da bilesen olarak kullanilmaktadir.
Ayurveda’da, geleneksel olarak cesitli gbz, kulak ve agiz enfeksiyonlarini gidermek, kilo
kaybin1 desteklemek, yaralarin hizli iyilesmesini saglamak, basur ve hemoroidi tedavi etmek,
dizanteri ve hazimsizlik gibi sindirim problemlerini hafifletmek, rahim ile vajinal rahatsizliklar
iyilestirmek ve ayrica yilan ya da akrep sokmalarma karsi panzehir olarak kullanilir. Iran
geleneksel tibbinda, sarilik, karaciger ve dalak biiyiimesi, géz yaralanmalari, dis agrisi, astim
ve cilt lekelerini tedavi etmek; sagliksiz iilserleri kurutmak ve hem agiz yoluyla hem de haricen
uygulandiginda sislik ile iltihab1 azaltmak amaciyla kullanilmaktadir (Bhardwaj and Kaushik
2012). B. vulgaris ayn1 zamanda skorbiit, Alzheimer hastaligi, depresyon, diyabet, bobrek
taslari, gut, romatizma ve deri hastaliklarinin tedavisinde de kullanilmaktadir (Vilinski et al.
2003; Arayne et al. 2007; Shirzad and Rafieian 2011; Javadzadeh and Fallah 2012). Bulgaristan
ve Dogu diinyasimin geleneksel tibbinda, Berberidaceae familyasina ait gesitli tiirlerin kok
0zleri, romatoid artrit ve diger kronik iltihapli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir

(Ivanovska and Philipov 1996).

B. vulgaris’in profilaktik ve terapotik etki mekanizmalari

B. wvulgaris’in biitiin kisimlarinda berberin, oksiakontin, berbamin, brolisin ve

kolumbamin gibi ¢esitli alkaloid bilesikler bulunur. B. vulgaris’in kok kabugunda, diger
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kisimlarina kiyasla alkaloid oran1 daha fazladir. Berberin, bu bitkide bulunan ve koroner arter
hastaliginin dnlenmesinde etkili olabilen, ayrica toplam kolesterol ile trigliserit diizeylerini

azaltma potansiyeline sahip en 6nemli alkaloidlerden biridir (Kong et al. 2004).

Diger bir alkoloid olan Berbaminin en belirgin 6zelligi, kalsiyum kanallarin1 engelleyici
etkisidir. Bu alkaloidin, kirmiz1 kan hiicrelerinde yapilan lipid peroksidasyon testlerinde aktif
rol oynadig1, ayrica kalp kasi iskemisine karsi koruyucu (anti-miyokardiyal iskemi) ve ritim
bozukluklarin1 6nleyici (antiaritmik) etkiler sergileyebildigi tespit edilmistir. Buna ek olarak,
oksiakontin ise sempatolitik 6zelliklere sahip olup damar genisletici (vazodilator) bir ajan
olarak islev gormektedir (Fatchi-Hassanabad et al. 2005). B. vulgaris’in gesitli béliimlerinin
yaygin kullanimi ve ¢ok yonlii 6zelliklerine ragmen, bu bitkinin etki mekanizmalari tam olarak

aydinlatilamamistir (Kiipeli et al. 2002).

B. vulgaris meyvesi, C vitamini bakimmdan zengin bir igerige sahiptir. C vitamini,
antioksidan ozellik gdsteren ve suda ¢oziinebilen bir organik bilesiktir. Bu vitamin, kolajen
yapinin sentezi ve korunmasi ile diger dokularin saglamligi i¢in gereklidir; ayrica bagisiklik

sistemini destekleyebilir ve yara iyilesme siirecini hizlandirabilir (Laferriére et al. 1991).

B. vulgaris bitkisinin tibbi amacla kullanilan boliimleri

Geleneksel tipta, bu bitkinin g¢esitli kisimlar1 hastaliklarin iyilestirilmesinde kullanilir.
B. vulgaris’in tedavi edici amagla degerlendirilen bolimleri arasinda meyve, kabuk, kok ve
govde yer alir. Bu kisimlar iginde, bitkinin meyvesi hem geleneksel hem de modern tipta en

yaygin sekilde kullanilan kismidir (Mazandarani et al. 2013; Madiseh et al. 2014).

Bitkinin meyve, kok ve kiok kabugunun etkilerine dair bilgiler

B. vulgaris bitkisine yonelik etki arastirmalari, gogunlukla bitkiden izole edilen etkin
maddeler, 6zellikle de berberin iizerine odaklanmistir. Bu arastirmalardan elde edilen bulgular

asagida 6zetlenmistir.

Fatehi-Hassanabad ve ark. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada, B. vulgaris meyvesinin
sulu oziitlerinin, yiiksek tansiyona sahip sicanlarda antihipertansif (tansiyon diigiiriicii) ve
vazodilatasyon etkileri oldugunu gostermislerdir. Bu etkilerin damar i¢ yiizeyini olusturan
endotelyumdan bagimsiz oldugu ve damar hasar1 bulunan durumlarda hipertansiyon

tedavisinde fayda saglayabilecegi ifade edilmistir (Fatehi-Hassanabad et al. 2005).

Berberis vulgaris kokiiniin hidroalkolik 6ziitii ile yapilan bir ¢calismada, erkek fareler
kullanilarak formalin ile indiiklenen akut agri modeli {izerinde antinosiseptif etkiler

gozlemlenmistir. Calismada, 6ziitiin hem akut hem de kronik agr1 fazlarinda anlamli bir sekilde
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agriy1 azalttigi rapor edilmistir. Bu etkilerin mekanizmasi incelendiginde, opioid reseptorlerinin
aract rol oynadig1 belirlenmistir. Nalokson ile yapilan 6n uygulamalar, agr kesici etkinligi
tersine c¢evirmis; bu da Berberis vulgaris oziitiiniin analjezik etkisinin opioid reseptorleri

tizerinden gergeklestigini ortaya koymustur (Mohebali et al. 2011).

B. vulgaris kokii igeren toz formiilasyonlarmin giinde ii¢ kez, yemeklerden yarim saat
once 14-18 giin silireyle uygulanmasinin, karacigerin metabolik fonksiyonlarinda iyilesme
sagladig1 ve hepatoprotektif etki gosterdigi bildirilmistir. Ayrica, karbon tetrakloriir (CCla)
kullanilarak hepatotoksisite modeli olusturulan fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada, B.
vulgaris kok kabugu oziitiiniin ve B-siklodekstrin kompleksinin karaciger tizerinde 6nemli
koruyucu etki sagladigi belirlenmistir. Bu kompleksin 6ziitiinden daha yiiksek hepatoprotektif
etkisinin olmasi, B-siklodekstrin araciligiyla artan biyoyararlanimla iliskilendirilmistir. Calisma
bulgulari, B. vulgaris kabugu oziitiiniin bazli formiilasyonlarin akut ve kronik karaciger
hastaliklarinda tamamlayict tedavi olarak degerlendirilebilecegini ve klasik tedavi

yaklasimlarimi destekleyebilecegini gostermektedir (Hermenean et al. 2012).

Kok ve kok kabuguyla ilgili yapilan diger ¢alismalarla, antibakteriyel 6zelliklere sahip
oldugu ve bagirsak hareketlerini artirici etkiler gésterdigi de rapor edilmistir (Imanshahidi and
Hosseinzadeh 2008). Gergeklestirilen baska arastirmalarda, B. vulgaris’in kok kabugundan elde
edilen lignan sinifi bilesiklerin, hiicre koruyucu ve oksidatif hasara karsi savunucu
(antioksidan) etkiler tasidig1 ortaya konmustur (Tomosaka et al. 2008). Bitkinin kok, dal ve
yapraklarindan elde edilen etanol ile hazirlanmis 6ziitlerin serbest radikalleri yok edici ve
antioksidan Ozellikler tasidigi; bu etkilerden ise fenolik bilesiklerin sorumlu oldugu
belirlenmistir (Koncic et al. 2010). Ayrica, safra ve bobrek tasi olusumunu 6nleyici 6zellik
tasiyan ve B. vulgaris igeren bir formiilasyona ait patentin mevcut oldugu bildirilmistir (Barron

2013).

Losemi Tedavisinde Kullanilan Baz Bitkiler

Diinyanin ¢esitli bolgelerinde, 16semi tedavisinde faydali oldugu bilinen ¢ok sayida bitki
tirdi kullanilmaktadir. Losemi tedavisinde klinik etkinligi dogrulanmis bazi geleneksel tibbi

bitkiler Tablo 5 igerisinde sunulmustur.
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T4

Tablo 5. Losemi Tedavisinde Kullanilan Bitkiler (Maher et al. 2021)

Bilimsel ismi Aile Aktif Bilesik Losemi Hiicre Hatti Etki Mekanizmasi Referanslar
Annona glabra Annonaceae Asetojeninler, flaca duyarli insan (CEM), Mitokondriyal elektron tagima  Barron 2013; Hien et
Diterpenoid. Coklu ilaca direngli tiirev zincirinin baskilanmasi, hiicre  al. 2015; Liu et al.
(CEM/VLBY) ve HL-60 hiicre biiyiimesinin engellenmesi ve ~ 2018.
hatlari. apoptoz ile nekrozun
baslatilmast.
Basella alba Basellaceae B-Sitosterol U937, Anti l6semi ve bilyiime Kumar et al. 2013.
Terpenoidleri (Lupeol). Jurkat hiicre hattr. inhibisyonu.
Berberis amurensis Berberidaceae  Alkaloitler (bisbenzilizokinolin Losemik NB4 hiicreleri, Hiicre apoptozunun Xu et al. 2006;
grubu, berbamin, 4- K562, kronik miyeloid indiiklenmesi, apoptoz, Wei et al. 2000:

Blumea lacera

Bidens Pilosa

Catharanthus roseus

Coreopsis lanceolata

Asteraceae

Asteraceae

Apocynaceae

Asteraceae

klorobenzoyl berbamin ve
berberin).

Alkaloitler,
Tanenler,
Steroidler,

Polisakkarit,
Terpenoidler.

Flavonoidler

Alkaloidler (vinkristin,

vinblastin, vindesin, vinorelbin).

