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CUSCUTA CAMPESTRIS TEDAVISI ILE MIDE KANSERI HUCRELERINDE APOPTOZUN
INDUKLENMESI VE REAKTIF OKSIJEN TURLERININ OLUSUMU YOLUYLA

PROLIFERASYONUN ENGELLENMESI

INHIBITION OF PROLIFERATION VIA INDUCING APOPTOSIS AND FORMATION OF
REACTIVE OXYGEN SPECIES ON GASTRIC CANCER CELLS WITH CUSCUTA CAMPESTRIS

TREATMENT

Huri BULUT", Ezgi DURMUS?, Ebru HACIOSMANOGLU?, Kubra BOZALI*, Hilal SENTURK!, Abdurrahim KOCYIGIT?

OZET

AMAG: Kanser tahrip edici, 6limciil bir hastaliktir ve diinya
capindaki 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Mide
kanseri gibi kanser tiirleri i¢in farkli tedavi yontemleri mevcut olsa da
¢ogu tedavi yontemleri bir¢ok yan etkiye sahiptir. Cesitli iyilestirici
ozelliklere sahip Cuscuta campestris' in kanser hiicreleri tizerindeki
etkilerinin arastirilmasi yeni bir alan olmakla beraber etkileri tam
olarak ¢alisiimamis ve aydinlatilmamistir. Bu ¢alismada, C. campestris
ozitinin farklh konsantrasyonlarinin mide kanseri hiicreleri
tizerindeki sitotoksik, genotoksik, apoptotik ve reaktif oksijen
tiirlerinin tiretimindeki etkilerinin incelenmesi amaclanmustir.

GEREC VE YONTEM: Arastirmamizda, C. campestris icin
antioksidan, pro-oksidan ve radikal temizleyici aktiviteleri
degerlendirildi ve miktar tayini LC-MS / MS yo6ntemi ile analiz
edildi. C. Campestris’ in normal hiicrelere kiyasla mide kanseri
(AGC) hiicreleri tizerindeki segiciligini gostermek i¢in insan normal
deri fibroblastik (CCD-1079Sk) hiicre hatti kullanildi. Apoptoz
belirteglerinin tayininde akridin oranj/etidyum bromir ift
boyama, akis sitometrisi ve western blot metotlarindan faydalanildi.
Genotoksik aktivite tayini, Comet analizi ile gergeklestirildi.

BULGULAR: Sonuglarimiz, C. Campestris etanolik oziitiiniin doza
bagl bir sekilde, mide kanseri hiicre hatti tizerinde normal hiicrelere
kiyasla 6nemli ol¢tide daha yiiksek sitotoksik etkilere sahip oldugunu
gostermistir. Ayrica, elde ettigimiz veriler C. campestris'in mide kanseri
hiicre hatlarinda reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu arttirdigini ve
DNA hasarina neden oldugunu agik¢a gostermistir. Yapilan apoptoz
tayin Olgtimleri C. campestris' in boliinmis kaspaz-3, boliinmiis
kaspaz-9, boliinmiis PARP ve P-53'ii aktive etmesiyle kanser hiicreleri
tizerinde apoptotik bir etkiye sahip oldugunu da dogrulamustir.

SONUGC: Bu ¢aligmanin sonucu olarak, C. Campestrisin mide
karsinomu tedavisinde umut vadeden bir antikanser ajan1 olabilecegi
distintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Cuscuta campestris, mide karsinomu, apoptoz,
DNA hasari, reaktif oksijen tiirleri

ABSTRACT

AIM: Cancer is a destructive disease and second most common
cause of death worldwide. Although there are different therapeutic
methods for cancers such as gastric cancer, most of them possess
many adverse effects. Investigating the effects of Cuscuta campestris,
which has various medicinal properties, on cancer cells is a new field
and has not been fully elucidated. In this study, we investigated the
effects of cytotoxic, genotoxic, apoptotic and reactive oxygen species
production on gastric cancer cells with various concentrations of C.
campestris extract.