Flavonoidler: (flavanon,
kalkonlar ve auronlar
4 metoksilanseoletin)

KUS812, Gleevec'e duyarl ve
direngli Ph+ hiicre hatlari.

K562, L1210, P3HR1, Raji,
U937 hiicre hatlari.

L1210, U937, K562, Raji,
P3HR1 hiicre hatlari.

L1210 ve P1534 hiicre hatlar1.

Loésemi HL-60 hiicreleri.

K562-r hiicrelerinde
biliylimenin durdurulmasi ve
hiicre ¢ogalmasinin
engellenmesi.

Anti-proliferasyon.

Anti-proliferasyon.

Mitotik inhibitor ve hiicre
boliinmesini durdurarak
hiicrelerin 6liimiine neden
olur.

Antiproliferasyon ve
Apoptozis indiiksiyonu.

Liang et al. 2011.

Akter et al. 2016.

Chang et al. 2001; Yi
et al. 2016.

Mishra and Verma
2017.

Amirghofran et al.
2009; Pardede et al.
2016; Pardede et al.
2018.
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Tablo 5. (devami)

Ferulago angulata

Ficus deltoidea

Houttuynia cordata Thunb

Litchi chinensis Sonn

Nyctanthes arbor-tristis

Olea europaea

Apiaceae

Moraceae

Saururaceae

Sapindaceae

Oleaceae

Oleaceae

Fenolik
Flavonoid
Monoterpenler (a-pinen, B-
pinen)

Flavonoid,

Tanenler, Terpenoidler, Fenollik

bilesikler (proantosiyaninler,
lignanlar, kumarinler)
Alkaloidler

Flavonoidler

Fenollik bilesikler
Polisakkaritler
Tanenler (epikatesin,
proantosiyanidin B2 ve
proantosiyanidin B4)

Fenolik bilesikler
(hidroksipiridin oksit)
Glikozitler,
Tanenler, Steroidler.

Fenollik bilesikler

(oleuropeosidler,oleuropein/ver

baskozid,
hidroksitirosol, vanilin, tirosol
hidroksitirosol, kafeik asit ve
vanilik asit),
Flavonlar,

Flavonoller (rutin, katesin)

Raji, U937, AML, PBL,
Lo6semi, lenfoma hiicre hatlari,
NHL, Raji, U937, KG-1A,
PBMC ve HL-60 hiicre
hatlari.

HL60 hiicre hatt1.

L1210, U937, K562, P3HR1,
Jurkat , Akut T lenfoblastik
16semik Molt-4 hiicreleri ve

Insan T hiicreli 16semi hatlarr.

HL-60, U937 ve K562 hiicre
hatlari.

AML, KLL ve Jurkat T
hiicreleri, KML, K562 hiicre
hatlari.

Jurkat, K562 ve HL60 hiicre
hatlari.

Antiproliferasyon, Apoptozis
indiiksiyonu ve Otofaji ve
nekroz.

Apoptozis indiiksiyonu

Antiproloferasyon,
endoplazmik retikulum stres

yolu ile apoptoz indiiksiyonu.

Antiproliferasyon ve
Apoptozis indiiksiyonu

Antiproliferasyon ve
Apoptozis indiiksiyonu

Hiicre ¢ogalmasinin
engellenmesi, apoptozun
tetiklenmesi ve hiicre
dongiisiiniin durdurulmasi,
apoptozun baslatilmasi ve
hiicre farklilagmasi.

Norrizah et al. 2012;
Lorigooini et al.
2019.

Ren et al. 2003.

Prommaban et al.
2012;
Kumnerdkhonkaen et
al. 2018.

Majee et al. 2016.

Khanapur et al. 2014
; Jain and Pandey
2016 ; Heendeniya et
al. 2020 ; Parekh and
Soni 2020.

Kumagai et al. 2007;
Fabiani et al. 2008;
Fares et al. 2011;
Salah et al. 2012 ;
Samet et al. 2014 ;
Ozcan and Matthaus
2017.
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Scutellaria baicalensis

Salvia officinalis

Tithonia diversifolia

Typhonium flagelliforme

Viscum album(Mistletoe)

Lamiaceae

Lamiaceae

Asteraceae

Araceae

Viscacea

Flavonoid (baicalein, baicalin
ve wogonin).

Flavonoidler,
Fenolik asit (rosmarinik asit)

Terpenoidler (seskiterpen
laktonlar)
Fenolik bilesik (Klorojenik asit
tiirevleri)
Flavonoidler, ler tanenler ve

Yag asidi (heksadekanoik asit,
oktadekadienoik asit,
pentadesin, linoleik asit, oleik
asit),

Steroller (gama sitosterol,
kampesterol, stigmasterol ve
sitosterol),

Alkoller (fitol ve
geranilgeraniol)

Terpenler (skualen, eikosan,
oktakosan)
Porfirin (feoforbid)

Proteinler (lektinler ve
viskotoksinler)

HL-60, NB-4, THP-1, U937
hiicreleri (Blin-1, Nalm-6),
lenfoma (Daudi, Raji, Ramos,
NCEBL1), NALM-6 hiicre hatt1
(insan, periferik kan, B tipi
insan 16semisi), HL-60 hiicre
hatlar1.

K-562, U937 ve KG-1A hiicre
hatlari.

HL-60 hiicre hatt.
Anti-K562, L1210, P3HR1,
Raji ve U937 hiicre hatlari.

Fare Losemi WEHI-kanser,

P388 fare Losemi hiicreleri,

HL-60 Losemi hiicreleri ve

insan T4-lenfoblastoid hiicre
hatti1 CEMss.

NALM-6 hiicre hatlari,

Jurkat E6.1 ve THP-1
hiicreleri

Biiyiimenin inhibisyonu,
apoptoz ve hiicre dongiisiiniin
durdurulmasi, apoptozun
indiiksiyonu ve doz bagiml
mitokondriyal metabolizmanin
azalmasi.

Antiproloferatif, anti-go¢
(anti-migratory) ve
antianjiyogenik.

Antiproliferasyon ve
Sitotoksik.

Apoptozis indiiksiyonu
yoluyla antiproliferasyon

Apoptozis indiiksiyonu ve
G2/M hiicre dongiisiiniin
durdurulmasi.

Parajuli et al. 2009 ;
Huang et al. 2010.

Ghorbani and
Esmaeilizadeh 2017.

Guetal. 2002 ; Ang
et al. 2019.

Choo et al. 2001;
Seifert et al. 2008;
Mohan et al. 2010;
Mohan et al. 2011;
Sianipar and
Purnamaningsih
2018.

Mishra et al. 2018.
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Vernonia amygdalina(VA)

Willows tree

Compositae

Salicaceae

Seskiterpen laktonlar:
(vernodalin ve vernolid)

Fenolik bilesikler (Salisin ve
saligenin)

HL-60 hiicre hatt1 ve ALL ve
AML immatiir monosit
hastalari, Mononiikleer

hiicreler.

ALL ve AML hiicre hatlari.
HL-60 hiicre hatti.

Antiproliferasyon
DNA hasar1 ve apoptozis
indiiksiyonu.

DNA hasarna neden olarak
apoptozis indiiksiyonu.
Antiproliferasyon

Khalafalla et al.
2009; Yedjou et al.
2018.

Hostanska et al.
2007.




Calismada Kullamlan Genler ile lgili Bilgiler
Siyalik asit baglayict immiinoglobulin benzeri lektin 3 (CD33) geni

CD33 geni (aym1 zamanda SIGLEC-3 olarak da adlandirilir), sialik asit baglayan
immiinoglobulin benzeri lektin (Siglec) ailesine ait bir proteini sifreler ve bagisiklik sisteminin
diizenlenmesinde kritik bir rol {istlenir. Bu gen, baslica monositler, makrofajlar ve graniilositler
gibi miyeloid kokenli hiicrelerde aktif olarak bulunur ve bagisiklik yanitlarini diizenlemede
baskilayic1 bir reseptdr gorevi goriir. (Narayan et al. 2024). Insan genomunda CD33 geni,
19q13.41 lokasyonunda konumlanmistir ve iirettigi protein, yaklagik 67 kDa agirliginda bir
transmembran glikoproteindir. Yapisal agidan CD33; bir V-set ve bir C2-set olmak {izere iki
disa doniik immiinoglobulin benzeri alan, tek bir hiicre zarindan gegen bolge ve bagisiklik
reseptorlerine 6zgii inhibitdr motifler (ITIM’ler) iceren bir sitoplazmik kuyruk ile tanimlanir.
Bu ITIM motifleri, bagisiklik hiicrelerinin aktive olmasini baskilayan sinyal yollarmin
diizenlenmesinde 6nemli bir gorev iistlenir. Ozellikle, Src Homoloji 2 bolgesi iceren fosfataz-
1 (SHP-1) ve Src Homoloji 2 bolgesi i¢eren fosfataz-2 (SHP-2) gibi tirozin fosfataz enzimlerini
bu bolgeye c¢ekerek, aktivasyon sinyallerini tasiyan molekiillerin fosfat gruplarinin
uzaklastirilmasini saglar ve boylece hiicresel tepkilerin bastirilmasina katkida bulunur (Alvarez
et al. 2015). CD33 proteini, kan hiicrelerinin kdkenini olusturan hematopoetik kok hiicrelerden
gelisen bir kanser tiirii olan akut miyeloid 16semi (AML) ile baglantilidir. CD33, AML'ye 6zgii
blast hiicrelerinin %90’1ndan fazlasinda bulunur ve bu yaygin ifadesi, onu AML'nin tanisinda
ve hastaligin gidisatini degerlendirmede Onemli bir biyobelirte¢ haline getirir. CD33’iin
l6semik blast hiicrelerinde yiiksek diizeyde bulunmasi, hedef odakli tedavi yaklasimlarinin
gelistirilmesini miimkiin kilmistir. Bu tedaviler arasinda yer alan antikor-ilaca konjugat (ADC)
smifi ilaglar, ozellikle CD33’e kars1 gelistirilmistir. Bu smifin 6rneklerinden biri olan
Gemtuzumab ozogamicin (Mylotarg), CD33’e 6zgii bir antikoru toksik bir ajanla birlestirerek,
CD33 pozitif 16semi hiicrelerini segici bigimde yok etmeye yonelik bir mekanizma sunar (Borot

et al. 2019).

B hiicreli lenfoma 2 (BCL2) ile iligkili X proteini (BAX) geni

BAX geni (Bcl-2 ile baglantili X proteini), hiicrenin programli &liim siireci olan
apoptozun kontroliinde gorev alan pro-apoptotik bir proteini sifreler. BAX, hem hiicre 6liimiinii
destekleyen hem de engelleyen iiyeleri barindiran Bcl-2 protein ailesinin bir pargasidir. BAX’1n
hiicre 6liimiinii tesvik edici 6zelligi, apoptoz sinyallerinin etkili bigimde iletilmesi ve hiicresel

yapinin istikrarinin korunmasi agisindan kritik 6neme sahiptir (Wolf et al. 2022).
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BAX geni, insan kromozomunun 19q13.33 bdlgesinde bulunur ve yaklagik 21 kDa
agirliginda bir protein tiretir. Bu protein, Bcl-2 ailesinin diger pro-apoptotik iiyeleri olan Bcl-2,
Bak ve Bad ile yapisal ag¢idan benzerlik gosterir. BAX proteini, apoptoz siirecinde temel rol
oynayan c¢esitli fonksiyonel alanlar igerir. Bu bolgeler, proteinler arasi etkilesimleri
kolaylastirarak BAX’1n mitokondriyal zar lizerine yerlesmesine, gézenek olusturmasina ve
sitokrom c’nin salinmasini tetikleyerek hiicresel 6lim siirecini baslatmasina aracilik eder

(Bleicken et al. 2010).

Sikline bagiml kinaz 6 (CDK®6) geni

CDKG6 geni, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde Kkilit rol oynayan bir proteini
kodlamaktadir. Bu protein, hiicrelerin boliinme siirecindeki ilerlemesini kontrol eden siklin
bagimli kinaz (CDK) ailesine aittir ve Ozellikle Gl evresinden S evresine gecisin
denetlenmesinde islev goriir. CDKG6, siklin D ile islev goriir ve bu siklin tarafindan
etkinlestirildiginde, retinoblastoma (Rb) proteinini fosforilasyona ugratir. Rb’nin
fosforilasyonu, transkripsiyon faktorlerinin serbest kalmasini saglar ve boylece hiicre DNA
sentezi asamasina geger (Uras et al. 2020). CDK®6, hematolojik kanserler ve kat1 timérler dahil
olmak {iizere cesitli kanser tiirlerinin olusumunda rol oynamaktadir. CDK6'nin asir1 {iretimi
(ekspresyonu) veya genetik ¢ogalmasi (amplifikasyonu), 6zellikle AML, glioblastom ve meme
kanseri gibi hastaliklarda sik¢a goriilmektedir. CDK®6, hiicre dongiisiinii normal biiylime
diizenleyici mekanizmalar1 baypas ederek, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina neden olur ve bu da

ilgili kanser tiirlerinin gelisimini destekler (Nebenfuehr et al. 2020).

B hiicreli lenfoma ile iliskili, bityiik izoform (BCL-XL) geni

BCL-XL geni, apoptozun diizenlenmesinde gorev alan BCL-2 protein ailesine ait anti-
apoptotik bir proteini kodlamaktadir. BCL-XL pro-apoptotik molekiillerin mitokondriden
salinmasin1 durdurarak apoptozu onler ve bdylece hiicrenin yasamini siirdiirmesine katkida
bulunur. Bu gen hem saglikli hiicre isleyisi agisindan hem de kanserin olusumu ve ilerlemesi
baglaminda onemlidir (Nayak et al. 2024). BCL-XL'in; lenfomalar, meme kanseri, akciger
kanseri ve l6semiler gibi cesitli malignitelerde asir1 diizeyde ifade edildigi belirlenmistir. Bu
proteinin yiiksek diizeyde iiretimi, DNA hasar1 ya da tedavi amagli miidahalelere karsi normal
apoptoz yanitin1 baskilayarak, kemoterapi ve radyoterapiye karsi diren¢ gelisimine neden
olabilir. Bu 6zellikleri, BCL-XL’i tlimor olusumu agisindan kritik bir onkogen yaparken, ayn1

zamanda etkili bir tedavi hedefi haline getirir (Lv et al. 2021).
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Sistein-aspartik asit proteazi 3 (Kaspaz 3) geni

Kaspaz-3, programli hiicre 6limii yani apoptoz mekanizmasinda en Onemli roli
iistlenen yiiriitiicti (efektor) Kaspazlardan biridir. Hiicre i¢inde prokaspaz-3 olarak inaktif
durumda bulunur ve farkl hiicresel sinyallerle aktive edilir. Bu sinyaller hem hiicrenin i¢inden
(6rnegin DNA hasarlari, mitokondriyal stres) hem de dis kaynaklardan (6liim reseptorlerinin
tetiklenmesi gibi) gelebilir (McArthur and Kile 2018). Intrinsik (igsel) yolakta, hiicre igi stres
etkenleri mitokondri zariin gegirgenligini artirir ve sitokrom c¢’nin sitoplazmaya salinimina
sebep olur. Sitokrom c, Apaf-1 proteini ile birlikte apoptosome adi verilen kompleksi olusturur
ve bu kompleks prokaspaz-9’u aktive eder. Aktif hale gelen Kaspaz-9 ise prokaspaz-3’i
keserek onun aktif formuna doniismesini saglar. Ekstrinsik (digsal) yolakta ise hiicre
yiizeyindeki Oliim reseptorlerine (6rnegin Fas, TNF reseptorii) baglanan ligandlar, adaptor
proteinlerin birikmesini tetikler ve prokaspaz-8’in aktif forma gegmesine neden olur. Aktiflesen
Kaspaz-8 dogrudan prokaspaz-3’ii aktive edebilir veya mitokondriyal yolaklar1 harekete
gecirerek intrinsik siireci baslatabilir ( Elmore 2007; Tait and Green 2010). Aktiflesmis Kaspaz-
3, hiicredeki yapisal proteinler ve diger kritik molekiilleri keserek hiicrenin sistematik olarak
par¢alanmasini saglar. Bu asamada DNA’nin diizenli bicimde kesilmesi, hiicre iskeletinin
bozulmasi ve zar yapilarinin zarar gérmesi gergeklesir. Sonug olarak, hiicre zarinda "yutulma"
sinyalleri ortaya ¢ikar ve fagositik hiicreler tarafindan temizlenir, bdylece ¢evre dokular zarar

goérmeden hiicre 6liimii tamamlanir (Asadi et al. 2022).

Farklilasma Kiimesi 86 (CD86) geni

CD86 geni, bagisiklik sisteminde 6nemli bir gorev tistlenen CD86 adli proteini iiretir.
Bu protein, bagisiklik hiicrelerinden 6zellikle antijen sunan hiicrelerin (dendritik hiicreler,
makrofajlar ve B hiicreleri gibi) ylizeyinde bulunur. CD86 proteini, T hiicrelerinin aktive olmasi
icin gerekli olan ikinci uyari sinyalini saglar. T hiicreleri, bagisiklik tepkisinde merkezi bir rol
oynar ve yabanci patojenlere karsi miicadele eder (Karasneh et al. 2015). T hiicrelerinin tam
anlamiyla aktive olabilmesi i¢in iki sinyal gereklidir: Birinci sinyal, antijen sunan hiicrenin T
hiicresine yabanci maddeyi gdstermesidir. Ikinci sinyal ise CD86 proteininin, T hiicresindeki
CD28 alicist ile etkilesime gegcmesiyle gerceklesir. Bu etkilesim, T hiicrelerinin biiyiimesini,
cogalmasini ve bagisiklik yanitini diizenlemesini saglar. CD86’nin bu sinyal iletme 6zelligi,
bagisiklik sisteminin zamaninda ve uygun sekilde yanit vermesine katkida bulunur. Boylece
enfeksiyonlara kars1 etkili bir savunma mekanizmasi ortaya ¢ikar. Ayrica bagisiklik yanitinin

asir1 ya da yetersiz olmasinin dniine gegilmesinde de kritik bir rol oynar (Carucci et al. 2000).
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MATERYAL VE METOT

Materyal

Kullanilan kimyasallar ve Kitler

Calisma sirasinda kullanilmis olan kimyasallar ve kitler Tablo 6 da gosterildi.

Tablo 6. Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Uretici Firma

Kullamlan Kimyasallar ve Kitler

Uretici Firma

Etanol (C2HsOH)

Cell Viability Detection WST-8

RPMI
Penisilin-Streptomisin-Amphoterisin B
Dimetil siilfoksit (DMSO)
Tripsin-EDTA

Trypan Blue

Crystal Violet

DPBS tuzu

Gen Primerler

Parafilm

cDNA sentez kiti (A.B.T.™ cDNA synthesis Kit RNase Inh.)
gPCR SYBR Green Master Mix (2X)
RNA Izolasyon Kiti

Isolab

EcoTech Biotechology
EcoTech Biotechology
Ecotech Biotechology
Sigma-Aldrich
EcoTech Biotechology
EcoTech Biotechology
Sigma-Aldrich®
EcoTech Biotechology
B-Oligo

Bemis

ABT™

EcoTech Biotechology
EcoTech Biotechology

Kullanilan cihaz ve ekipmanlar

Calisma sirasinda kullanilan cihazlar ve laboratuvar ekipmanlar1 ve Tablo 7 de verildi.