MATERIAL AND METHOD: Content analysis of C. campestris
was measured by LC-MS/MS method. Selectivity on gastric cancer
cell line (AGC cell line) was compared to normal cells, human
normal skin fibroblastic cells (CCD-1079Sk) for all experiments.
Antioxidant, pro-oxidant and radical scavenging activities were
evaluated, and apoptosis indicators were measured via acridine
orange/ ethidium bromide double staining, flow cytometer and
western blotting assays. Genotoxic activity assay was carried out by
using Comet assay.

RESULTS: Our results demonstrated that ethanolic extract of C.
campestris has significantly higher cytotoxic effects on gastric
cancer cell line than normal cells in a dose dependent manner. We
also observed that C. campestris increased the generation of reactive
oxygen species in gastric cancer cell lines and caused DNA damage.
Apoptosis detection assays further confirmed that C. campestris
has an apoptotic effect by activated of cleaved caspase-3, cleaved
caspase-9, cleaved PARP and P-53.

CONCLUSION: Hence, C. campestris might represent a promising
anticancer agent for gastric carcinoma treatment.

Keywords: Cuscuta campestris, stomach neoplasms, apoptosis,
DNA damage, reactive oxygen species
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Cuscuta Campestris Tedavisi ile Mide Kanseri Hiicrelerinde Apoptozun Indiiklenmesi ve Reaktif Oksijen Tiirlerinin Olusumu Yoluyla Proliferasyonun Engellenmesi

GIRIS

Mide kanseri (MK), kiiresel ve ayn1 zamanda oliimciil
bir saglik sorunudur. Diinya ¢apinda en sik goriilen dor-
diinct kanser tiirti olup tiim kanser dliimlerinin ikinci
en 6nemli nedenidir (1). MK insidans1 6zellikle Dogu
Asya, Dogu Avrupa, Orta ve Giiney Amerika'nin bazi
bolgelerinde oldukea yiiksektir (2). Kemoterapi, rad-
yoterapi ve cerrahi tedavideki sinirlamalar goz oniine
alindiginda, mide ve diger kanser tiirleri i¢in tamam-
layic1 / alternatif tip yaklagimlarina ilgi ginden giine
artmaktadir (3). Giiniimiizde, dogal bilesiklerin daha
az toksik olmasi, anti-kanser ilaclarinin tedavi sonrasi
olusturdugu toksisite endisesini ortadan kaldirabilece-
gini diistindiirmektedir.

Tiirkiye'nin Orta Anadolu ve Dogu Akdeniz Bolgesi'nde
ozellikle Mardin'de yaygin olarak yetisen yabani ot tiir-
lerinden biri olan Cuscuta campestris Yuncker (C. cam-
pestris) (tarla kiskiitii) tek yillik holoparazitik bir bitki-
dir (4). Diinyada yaygin olarak goriilen Cuscuta tiirleri,
mahsul bitkilerinde verim kaybina ve en ¢ok ekonomik
zarara neden olan parazitik bitki tiiriidiir. Bunun yani
sira Cuscuta tiirlerinin flavonoidler, glikozitler, alkalo-
idler, tanenler, ligninler ve diger organik maddeler dahil
olmak iizere birka¢ fito-bilesen icerdigi bilinmektedir.
Bu bilesenlerin yani sira ugucu yag ve eser elementler de
icerdigi gosterilmistir. Bu iceriklerinden dolay1 Cuscuta
tirleri modern tipta kullanilmaktadir (5). C. campest-
ris ¢ogunlukla kersetin (6), hiperosid (7) kaempferol,
refleksin, klorojenik asit, kafeik asit, p-Coumaric asit,
4,5-dikaffeoilkinik asit (6) gibi fitokonstitiientleri ihtiva
eder. Bir¢cok ¢alisma, Cuscuta tiirlerinin, anti-analjezik
(agr kesici) ve anti-piretik (ates diisiiriicii) 6zelliklerin
yani sira antibakteriyel, antimikrobiyal, antioksidan, anti
enflamatuar, anti-proliferatif, hepatoprotektif (karaciger
koruyucu etkileri) ve anti-iilser aktiviteleri dahil olmak
tizere ¢esitli biyolojik etkilere sahip oldugunu gostermis-
tir (5, 8, 9). Son yillarda Cuscuta tiirlerinin anti-kanser
etkileri de aragtirilmustir (5, 10). Ancak, literatiirde bir-
gok Cuscuta tiiriiniin kimyasal igerikleri ve biyoaktivite-
leri bildirilmis olsa da C. campestris'in tibbi 6zelliklerini
gosteren ¢aligmalar sinirl veriye sahiptir. Bu nedenle, bu
calismada C. Campestris etanolik 6ziitlerinin farkli kon-
santrasyonlarinin mide kanseri hiicreleri (AGC) tizerin-
deki sitotoksik, genotoksik, apoptotik ve reaktif oksijen
tiretimine (ROS) olan etkilerini inceledik.