Tablo 7. Tez Calismasinda Kullanilan Cihaz, Laboratuvar Ekipmanlar1 ve Markalari

Cihaz ve Laboratuvar Ekipmanlarn Marka

Buzdolabi (+4 °C) Bosh

Derin Dondurucu (-20 °C) Profilo

Derin Dondurucu (-86°C) Glacier Ultralow Scientific
Real-Time PCR Qiagen

Laminar air-flow (Class 11 Safety Cabinet) Bilser

CO; Inkiibator PHC Europe
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Tablo 7. (devami)

Invert Mikroskop Ax10
Sogutmali Santrifiij Hettich mikro 220R
Hassas Terazi AND GF 600
Terazi CAS
Magnetik Karistirict Heidolph MeiR H-Standard
Refluks Diizenegi -
Evaparotor Heidolph
Etliv Red Line by Binder
Otoklav HMC Hirayama
Masa pH metre Metler Toledo
Santrifiij Hettich Zentrifugen Mikro 220R
Saf Su Cihazi Bamstead Pure Easy
Kar Makinesi Scotsman — AF80
Su Banyosu Apex Instruments
Vorteks Wisd WiseMix VM-10
Steril Kabin Telstar Bio-11-A
Optik Yogunluk Cihazi Bio-Tek Power Wave XS
Nanodrop Thermo Scientific Multiskan Go
Mini Santrifiij Hangzhou Allsheng Instruments/ Aosheng
Cam Malzemeler Isolab
Falcon (15- 50 ml) Isolab
Petri Kaplari Isolab
Pipet Uglart (10ul-100 ul-200 pul-1000 pl) Isolab
Ependorf Tiipler (1,5 - 2ml) Isolab
PCR tiipleri Isolab
0.22 mikron steril siringa filtresi Isolab
Enjektor Ayset
96 well plate Thermo Scientific™
6 well plate Thermo Scientific™
Metot

Bitki materyallerinin temini

Calismada kullanilacak olan Berberis vulgaris toprak iistii kisimlari Agustos (2023)
aymda Artvin'in Savsat ilgesinden (Tirkiye) temin edildi. Bitkinin lokasyonu 40.28300°K
42.38892°D'dir. Berberis vulgaris'in yapraklari ve dallari ayrilarak damitilmis su ile yikandi.
Daha sonra dogrudan giines 15181na maruz kalmadan oda sicakliginda ince bir tabaka kurutma

kagidi iizerine yayilarak ayri ayri kurutuldu. Calismalarm ¢ogu Atatiirk Universitesi Fen
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Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik ile Organik Kimya Laboratuvarlarinda
gerceklestirildi. Sekil 3, Berberis vulgaris yaprak ve dallarinin toplanmasini detayli olarak

sunmaktadir.

Sekil 3. Berberis vulgaris yaprak ve dallarin toplanmasi
Oziitlerin Hazirlanmasi
Berberis vulgaris toprak iistii kisumlari (yaprak ve sap) oziitlerinin hazirlanmasi

Calismada kullanilacak bitki kistmlarindan uygun miktarlarda alinarak, AND GF 600
marka hassas terazi (Hassasiyet: 0.001 g) kullanilarak ayr1 ayri tartildi. Materyaller blenderda
kiigiik parcalara ayrildi. Balon igerisine manyetik silindirik bar (balik) atildi, ¢oziicli olarak
1000 ml etanol (C2HeO) eklendi ve Heidolph MR Hei-Standard marka magnetik Karistirici
cihaziyla 72 saat boyunca balonun agz1 kapatilarak karistirildi. Sonra posa kismi (atik bitki
materyali) bir siizge¢ yardimiyla ayrildi. Geriye kalan siv1 6ziitte ¢oziicii 155 rpm ve 50°C’de
Heidolph marka evaporatdr yardimiyla uzaklastirildi. Oziit +4°C’de bir sonraki isleme kadar
muhafaza edildi. Posa kismina ait bu islem 4 kez uygulandi. Sekil 4 materyallere uygulanan

etanol ekstraksiyon islem basamaklar1 verildi (Uguz et al. 2025).
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Sekil 4. Etanol 6ziitii basamaklari
Ekstraksiyon Karakterizasyonu

Etanol ile 6ziitlenmis Berberis vulgaris bitkisinin yaprak ve dallarindan elde edilen
oziitlerdeki bilesenlerin kimyasal yapisini belirlemek amaciyla, 6ziitlerden kiigiik miktarlarda
ornek alindi. Ekstraksiyon sonrasi elde edilen oziitten alinarak 15 ml’lik bir falkon tiipi
icerisinde etanol igerisinde ¢ozdiiriildii. Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometrisi (GC-MS)
analizi i¢in 6rnekler uygun protokole gore hazirlandi. (Askin 2018; Palabiyik et al. 2024; Uguz
et al. 2025).

Gaz kromatografisi-kiitle spektrometre analizi

Kromatografik analiz, 5977 serisi Kiitle Segici Dedektor, 7673 serisi Otomatik
Omnekleyici ve Chemstation (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) ile donatilmis bir Agilent
7820A gaz kromatografi cihazi kullanilarak ytirtitiilmiistiir. Ayristirma islemi i¢in 0.25 pm film
kalinligina sahip (30 mx0.25 mm 1.D., ABD) HP-5 MS kolonu tercih edilmistir. Giris, transfer
hatt1 ve dedektor sicakliklar: sirasiyla 250, 250 ve 300 °C’dir (Askin 2018; Palabiyik et al.
2024).
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Gaz kromatografisi-kiitle spektrometre kosullari

GC-MS analiz prosediirii kapsaminda gesitli sicaklik programlari degerlendirilmis olup,
degerlendirmenin sonucunda dogru segilen sicaklik programi su sekildedir: Baslangi¢ sicakligi
50°C'de 1 dakika bekletildi, 20°/dk hizla 100°'ye yiikseltildi ve 1 dakika bekletildi. Daha sonra
10°/dakika hizda 180°'ye yiikseltildi ve yine 1 dakika bekletildi. 5°/dakika hizda 220 °C’ye
cikarildi, 5 dakika bekletildi ve son olarak 10°/dakika hizinda 300°'ye ¢ikar ve 5.5 dakika (330
sn) bekletildi. Enjektor hacmi ise, splitless modda 1 ml ve tasiyict gaz, 1 ml/dk'lik bir akis
hizinda helyumdur.

Oziitiinde yer alan bilesenlerin tanimlanmasi, elde edilen kromatogramlar ve kiitle
spektrumlarinin ‘“NIST MS Search’ veritabani ile karsilastirilmasi yoluyla gergeklestirilmistir.
Kromatografik analizler, Agilent 7820A gaz kromatografi cihazi, 5977B seri numaral kiitle
spektrometresi dedektorii, 7673 seri numarali 6rnekleyici ve ‘Agilent ChemStation’ yazilimi

(Agilent Technologies, Palo Alto, CA) kullanilarak yiiriitiilmiistiir.
In vitro Calismalar

Hiicre kiiltiirii

Calisma, insan monositik (THP-1  TIB-202™) hiicre hatti  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Hiicrelerin proliferasyonu igin %5 karbondioksit (COz) igeren ve 37°C
sicakligindaki inkiibator ortaminda; %10 FBS ve %1 Pen-STREP (100 U penisilin /0.1 mg/mL
streptomisin) igeren RPMI (Roswell Park Memorial Institute) besi ortami hazirlanarak 50
ml’lik falkon tiiplerine alikotlanmistir. %70-80 yogunluga ulastiginda pasaj islemi
uygulanmistir (Kaci 2018).

Hiicrelerin kiiltiir kaplarina ekimi ve bityiitiilmesi

-196°C’de sivi azot tank igerisinde muhafaza edilen hiicreler hizli bir sekilde
¢Ozdiiriildii. Cozdiiriilen hiicreler, komplet besiyeri iceren falkon tiipiine transfer edildi,
sonrasinda 5 dakika boyunca 1200 rpm hizinda santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonrasinda
stipernatant ile DMSO ortamdan uzaklastirildi. Pellet iizerine komplet besiyeri ilave edildi.
Ardindan T75’lik flasklara transfer edilmek tizere 25°lik T flasklarina ekim islemi
gerceklestirildi. Hiicre ekimi yapilan T25°lik flasklar, % 5 CO2 ve 37°C ayarlanmis inkiibatorde

inkiibe edilmek tizere birakildi.
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Hiicrelerin 96 kuyucuklu platelere ekilmesi

96 kuyucuklu platelerin her birinde 100 ul besiyeri icerisinde 5 x 102 THP-1 hiicre
olacak sekilde ekim yapildi. Hiicre ekimi tamamlandiktan sonra plateler 37°C sicaklikta ve %5

COgz igeren inkiibatore yerlestirildi.

Drog Materyallerin Hazirlanmasi

Berberis vulgaris yaprak ve dalina ait etanol Oziitlerinden ayr1 ayri 1 mg tartilarak
tizerine 100 puL DMSO ve 900 pL RPMI eklenip ¢ozdiriilmiistir. 0.22°lik filtreden
stiziilmistiir. Daha sonra seri seyreltme yontemiyle (31.25 pg/ml; 62.5 pg/ml; 125 pg/ml; 250
pug/ml; 500 pg/ml) stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan stoklar alikotlanarak +4°C

buzdolabinda saklanmuistir.

Hiicre canlihiginin WST-8 testi ile analizi

Negatif yiikke sahip olan WST-8 [2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)- 5-
(2,4-disulfophenyl)- 2H -tetrazolium, monosodium salt] molekiilii hiicre membranindan gegis
yapamaz. Ortamda elektron alicis1 gorevinde bir bilesen (6rnegin dehidrojenaz enzimi)
bulundugunda WST-8 indirgenerek suda ¢oziinebilen turuncu renkli formazan boyasina
doniistir. Hiicre igindeki dehidrojenaz enzimleri tarafindan tiretilen turuncu formazan boyasinin
yogunlugu, canli hiicre sayisiyla dogru orantilidir. Bu dogru orant1 hiicre proliferasyonunun bir

gostergesi olarak kullanilmaktadir. WST-8 testi ¢alisma diizenegi Sekil 5’te gosterilmistir.

Sekil 5. WST-8 testi calisma diizenegi
Homojenizasyon Islemi

6’11 well platelere hiicre ekimi yapildi. 48 saatlik inkiibasyonun ardindan siispanse

hiicreler pipet yardimiyla kaldirilip falkon tiiplerine alind1 ve santrifiij islemi gergeklestirildi.
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Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi. 400 pl lizis buffer ve 4 pl 2-Merkaptoetanol

ilave edilerek 20 g’lik siringa kullanilarak homojenizasyon islemi gergeklestirildi.

Real Time PCR Protokolii

RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu islemi, EcoPure Riboniikleik Asit (RNA) Kit igeriginde belirtilen

prosediire gore gerceklestirilmistir. Kit igerigi Tablo 8’de detayl sekilde sunulmustur.

Total RNA protokolii

1-

2-

10-

Siispanse Hiicre Kiiltiirii: Uygun sayidaki siispanse hiicre 1200 rpm’de 5 dakika
boyunca santrifiijlendi.

Pelletlenmis hiicrelere 400 pul EcoPURE Lysis/Binding Buffer eklendi ve pipetle
iyice kanstirildi. Bir sonraki asamaya ge¢meden Once, tiipteki pellet tamamen
¢oziilene kadar 6rnek yaklasik 10 saniye boyunca vortex cihazinda karistirildi.
Lizata 400 pl etanol eklendi ve 10 saniye vortex yapilarak iyice karistirildi.
EcoPURE kolonu, toplama tiipiine yerlestirildi ve 3. adimdaki 6rnekten 700 pl
EcoPURE kolonlarina aktarildi. Oda sicakliginda, mikro santrifiijde maksimum
hizda 30 saniye santrifiij islemi gergeklestirildi.

Gecgen sivi uzaklastirildiktan sonra, her bir ECOPURE kolonuna 400 ul EcoPURE
yikama tamponu 1 ilave edildi. Ardindan kolonlar oda sicakliginda, mikro
santrifiijde maksimum hizda 30 saniye siireyle santriftijlendi.

Gegen sivi uzaklastirildiktan sonra, her bir ECOPURE kolonuna 500 ul EcoPURE
yikama tamponu 2 eklendi. Daha sonra kolonlart oda sicakliginda, mikro
santrifiijde maksimum hizda 30 saniye boyunca santrifiijlendi.

Gegen sivi uzaklastirildiktan sonra, her bir ECOPURE kolonuna 200 ul EcoPURE
yikama tamponu 2 eklendi. Ardindan, kolonda kalan yikama tamponu kalintilarini
tamamen uzaklastirmak amaciyla, maksimum hizda 2 dakika siireyle santrifiijleme
islemini gerceklestirildi.

Santrifiij isleminin ardindan EcoPURE kolonunu temiz, RNase igermeyen 1,5
mL’lik mikro santrifijj tlipline aktarildi.

EcoPURE eliisyon tamponundan 50-100 pL’lik bir hacmi kolon membraninin tam
ortasina dikkatlice eklendi ve kolon oda sicakliginda 1 dakika siireyle inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinin ardindan, kolon oda sicakliginda mikro santrifiijde

maksimum hizda 30 saniye santrifiijlendi.

38



11- Santrifiijleme islemi sonrasinda EcoPURE kolonu atilarak, elde edilen
saflastirilmis RNA’y1 kisa siireli kullanimlar i¢in -20°C’de, uzun siireli saklama

amaciyla ise -80°C’de muhafaza edildi.

Tablo 8. RNA izolasyon Kit Igerigi

icerik Miktari

Lysis/ Binding Buffer 22 ml

Wash Buffer -1 22 ml

Wash Buffer -2 8-10 ml konsantrasyon
Elution buffer 5ml

Kolon 50 tane

Toplama tiipleri 50 tane

Elde edilen RNA’larin Konsantrasyon ve Saflik Degerlerinin Belirlenmesi

RNA izolasyonunun ardindan, RNA’nin konsantrasyonu belirlemek amaciyla Thermo
Scientific Multiskan Go marka Nanodrop cihazi kullanildi. Olgiime baslamadan énce, plakanin
ilk kuyularina 2 pl kor/ kontrol amaciyla eliisyon buffer eklendi. Diger kuyulara ise her bir
ornege ait 2 pl ait RNA’lar yiiklendi. Bu isem sonucunda RNA 6rneklerinin konsantrasyonlari
ve saflik oranlar1 (A260/A280 degerleri) tespit edildi.

cDNA eldesi

cDNA sentezi asamasinda A.B.T.™ cDNA Synthesis Kiti kullanildi. Izole edilen
RNA’larin konsantrasyonlari esitlemek amaciyla seyreltme islemi uygulandi. Kit bilesenleri
kullanilmadan &nce vortekslendi. Onceden otoklavlanarak sterilize edilmis PCR tiiplerine

eklenen reaktifler ve miktarlar1 Tablo 9’da detaylandirildi.

Tablo 9. cDNA Sentezinde Kullanilan Kimyasallar ve Miktarlari

icerik Miktarlar
10X Reaksiyon buffer 2 ul
dNTP mix 1 ul
Rastgele hekzamer 2 ul
Revers transkriptaz 1wl
RNaz inhibitori 0,5 ul
RNazs1z su 3,5u
RNA 0Ornegi 10 pl
Toplam hacim 20 wl
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Tiipler hazirlandiktan sonra homojenizasyonu saglamak amaciyla kisa siireli spin
uygulandi. Ardindan PCR tiipleri SensoQuest Thermal Cycler cihazina yerlestirildi. Tiim islem

basamaklari, kitin iiretici protokoliine uygun sekilde gerceklestirildi.
PCR asamalari;

e 25°C’de 10 dakika
e 37°C’de 120 dakika
e 85°C’de 5 dakika

e 4°C’de w0 olarak ayarlandi.

Genlerin Primer Dizaym ve Real-Time PCR

Bu ¢alismada kontrol (housekeeping) gen olarak Gapdh kullanildi. Calisma kapsaminda
incelenen hedef genler ise BAX, CDK6, CD33, BCL XL, CD86 ve Kaspaz-3 genleridir. Hem
hedef genlere hem de kontrol genine ait primerler, EcoTech Biotechnology firmasindan temin

edildi. Kullanilan genlere ait primerler Tablo 10°da verildi.

Tablo 10. Calismada Kullanilan Genlere Ait Primer Dizileri

Gene Forward Primer (5'-3’) Reverse Primer (5'-3") NCBI ID

CD33 GCTCCCTGAGCATCGTAGAC CAGAGAGCTGGGGAGATTTG NM_001177608.2
BAX ACCGTGACCATCTTTGTGG CTCAGCCCATCTTCTTCCAG NM_001291430.2
CASP3 AGTAGATGGTTTGAGCCTGAGC AGTGCGTATGGAGAAATGGG NM_004346.4
CD86 AGAGAGGAAGAGCTGCAACG ACGTTCCCGTAGGACATCTG NM_001206925.2
BCL-XL CATCCCTACCCCCTAAGAGC TATCCCAAGCAGCCTGAATC NM_001317921.2
CDK6 TGCTCTGTTTTGGTGCTTTG GTGTCCCAGGCAGTGAATTT NM_001145306.2
GAPDH AGTCCCTGCCACACTCAGTC AGGGGTCTACATGGCAACTG NM_001256799.3

Real-time PCR islemi EcoTech markasina ait kit kullanilarak gergeklestirildi Kantitatif
real time PCR analizi i¢in kullanilan kit igerigi Tablo 11’de verilmistir. Her bir 6rnek igin 3

tekrar olacak sekilde analiz edildi.

Tablo 11. Kantitatif Real Time PCR Analizinde Kullanilan Kit igerigi

Icerik Miktarlar
2x SYBR Green Mix 10 pl
Reverse primer 0.5 ul
Forward primer 0.5 ul
Niikleaz free ddH,O 7 pl
cDNA 2 ul
Toplam hacim 20 pl
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Stok master mix, Tablo 11 de verilen miktarlara gore hazirlandi. Hazirlanan stok master
mix her PCR tiiptinde 18 pl olacak sekilde dagitildi. Ardindan her tiipe 6rnek cDNA’lardan 2
ul eklenerek spin islemi uygulandi. Daha sonra PCR tiipleri SensoQuest Thermal Cycler
cihazina yerlestirildi. Cihazin ayarlari, EcoTech Kantitatif PCR SYBR Green Master Mix (2X)
kitinin 6nerdigi protokol dogrultusunda, Tablo 12’de belirtilen PCR dongii kosullarina gore
yapild.

Tablo 12. Eco Tech Kantitatif PCR SYBR Green PCR Ddngii Protokolii

Asamalar Sicaklik Zaman

Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C 30sn

Denatiirasyonu 95°C 10 sn

Primerlerin ag¢ilan DNA zincirlerine yapismasi 60 30 sn

Uzama 72 20 sn
Istatistiksel Analiz

Caligsma siiresince gergeklestirilen tiim deneyler 3 tekrar olacak sekilde gerceklestirildi.
Elde edilen veriler, istatistiksel anlamlilik agisindan degerlendirildi. Bu amagla Tek Yonli
Varyans Analizi (ANOVA) ve Tukey’in Coklu Karsilastirma Testi uygulandi. Istatistiksel
analizler, GraphPad Prism v10.4.2 yazilimi (GraphPad Software, San Diego, ABD) kullanilarak
gerceklestirildi. Istatiksel 5Snemlilik seviyeleri p>0,05 (ns; 6nemsiz), p<0,05 (*; dnemli), p<0,01

(**; ¢cok onemli), p<0,001 (*** ve ****; yiiksek derece dnemli) olarak degerlendirildi.
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ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bitki Materyallerine Ait Ekstraksiyon Verimi

Berberis vulgaris yaprak ve dal etanol ziitiiniin sonucunda elde edilen 6ziit miktar1 ve

% verimi Tablo 13’de verildi.

Tablo 13. Oziit Verim Miktarlari

Madde miktari(g) Oziit miktari (g) % verim
B.vulgaris yaprak 22.55 5.52 % 24
B.vulgaris dal 202.003 4.24 % 2

Gaz Kromotografisi Kiitle Spektrometresi
Berberis vulgaris éziitiiniin GC-MS sonugclar:

Berberis vulgaris yapragi ve dalinin etanol ekstraksiyonunun kimyasal igerigini
belirlemek i¢in GC-MS analizi yapildi. Analiz sonucunda yaprakta 7, dalinda 9 bilesik tespit
edildi.

Berberis vulgaris yaprak éziitiiniin GC-MS sonugclar:

Bu arastirmada B.vulgaris yaprak etanol (E-BVL) 6ziitiiniin GC-MS analizi ile Tablo
14°de belirtildigi gibi yedi tane bilesigin varligi tespit edildi. Bu bilesikler; tetraetil silikat, fitol,
diizooktil ftalat, heptakosan, 9-oktadesenamid, oktatriakontil pentafloropropiyonat ve a-

tokoferol olarak tanimland.