GEREC VE YONTEM

1-Hiicre Hatlar1 ve Kimyasallar

Mide karsinom hiicreleri (AGC) ve insan fibroblast
hiicreleri (CCD-1079Sk), American Type Cell Culture
Collection'dan (ATCC, ABD) temin edildi. Fetal sigir
serumu (FBS), Ham's F12K medyum, Eagle’s minimal
essential medium (EMEM), 2,7-diklorodihidroflorese-
in-diasetat (H2DCF-DA), penisilin-streptomisin, etid-
yum bromiir (EB), akridin oranj (AO) ve diger kimya-
sallar Sigma-Aldrich’ten (St. Louis, MO, ABD) alind1.
Aksi belirtilmedikge, ¢alismada kullanilan tim kim-
yasallar analitik kalitededir. Annexin V-FITC boyama
kiti, Roche Life Sciences’tan (Penzberg, Almanya) sa-

tin alindi. Protein ladder’’ Thermo Fisher Scientificten
(Massachusett, ABD) temin edilirken, birincil ve ikincil
antikorlar, Abcamden (Cambridge, Ingiltere) satin alin-
d1. Western Blotting Luminaol Reagent, Santa Cruzdan
(Texas, ABD) satin alindi.

2- Bitkilerin toplanmasi ve ekstraksiyonu )
C. campestris'in agikta yetisen kisimlari, Konyadan (Ig
Anadolu Bolgesi, Tiirkiye) 2018 ilkbaharinin baslarinda
toplandi. Bitkinin toprak iistii kisimlari temizlendikten
sonra pargalayici yardimiyla ince toz haline getirildi. 100
g bitki tozu 100 ml %80 etanol icinde siispanse edildi
ve calkalayici tizerinde 37°C' de 48 saat boyunca inkiibe
edildi. Etanolik 6ziit, Whatman filtre kagidi1 yardimiyla
stiziilditkten sonra vakum altinda 40°C' de doner buhar-
lastirici ile buharlastirildi (Heidolph Hei-Vap Value Mo-
del Rotary Evaporator, Almanya). Son olarak, sulu 6ziit
¢ozeltisi liyofilizasyona (Labconco FreeZone 2.5 Litre
Masaiisti Dondurularak Kurutma Sistemi, ABD) tabi
tutularak C. Campestris’ in kuru tozu elde edildi.

3- C. campestris’ in igerik ve aktivite analizi

Toplam fenolik ve flavonoid icerik

C. campestris ozitiniin toplam fenolik (TF) igerigi,
calismamiza uyarlanmis bir yontem (11) izlenerek Fo-
lin-Denis reaktifi kullanilarak belirlendi. Gallik asit,
referans standart olarak kullanildi. Elde edilen yesil
rengin absorbansi, plak okuyucu (Thermoscientific,
Varioskan Flash Multimode, ABD) kullanilarak 746
nm'de olgiildii. Toplam fenolik igerikler, gallik asit ile
hazirlanmis bir standart egrinin (R2 = 0.999) dogrusal
denkleminden belirlendi. Toplam fenolik bilesik icerigi
100 g kuru agirlik basina mg cinsinden mg/g gallik asit
esdegeri (GAE) olarak ifade edildi.

Ekstraktin toplam flavonoid (TF) igerigi Eom ve ark.'nin
(12) protokoli kullanilarak analiz edildi. TE, 100 g kuru
agirlik basina mg cinsinden kersetin esdegerlerini (QE)
kullanan kalibrasyon egrisinden (R2 = 0,999) hesapland.

C. campestris'in fenolik ve flavonoid igeriklerinin
Yiiksek Performansli LC-MS / MS ile ol¢iimii

C. campestris igerigi, iyon kaynaginin ESI oldugu kiitle
spektrometresi (Thermoscientific, Orbitrap Q-Exacti-
ve, ABD) ile saptandi. 3 um Fortis C18 (150 x 3.0 mm
kalinliginda) kolonu kullanildi. Ilk olarak, C. campest-
ris'in kuru 6ziitii HPLC faz kosullarina uygun olmasi
i¢cin metanol i¢inde ¢ozdiriildi (HPLC kosullart mobil
faz A; %1 formik asit- H2O ve mobil faz B; %1 formik
asit - MeOH). Kiitle spektrometresinin ara ytiz sicaklig
240°C’ye, enjeksiyon hacmi ise 2 pl'ye ayarlandi. Kiitle
aralig1 85m/z 'den 1 500 m/z'ye kadar uygulandi. Tarama
stiresi, taramalar arasi 0,1 saniyelik gecikmeyle 0,5 sa-
niye olarak belirlendi. Kiitiiphane arastirmasi ise ILBER
kiitiiphanesi kullanilarak gerceklestirildi.

C. campestris'in toplam antioksidan kapasitesi (TAK)
ile pro-oksidan ve radikal temizleyici aktivitesi tayini
TAK, Erel ve arkadaslarinin protokoliinden yararlani-
larak tayin edildi (13). TAK analizinde 2,2"-azino-bis
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(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit; ABTS) radikali-
nin indirgenme 6lgiimleri baz alindi. Analiz, troloks ile
kalibre edildi ve sonuglar, litre basina mM askorbik asit
esdegeri (mmol askorbik asit esdegeri / L) cinsinden
ifade edildi. C. campestris kuru ekstresinin pro-oksi-
dan aktivitesi, Apak ve ark.'nin yeni pro-oksidan ak-
tivite deneyi baz alinarak gerceklestirildi (Erel, 2004).
C. campestrisin standart kalibrasyon egrisi, molar
konsantrasyona karsi alinan absorbans degeriyle elde
edildi ve her antioksidan i¢in modifiye edilmis CUP-
RAC analizinin molar absorptivitesi ilgili kalibrasyon
¢izgisinin egiminden bulundu. Caligmalardaki ABTS
radikal temizleyici kapasite (RTK), Erel'in yonteminde
belirtildigi gibi rapor edildi (13). RTK yiizdesi, asagida-
ki denkleme gore hesaplandi:

[(Absorbans kontrol x drnek / Absorbans kontrol) x100]
Kalibrasyon egrisi i¢in askorbik asit kullanild1 (150-1
000 uM) ve sonuglar, her 1 000 mg C. campestris etano-

lik 6ziitli basina mmol Askorbik asit esdegeri cinsinden
ifade edildi.

4-Hiicre kiiltiirii

AGC hiicreleri, Hams F-12K, CCD-1079Sk hiicreleri ise
EMEM medyum igerisinde 37°C ve %5 CO2 ortaminda
standart kiiltiir kosullarinda ¢ogaltildi. Hiicrelerin kiil-
tiir ortamlari, %10 FBS, 100U/ml penisilin ve 100 ng/
ml streptomisin ile desteklendi. Kiiltiirdeki canli hiicre
sayisl tayini tripan mavisi kullanilarak tespit edildi.