Tablo 14. Berberis vulgaris Yaprak Etanol Oziitiine Ait Bilesenler

Pik ta(dk)? %miktari Bilesik Ad1 MOlelEﬁ.l.
Formiilii
1 5.297 3.982 Tetraetil silikat CgH200.Si
2 21.973 2.960 Fitol C20H100
3 30.944 3.166 Diizooktil ftalat C24H304
4 32.653 6.582 Heptakosan CarHse
5 33.611 19.639 9-oktadesenamid CigH3ssNO
6 36.501 59.181 Oktatriakontil pentafloropropiyonat CuH77Fs0;
7 36.982 6.344 a-tokoferol Ca9Hs500:

a8Alikonma siiresi

40 dakikalik GC-MS analiz periyodunda bilesenler 5 ile 37 dakika arasinda goriinmeye
basladi. Bu donemde oktatriakontil pentafloropropiyonat (%59.181) ana bilesen olarak
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tanimlandi. Bu bileseni 9-oktadesenamid (% 19.639), heptakosan (% 6.582), a-tokoferol (%
6.344), tetraetil silikat (3.982),diizooktil ftalat (% 3.166) ve fitol (% 2.960) takip etti. Tablo13,
Berberis vulgaris yapragi etanol 6ziitiinde GC-MS analizi ile tanimlanan biyoaktif bilesiklerin
ayrintili bir 6zetini sunmaktadir. Ek olarak, bu maddelerin GC-MS kromatogrami Sekil 6 ve

bilesiklere ait 3B yapilar1 Sekil 8’de verildi.
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Sekil 6. Berberis vulgaris yapragina ait GC-MS kromotogrami
Berberis vulgaris dal éziitiine ait GC-MS sonuclar:

Bu arastirmada B.vulgaris dal etanol 6ziitii (E-BVD) GC-MS analizi ile Tablo 15°de
edildi. Bu bilesikler;

pentafloropropiyonat, erukamid, diizooktil ftalat, 2-hekzadekanol, 8-oktadekenal, heksa-t-biitil

gosterildigi  gibi dokuz bilesik oldugu tespit oktatriakontil
selenatrisiletan, oleik asit, 3- (oktadesiloksi) propil ester, tetraetil silikat ve heksadekanoik asit

etil ester olarak tanimlandi.

Tablo 15. Berberis vulgaris Dal Oziitiine Ait Bilesenler

Pik ta(dk)? %miktar Bilesik Ad1 Molekiil
Formiilii
1 5.302 2.127 Tetraetil silikat CgH2004Si
2 19.921 1.617 Heksadekanoik asit etil ester C18H 302
3 21.477 4,527 2-hekzadekanol Ci16H340
4 30.149 4.243 8-oktadekenal CisH340
5 30.953 10.174 Diizooktil ftalat C24H3504
6 33.212 3.786 Heksa-t-biitil selenatrisiletan C24Hs4SeSis
7 33.621 27.679 Erukamid CisH3sHO
8 34.526 2.585 Oleik asit, 3- (oktadesiloksi) propil ester CagH7603
9 36.526 41.406 Oktatriakontil pentafloropropiyonat CuH77Fs0;

aAlikonma siiresi
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Sekil 7. Berberis vulgaris dalina ait GC-MS kromotogrami

40 dakikalik GC-MS analiz periyodunda bilesenler 5 ile 37 dakika arasinda goriinmeye
basladi. Bu donemde ana bilesen olarak oktatriakontil pentafloropropiyonat (%41.406)
belirlenmistir. Bu bileseni erukamid (% 27.679), diizooktil ftalat (% 10.174), 2-hekzadekanol
(% 4.527), 8-oktadekenal (% 4.243), heksa-t-biitil selenatrisiletan (% 3.786), oleik asit, 3-
(oktadesiloksi) propil ester (%2.585), tetraetil silikat (%2.127) ve heksadekanoik asit etil ester
(1.617) takip etmektedir. Tablo 14’de Berberis vulgaris dal etanol 6ziitiinde GC-MS analizi ile
tanimlanan biyoaktif bilesiklerin ayrintili bir 6zetini sunmaktadir. Ek olarak, bu maddelerin
GC-MS kromatogrami Sekil 7 ve bilesiklere ait 3B yapilart Sekil 8’de verildi.
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Sekil 8. E-BVL ve E-BVD 3B yap1 gorsellestirmesi biyoaktif bilesenleri (MolView)
Hiicre Canhihigi WST-8 Testi ile Analizi

Calismada kullanilan THP-1 hiicre hatt1 tizerinde Berberis vulgaris yaprak etanol (E-
BVL) 6ziitliniin hiicre canliligit WST-8 Kiti uygulamasi neticesinde elde edilen hiicre canlilik ve
inhibisyon sonucu Sekil 9°da ayrintili olarak verildi. E-BVL konsantrasyonu azaldik¢a hiicre
canlilik degeri arttig1 gézlendi. E-BVL uygulamasinin THP1 hiicrelerinde doza bagimli olarak
oldiirticti etki gosterdigi tespit edildi. Artan konsantrasyonlarda THP1 hiicresinin 6lim orani
belirgin  bir sekilde yiikseldi. Buna karsin, hiicre canliligi iizerindeki etkiler
degerlendirildiginde, diisiik konsantrasyonlardaki gruplarda (31,25—-125 pg/mL) hiicre canlilig1
%85’in lzerinde kalmis, yiiksek konsantrasyonda (500 pg/mL) ise canlilik orani belirgin
sekilde azalmistir. ICso oran1 194,8 pg/mL olarak belirlendi.
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Sekil 9. E-BVL WST-8 hiicre canlilik ve inhibisyon sonucu
CD33 gen ekspresyon diizeyleri

CD33 geninin mRNA ifade seviyesi incelendiginde, DMSO uygulanan grupta kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi (p>0,05). Ayrica kontrol
grubuna gore E-BVL uygulanan grupta CD33 mRNA seviyesinde istatistiki agidan ¢ok 6nemli
bir azalmanin meydana geldigi gozlemlendi (p<0,01). Goreceli CD33 mRNA ekspresyon
seviyesi Sekil 10°da yer almaktadir.
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Sekil 10. Goreceli CD33 mRNA ekspresyon seviyesi
BAX gen ekspresyon diizeyleri

BAX geninin mRNA ifade seviyesi incelendiginde, DMSO uygulanan grupta kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edilmedi (p>0,05). Ayrica kontrol
grubuna gore E-BVL uygulanan grupta BAX mRNA seviyesinde istatistiki agidan oldukga
onemli bir artisin meydana geldigi goriildi (p<0,01). Goreceli BAX mRNA ekspresyon seviyesi
Sekil 11°de yer almaktadir.
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Sekil 11. Goreceli BAX mRNA ekspresyon seviyesi
CDKG6 gen ekspresyon diizeyleri

CDKG6 geninin mRNA ifade seviyesi incelendiginde, DMSO uygulanan grupta kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi (p>0,05). Ayrica kontrol
grubuna gore E-BVL uygulanan grupta CDK6 mRNA seviyesinde istatistiki agidan énemli bir
azalmanin meydana geldigi gézlemlendi (p<0,05). Géreceli CDK6 mRNA ekspresyon seviyesi
Sekil 12’de yer almaktadir.
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Sekil 12. Goreceli CDK6 mMRNA ekspresyon seviyesi
BCL-XL gen ekspresyon diizeyleri

BCL XL geninin mRNA ifade seviyesi incelendiginde, DMSO uygulanan grupta kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlenmedi (p>0,05). Ayrica kontrol
grubuna gore E-BVL uygulanan grupta BCL XL mRNA seviyesinde istatistiki agidan ¢ok
Oonemli bir azalmanin meydana geldigi gozlemlendi (p<0,01). Goéreceli BCL-XL mRNA

ekspresyon seviyesi Sekil 13°de yer almaktadir.
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Sekil 13. Goreceli BCL XL mRNA ekspresyon seviyesi
CD86 gen ekspresyon diizeyleri

CD86 geninin mRNA ifade seviyesi incelendiginde, DMSO uygulanan grupta kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi (p>0,05). Ayrica kontrol
grubuna gére E-BVL uygulanan grupta CD86 mRNA seviyesinde istatistiki agidan 6nemli bir

azalmanin meydana geldigi gozlemlendi (p<0,05). Goreceli CD86 mRNA ekspresyon seviyesi
Sekil 14’te yer almaktadir.

Goreceli CD86 mRNA
ekspresyon seviyeleri
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Sekil 14. Goreceli CD86 mMRNA ekspresyon seviyesi
KASPAZ-3 gen ekspresyon diizeyleri

Kaspaz-3 geninin mRNA ifade seviyesi incelendiginde, DMSO uygulanan grupta
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi (p>0,05). Ayrica
kontrol grubuna gore E-BVL uygulanan grupta Kaspaz-3 mRNA seviyesinde istatistiki agidan
yiiksek derece dnemli bir artisin meydana geldigi gozlemlendi (p<0,001). Goreceli Kaspaz-3
mRNA ekspresyon seviyesi Sekil 15’te yer almaktadir.
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Sekil 15. Goreceli Kaspaz-3 mRNA ekspresyon seviyesi

Kiiresel Kanser Gozlem Verisine gore; diinya genelinde 18.1 milyon insana yeni kanser
teshisi konuldugu ve 9.6 milyon kisinin kanser yiliziinden yasamini yitirdigi bildirilmistir
(Oztiirk and Uyar 2021). Her y1l milyonlarca insanin hayatin1 kaybetmesine neden olan kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en tehlikeli hastalik gruplarindan biri olarak kabul
edilmektedir. Kanserin tedavisinde radyoterapi, kemoterapi ve immiinoterapi gibi yontemler
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Ancak mevcut tedavi yontemlerinin hastalarda ¢esitli olumsuz
yan etkilere yol agmasi, alternatif tedavi yaklasimlarina olan ihtiyaci her gecen giin daha da

artirmaktadir (Taliboglu and Kiran 2024).

Bu tez calismasi Berberis vulgaris yapraklarindan elde edilen bitkisel oziitiin
karakterizasyonunun yapilmasi, fitokimyasal bilesenlerinin belirlenmesi ve hazirlanan 6ziitiin
16semi hiicre hatti izerindeki etkisi sitotoksisite testi ve gen ekspresyon diizeyler yoluyla in

vitro analizler kullanilarak belirlenmesi amaglandi.