5-Hiicre canlilik testleri

Hiicre canliligi, ATP seviyelerini 6l¢gmede kullanilan li-
minesans test (Cell-Titer-Glo Luminescent Cell Viability
Assay, Promega, ABD) ile belirlendi. Bu amagla, 96 kuyu-
lu plaklarin her bir kuyusuna 100 pl iginde 1 x 105 adet
AGC ve CCD-1079Sk hiicre ekimi yapildi. Ardindan
hiicreler C. campestris ekstresi (100-600 ug / ml) ile 24
saat boyunca muamele edilirken kontrol grubu hiicreler
%0,1 DMSO ile muamele edildi ve plak, 30 dakika oda
sicakligina bekletildi. Plaklarin her bir kuyusuna 100 pl
Cell-Titer-Glo reaktifi eklendi ve orbital ¢alkalayicida 2
dakika boyunca karistirildi. 10 dakika inkiibasyon sonra-
s1 ATP varliginda yayilan 151k, bagil 151k birimleri (RLU)
cinsinden 6lgiildii. Hiicre canlilig1, %100 olarak belirtilen
negatif kontrol grubuna kiyasla bir yiizde olarak goste-
rildi. Yar1 maksimal biiyiime inhibe edici konsantrasyon
(IC50) degerleri, konsantrasyon-tepki egrilerinden dog-
rusal olmayan regresyon analizinden hesaplandi.

6-ROS iiretiminin 6l¢iimii

Hiicre i¢i ROS tiretimi, DCFH olusturmak i¢in spesifik
olmayan esterazlarla béliinen ve floresan DCF tiretmek
icin ROS tarafindan kantitatif olarak oksitlenen hiicre
gegirgen floresan prob dihidrodikloro floresan diasetat
(H2DCF-DA) kullanilarak test edildi. AGC ve CCD-
10798k hiicreleri, 24 saat boyunca C. Campestris'in
kuru 6ziitii (100-600 ug / ml) ile muamele edildi. In-
kiibasyon sonrasi hiicreler soguk fosfat tamponlu salin
(PBS) ile yikand1 ve 100uM H2DCF-DA ile 30 dakika
37°C'de inkiibe edildi.
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DCEF floresan yogunlugunu 488 nm eksitasyon ve 525
nm emisyon degerleri ayarlanarak, floresan plak oku-
yucuyla (Thermo Scientific, Varioskan Flash Multimo-
de, ABD) olgiildii. Analiz, i¢ bagimsiz deney olmak
tizere liger kez tekrarlanarak gerceklestirildi. Degerler,
kontrol ile karsilastirildiginda % bagil floresan olarak
ifade edildi.

7-Akridin oranj / etidyum bromiir ¢ift boyama testi
Hiicrelerdeki morfolojik degisikliklerin degerlendirilmesi
i¢in akridin oranj / etidyum bromiir (AO / EB) gift boya-
ma testi Mc Gahon ve arkadaslarinin yontemiyle gergek-
lestirildi (14). Hiicreler alt: kuyulu plaklarda (2 x 105 hiic-
re / kuyu) 24 saat boyunca kiiltiir ortaminda bekletildi.
Ardindan kuyulara %0,1 DMSO iginde C. Campestrisin
kuru ekstresi eklendi ve 24 saat 37°C'de inkiibe edildi.
Kontrol grubuna DMSO (%0,1) uyguland1. Hiicreler, in-
kiibasyondan sonra PBS ile yikandi. Tripsin / EDTA uy-
gulamasiyla hiicreler plak kuyularindan kaldirildi ve 4°C'
de 400 x g'de 5 dakika boyunca santrifiijlendi. Santrifiij
sonrasl, siipernatant ortamdan uzaklastirildi ve dipte top-
lanan hiicrelerin yogunlugu, soguk PBS ile 2 x 105 hiicre /
ml olacak sekilde stispanse edildi. Siispanse hiicre pelletin
tizerine son olarak, AO / EB soliisyonu ilave edildi ve hiic-
relerin niikleer morfolojileri, floresan mikroskopisi (Leica
DM 1 000, Solms, Almanya) ile tayin edildi.

8-Akis sitometrisi ile apoptoz tayini

Apoptoz analizi, dretici firmanin talimatlarina gore
Annexin V-FITC boyama kiti (Roche Applied Science,
Penzberg, Almanya) kullanilarak gerceklestirildi. Ana-
liz icin AGC ve CCD-1079Sk hiicreleri alt1 kuyulu plak-
lara kuyu bagina 1.5 x 105 hiicre olacak sekilde ekildi
ve gece boyunca inkiibe edildi. Inkbasyonun ardindan
plak tabanina yapisan hiicrelere C. Campestris'in IC50
degerinin altindaki C. campestris konsantrasyonlar:
ile 24 saat boyunca muamele edildi. 24 saatin ardin-
dan hiicreler tripsin ile plak yiizeyinden kaldirild1 ve
200 x g'de 5 dakika boyunca santrifiijlendi. Hiicre pel-
leti 100uL Annexin V-FITC etiketleme soliisyonu ile
yeniden siispanse edildi ve 15-20 ® C'de 10-15 dakika
inkiibe edildikten sonra 488nm ve 525nm emisyon dal-
ga boyunda akis sitometrisi (Becton Dickinson, FACS
Canto II, ABD) ile analiz edildi.