Tibbi bitkiler ile ilgili literatlir tarandiginda, tibbi bitkilerin uzun siiredir diinya
genelinde saghigi korumak ve hastaliklar iyilestirmek amaciyla kullanildigi goriilmektedir
(Andrade et al. 2020). T1ibbi bitkilerin baslica 6zellikleri, yapilarinda yer alan bilesiklerin dogal
kaynakli, kolay temin edilebilmeleri, terapotik etkinlik gostermeleri ve genellikle minimal yan
etki riskine sahip olmalaridir. BV ye ait ¢esitli kisimlar ve bu kisimlardan elde edilen 6ziitlerle
ilgili yapilan literatiir taramasi sonucunda; sakinlestirici etkisiyle, mesane, karaciger ve safra
kesesi rahatsizliklarinda, romatizma, anormal kanamalar, sitma, istah artirici ve ishal gibi
durumlarin  tedavisinde kullanildigi  belirlenmistir.  Fitokimyasal ve farmakolojik
arastirmalar, Berberis’in antikolinerjik, antimikrobiyal, antioksidan, antiemetik, anti-

inflamatuar, antipiretik, antisitmik, antiaritmik, yatistirici, antileishmaniyal ve kolagojik
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Ozellikler tasidigini ortaya koymustur (Ivanovska and Philipov 1996; Fatehi et al. 2005;
Kunwar et al. 2006; Imanshahidi and Hosseinzadeh 2008).

Berberis vulgaris’in yapisinda bulunan maddelerin, 6zellikle kanser, kalp-damar ve
metabolik rahatsizliklar gibi alanlarda yararl bir tedavi edici ajan olarak gelistirilme olasiligina
sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Berberis vulgaris’in toksik etkilerini degerlendirmede
LD50 (letal doz) degerleri goz Oniline alindiginda, kullanilan hayvan tiirine, verilen doz
miktarina, uygulama sekline ve bitkinin menseine baglh olarak degisiklik gosterdigi net bir
sekilde anlasilmaktadir. Rad ve ark. (2017) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada Berberin,
adeninniikleotid translokaz enzimini baskilayarak, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimini
artirarak ve hiicre 6liimiine yol agan apoptoz ile nekroz mekanizmalarini harekete gecirerek
hem saglikli hem de tiimor hiicreleri lizerinde zamana ve derisime bagl olarak toksik etkiler
gosterdigi belirtilmistir (Rad et al. 2017). Fatehi ve ark. (2005) tarafindan gerceklestirilen bir
arastirmada Berberis vulgaris meyvesinden elde edilen 6ziitiin giiglii bir tansiyon diisiiriicii
(hipotansif) etkisi oldugu ve hiicre zar1 depolarizasyonuyla uyarilan kanallar1 etkinlestirdigi

ortaya konmustur. (Fatehi et al. 2005).

Berberis vulgaris bitkisinde yaklasik 53 farkli bilesen belirlenmistir. Bu bilesikler
arasinda berberin, kannabisin ve hidroksikanthin gibi 27 alkaloid, 4 triterpenoid ve sterol, 6
flavonoid ve antosiyanin, 3 fenolik madde, 6 polisakkarit ve sekerler ile son olarak C ve K
vitaminleri yer almaktadir (Rahimi-Madiseh et al. 2017). Calismamizda 15 bilesen belirlendi.
Belirlenen baslica bilesiklerden biri ise oktatriakontil pentafloropropiyonatdir. Yapilan
aragtirmalar, propolis Orneklerinde oktatriakontil pentafloropropiyonat adli bilesigin tespit
edildigini gdstermistir. Bu bilesigin hesaplamali modelleme ile yapilan yerlestirme (docking)
analizinde, enzim cepleri igerisinde iyi bir sekilde konumlandigi, miikkemmel bir sekilde
baglandig1 ve baz1 genis spektrumlu antiviral ajanlara kiyasla hedef makromolekiillerin aktif
bolgesiyle miikemmel bir baglanma oriintiisiine sahip oldugu ortaya konmustur (H Elwakil et
al. 2021). Berberis vulgaris’in kimyasal bilesimindeki farkliliklarin, bitkinin yetistigi cevresel
kosullarin; biyotik faktorler (mikroorganizmalar, patojenler) ve abiyotik faktorler (iklim, toprak

yapist, su stresi) etkisiyle ortaya ¢ikmaktadir (Mahajan and Tuteja 2005).

Calismamizda Berberis vulgaris yapragi etanol dziitiinde belirlenen bir diger bilesen,
yaygin olarak oleamid olarak bilinen bir yag asidi amid bilesigi olan 9-oktadesenamiddir (Abel-
Anyebe et al. 2020). Bu bilesik, bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan dogal olarak
tiretilmektedir (Zulfigar et al. 2022). Yapilan arastirmalara gore, insan ve hayvan beyninde

dogal olarak bulunan bu bilesigin uykuya gegiste ve uyku diizeninin siirdiiriilmesinde etkili
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oldugu belirlenmistir. Ayrica, 9-oktadesenamidin antibakteriyel ve antifungal 6zelliklere sahip

oldugu da gosterilmistir (Hameed et al. 2016).

Bu tez galismasinda gergeklestirilen kapsamli literatiir taramalari neticesinde, Berberis
vulgaris bitkisinden elde edilen 6ziitiin kanser ve ¢esitli hastaliklarin tedavisinde potansiyel
biyolojik aktiviteler sergiledigi belirlenmistir. Bu tez ¢calismasi kapsaminda E-BVL 6ziitiiniin,
THP-1 hiicre hattindaki WST-8 analizi sonucunda, hiicre canliliginda en anlamli azalmanin

gozlendigi E-BVL 6ziit konsantrasyonun ICso degeri 194.8 pg/ ml olarak tespit edildi.

THP-1 hiicreleri, makrofajlarin aktive olmasi ve farklilagsma siireglerini, inflamasyon
stirecindeki tepkilerini ve inflamatuar hastaliklarin mekanizmalarimi anlamaya yonelik ¢ok
sayida aragtirmada, monosit-makrofaj doniisiimiinii modellemek amaciyla kullanilmistir (Qin
2012; Chanput et al. 2014). Ayesh ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada Thymus vulgaris
Oziitli THP-1 16semi hiicrelerinin ¢ogalmasini doz ve zamana bagl olarak engellemis, ancak
hiicre 6liimiine yol agmamstir. Oziit hiicre biiyiimesini durdurucu (sitostatik) bir etki
gostermistir fakat zehirleyici (sitotoksik) bir etki ortaya koymamaistir. Bu bulgu T.vulgaris’in
kanser hiicrelerine karsi segici ve diisiik dozlarda etkili olabilecek bazi bilesenler barindirdigini
gostermektedir (Ayesh et al. 2014). Yapilan baska bir ¢alismada Dendrobium officinale
yapraklarindan elde edilen polisakkaritlerin, LPS (lipopolisakkarit) kaynakli sitotoksisitenin
THP-1 hiicreleri iizerindeki olumsuz etkilerini tamamen ortadan kaldirdigi ve ROS iiretimini
inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu bulgular, s6z konusu polisakkaritlerin anti-inflamatuar

potansiyele sahip oldugunu gostermektedir (Zhang et al. 2018).

CD33, bagisiklik sistemi hiicrelerinin yiizeyinde yer alan bir proteindir ve 6zellikle
monositler, makrofajlar ve graniilositler gibi miyeloid kdkenli hiicrelerde bulunur. Bu protein,
akut miyeloid 16semi gibi bazi1 kan kanseri tiirlerinde yiiksek oranda ifade edilir. Bu nedenle
AML tedavisinde bir hedef olarak kullanilir (Nguyen et al. 2006). Ehninger ve ark. (2014)
tarafindan yapilan ¢aligmada CD33, 6zellikle AML'nin M2—-M6 alt tiplerinde yiiksek diizeyde
eksprese edildigi ve saglikli hiicrelere kiyasla belirgin sekilde arttigi bulunmustur. FLT3-ITD
ve NPM1 mutasyonlu hastalarda CD33 seviyeleri daha yiiksek oldugu bu durumun da koti
prognozlu AML alt gruplarnin CD33 hedefli tedavilerden (6rnegin GO veya bi-spesifik
antikorlar) fayda gorebilecegini gostermektedir. (Ehninger et al. 2014). Yapilan ¢aligsmalarin
incelenmesi sonucunda, tedavi edilen 16semi hastalarinda CD33 ekspresyon seviyelerinin
genellikle diisiik diizeyde oldugu belirlenmistir. Bu tez calismast kapsaminda, E-BVL
uygulanan grupta CD33 mRNA seviyesinde anlamli bir azalma gozlemlenmistir. S6z konusu
azalma, kanser tedavisinde olumlu bir etkiyi isaret etmekte olup, CD33 diizeylerinin tedavi

yanitinin bir gostergesi olarak degerlendirilebilecegini diisiindiirmektedir.
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CDKB®, hiicre biyolojisinin ¢esitli alanlarinda kritik roller iistlenen bir serin-treonin
kinazidir. Yapilan ¢aligmalar, CDK6'nin yalnizca hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde degil,
ayn1 zamanda hiicre proliferasyonu ve apoptozu gibi siireclerde de dnemli bir rol oynadigini
ortaya koymustur. Bu baglamda, CDK6'nin 16semogenez siirecinde biyolojik islevlere katkida
bulundugu gosterilmistir. Geleneksel olarak CDKG, bir hiicre dongiisii kinazi olarak bilinmekle
birlikte, ayn1 zamanda tiimor anjiyogenezini destekleyen benzersiz bir fonksiyona da sahiptir.
Ozellikle, aktivator protein 1 (AP-1) Ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii a (VEGF-a) gibi
transkripsiyon faktorlerini dogrudan diizenleyerek tiimor mikrosisteminin yeniden
sekillenmesine katkida bulunur. Bu o6zellikleri, CDKG6'y1 yalnizca hiicre donglisliniin bir
regiilatorii degil, ayn1 zamanda kanser biyolojisinde terapdtik hedef potansiyeli tagiyan ¢ok
yonlii bir molekiil haline getirmektedir (Otto and Sicinski 2013). Yapilan ¢alismada CDK6’nin,
FLT3 pozitif AML hiicrelerinde hiicre sagkalimi ve apoptoz mekanizmalarinin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigini ortaya koymustur. Bu bulgular, CDK6 kinaz
aktivitesinin azaltilmasinin, 6zellikle direng gelisen olgularda, yeni nesil antikanser tedaviler
acisindan umut verici bir hedef olabilecegini gostermektedir (Liu et al. 2021). Yapilan
arastirmalar, tedavi edilen 16semi hastalarinda CDKG6 ekspresyon diizeylerinin genellikle diisiik
oldugunu ortaya koymaktadir. Bu tez calismasi kapsaminda gergeklestirilen analizlerde, E-
BVL uygulanan grupta CDK6 mRNA diizeylerinde anlamli bir azalma tespit edilmistir. Bu
azalma, CDK6’nin baskilanmasinin kanser tedavisinde terapotik agidan olumlu bir etki
yaratabilecegini gostermektedir. Dolayisiyla, CDKG6 ekspresyon diizeylerinin tedaviye yanitin

biyobelirteglerinden biri olarak degerlendirilme potansiyeli bulundugu diisiiniilmektedir.

BAX, apoptozda gorevli pro-apoptotik bir proteindir. Hiicre ici stres veya DNA hasar1
sonrasi aktifleserek mitokondride gézenekler olusturur ve sitokrom c salinimini saglar. Bu da
kaspazlar1 aktive ederek hiicre 6liimiinii baglatir. BAX, tiimdr gelisimini engellemede kritik rol
oynar (Youle and Strasser 2008). Li ve ark. (2017) tarafindan gergeklestirilen arastirmada
CYD-2-11 molekiiliiniin BAX proteininin S184 pozisyonuna baglanarak aktivasyonunu
sagladig1 ve akciger kanseri hiicrelerinde gii¢lii apoptoz tetikleyici etkisi gosterdigi tespit
edilmistir. Bu sonuglar, CYD-2-11’in BAX proteini araciligiyla apoptoz mekanizmasini
hedefleyerek akciger kanserine karsi potansiyel bir tedavi ajani olabilecegini ortaya
koymaktadir (Li et al. 2017). Literatiir taramalar1 sonucunda kanserli hastalarda BAX gen
ekspresyon diizeylerinin genellikle azaldigin1 ortaya koymaktadir. Bu tez kapsaminda
gerceklestirilen analizlerde E-BVL tedavisi uygulanan grupta BAX mRNA seviyelerinde
anlaml1 bir ylikselis gozlemledik. S6z konusu artis BAX ekspresyonunun kanser tedavisinde
terapotik potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Bu dogrultuda, BAX gen ekspresyon

diizeylerinin tedavi yanitinin molekiiler gostergelerinden biri olarak degerlendirilir.
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BCL-XL, anti-apoptotik 6zellik gosteren BCL-2 protein ailesinin 6nemli bir tiyesidir. Bu
protein, timor hiicrelerinin apoptoza karsi direng kazanmasinda kritik rol oynayarak, tiimor
olusumu, ilerlemesi ve kemoterapiye karsi ilag direncinin gelisiminde etkili olmaktadir. BCL-
XL'nin apoptozu engelleyici fonksiyonu, kanser tedavisinde hedeflenmesi gereken potansiyel
bir mekanizma olarak 6nem arz etmektedir (Hanahan and Weinberg 2011). Lv ve ark. (2021)
tarafindan yliriitiilen bir ¢alismada, BCL-XL proteini {izerindeki K87 lizininin, DT2216 adli
bifonksiyonel kii¢iik molekiil (PROTAC) araciligiyla ubiquitinasyon ve proteolitik yikim i¢in
kritik bir rol oynadigi ortaya konmustur. Farkli PROTAC tasarimlarinin gelistirilmesiyle hem
BCL-XL hem de BCL-2 hedeflenebilir hale gelmis olup, bu durum kanser tedavisinde daha etkili
cift yonlii degrader molekiillerin gelistirilmesine olanak tanimistir (Lv et al. 2021). Literatiir
incelemeleri sonucunda kanserli bireylerde BCL-XL gen ifade seviyelerinin genellikle
yikseldigi tespit edilmektedir. Bu tez gergevesinde yapilan analizlerde E-BVL tedavisi
uygulanan grupta BCL-XL mRNA diizeylerinde anlamli bir diigiis gézlenmistir. Bahsi gecen
azalma, BCL-XL ifadesinin kanser tedavisinde terapotik bir potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir. Bu baglamda, BCL-XL gen ifade seviyeleri tedavi cevabinin molekiiler

gostergelerinden biri olarak kabul edilmektedir.

Apoptozun baslatilmasi ve yliriitiilmesinde merkezi rol oynayan proteinler arasinda,
proteazlar olarak da bilinen kaspazlar kritik 6neme sahiptir (Nicholson and Thornberry 1997;
Thornberry and Lazebnik 1998). Kaspaz-3, apoptoz mekanizmasinin etkin ve diizenli bir
bigimde yiiriitiillmesinde kritik bir rol oynamaktadir (Nicholson and Thornberry 1997). Jiang ve
ark. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada Kaspaz-3 enziminin akciger kanseri hiicrelerinde
apoptoz ile piroptoz arasinda gecisi sagladigr gosterilmistir. Kaspaz-3, kemoterapi ilaglariyla
aktive olarak tiimor baskilayici gen Gasdermin E proteinini keser ve hiicre 6liimiinii piroptozaya
dontstiiriir. Boylece kanser hiicrelerinin 6liimii artar ve gogalmalar1 engellenir. (Jiang and Li
2020). Yapilan literatiir incelemeleri sonucunda, kanser hastalarinda Kaspaz-3 seviyelerinin
artig gosterdigi saptanmistir. Bu tez ¢alismasi igin yapilan analizler sonucunda E-BVL tedavisi
uygulanan grupta Kaspaz-3 mRNA seviyelerinde yiiksek derece 6nemli bir artis gézlenmistir.
Bu bulgu Kaspaz-3'in kanser tedavisinde potansiyel bir molekiiler biyobelirte¢ olarak islev
gorebilecigini desteklemektedir. Artan Kaspaz-3 ekspresyonu, tedaviye bagli apoptotik hiicre
Oliimiiniin aktive oldugunu ve dolayisiyla tedavi etkinliginin bir gostergesi olabilecegini 6ne

cikarmaktadir.

CD86, bagisiklik sistemi hiicrelerinde yer alan ve bagisiklik tepkileri sirasinda T
hiicrelerinin etkinlesmesi i¢in gereken ek uyar1 sinyalini saglayan bir proteindir (McLellan et

al. 1995). Landi ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢alisma CD86 geninin 3'UTR bdlgesinde yer
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alan genetik varyantlarin, miRNA baglanma etkinligini etkileyerek CD86 protein
ekspresyonunu modiile ettigi gosterilmistir. Bu modifikasyonlar, kolon kanseri gelisme riskinin
artmastyla iligkilendirilmistir. Dolayistyla, CD86 gen ekspresyonunun miRNA araciligiyla
diizenlenmesi, gastrointestinal sistem kanserlerine yonelik bireysel duyarliligin
belirlenmesinde kritik bir mekanizma olarak degerlendirilmektedir (Landi et al. 2011).
Literatiir taramalar1, kanser hastalarinda CD86 gen ekspresyonunda artis oldugunu ve bu artisin
kanser gelisme riskini artirdigina isaret etmektedir. Tez kapsaminda yapilan analiz sonucunda
E-BVL tedavisi uygulanan grupta CD86 mRNA seviyelerinde énemli bir azalma gézlemlendi.
Elde edilen sonuglar dogrultusunda CD86’nin ekspresyonundaki azalisin, E-BVL tedavisinin
immiin yanit lizerindeki modiilator etkisini yansittigt ve tedavi etkinliginin molekiiler bir
gostergesi olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu baglamda, CD86 gen ekspresyon seviyelerinin,
kanser tedavisinde immiinolojik yanitin degerlendirilmesinde potansiyel bir biyobelirte¢ olarak

kullanilabilecegi gdsterilmektedir.
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SONUCLAR VE ONERILER

Kanser, hipokolesterolemi, bakteriyel ve fungal enfeksiyonlar ile immiinosiipresif
hastaliklar gibi birgok saglik sorunu, ciddi tedavi yaklasimlar1 gerektiren hastaliklardir. Bu
hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek yeni ve etkili ila¢ molekiillerinin kesfi ya da
gelistirilmesi biiylik 6nem tagimaktadir. Bu dogrultuda, bitkiler iizerine yapilan giincel
caligmalar dnemli ilerlemeler kaydetmistir. Ozellikle bitkisel kaynakli dogal iiriinlerin, antik
caglardan bu yana tedavi edici ajanlarin gelistirilmesinde kullanilmasi, siirece katki saglayan
dikkat ¢ekici bir faktor olarak degerlendirilmektedir. Bu ¢alismada, Berberis vulgaris bitkisinin
toprak Ustii kisimlarindan elde edilen etanol Oziitiiniin GC-MS analiz sonuglarina gore;
oktatriakontil pentafloropropiyonat, 9-oktadesenamid, heptakosan, a-tokoferol, diizooktil
ftalat, fitol, tetraetil silikat, 2-heksadekanol, 8-oktadesenal, hekza-tert-biitil selenyum trisiletan,
heksadekanoik asit etil esteri ve oleik asit 3-(oktadesiloksi)propil esteri gibi g¢esitli onemli

kimyasal bilesiklerin varlig: tespit edildi.

Ayni zamanda Berberis vulgaris yaprak etanol 6ziitiiniin 16semi hiicrelerinde programli
hiicre olimiinii (apoptoz) tesvik ettigi ve hiicre dongiisiinii diizenleyen genler {izerindeki
potansiyel baskilayici etkisini ortaya koydu. Ayrica, E-BVL 6ziitiiniin antiapoptotik sinyal
yollarin1 baskilayarak hiicrelerin yasamini siirdlirmesini engelledigi ve bdylece kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurmaya katkida bulundugu diistiniilmektedir. Calismamizin, in
vivo testlerle desteklenerek ilerleyen siireglerde kanser tedavisine 6nemli katkilar saglayacagina

inanmaktayi1z.
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