9-SDS-PAGE ve Western Blot Analizi

AGC ve CCD-1079Sk hiicreleri (1.5 x 105 hiicre / kuyu)
olacak sekilde 35x10 mm’lik petri kaplarina ekildi. 24 saat
sonra C. Campestris’in farkli konsantrasyonlar1 (100, 150,
225 pg / ml) ile hiicreler muamele edildi. Inkiibasyondan
sonra hiicreler topland1 ve buz iizerinde 30 dakika bo-
yunca dnceden hazirlanmig RIPA hiicre liziz tamponun-
da (proteaz inhibitorii kokteyli ilaveli) bekletildi. Ardin-
dan hiicreler 4 °C'de 10 dakika boyunca 13000 x rpm'de
(Beckman Coulter, Krefeld, Almanya) santrifiijlendi ve
nihai stipernatant, sitozolik fraksiyon olarak kullanildi.
Total protein konsantrasyonlari, Bradford protein analiz
yontemi (15) belilenerek denatiire edildi. Proteinler wes-
tern blot analizi igin %8-12’lik SDS-PAGE jel iizerinde
ayrildi. Ayrim sonrasi proteinler PVDF membranina
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aktarildi. Membrana aktarilan proteinler ilk 6nce birin-
cil antikorlarla daha sonrasinda horseradish peroksidaz
(HRP) ile konjuge ikincil antikorlar (Abcam, Cambridge,
Ingiltere) ile inkiibe edildi. Protein bantlar1 P53'e, boliin-
mils kaspaz-3e, boliinmiis kaspaz-9'a, boliinmiis PARP
ve GAPDH®e (Abcam, Cambridge, Ingiltere) 6zgii ikincil
antikorlar tizerindeki enzime baglanarak aktivite gos-
teren Pierce ECL Western blot substrat1 (Bio-Rad, CA,
ABD) gorsel hale getirildi. Antikorlara ait olugan bantlar,
Vilbert Laurmart Fusion Fx5 cihazinda goriintiilendi ve
bant yogunluklar: analiz edildi.

10-Genotoksik aktivite analizi

C. campestris'in hiicreler iizerindeki genotoksik etkileri
Singh ve ark.'nin yontemi baz alinarak ¢aliymamiza ya-
pilan uygun degisiklikler dogrultusunda alkalin tek hiic-
reli jel elektroforezi (komet analizi) ile degerlendirildi
(16). Komet analizi 6ncesinde, canli hiicrelerin sayisini
belirlemek i¢in tripan mavisi ile hiicre sayim1 gercekles-
tirildi (17). Kuyu basina yaklasik 2x105 hiicre diisecek
sekilde hiicreler 6 kuyulu plaklara ekildi ve %5 CO2'de
37°C kosullarinda inkiibe edildi. 24 saatlik inkiibasyonu-
nun ardindan, hiicreler C. Campestrisin IC50 degerinin
altindaki C. campestris konsatnrasyonlar1 ile muame-
le edildi ve 37°C'de 24 saat daha inkiibe edildi. Negatif
kontrol olarak DMSO (%1), pozitif kontrol olarak da 50
mM hidrojen peroksit kullanildi. Goriintiiler bilgisayar
ortaminda uygun analiz programi (Comet Assay IV;
Perceptive Instruments) kullanilarak elde edildi. Hart-
mann ve ark’ina gore (18), kuyruk DNA'sinin yiizdesi,
DNA hasarmin (DNA iplik kirilmalar1) 6l¢timii i¢in bir
parametre olarak kullanildi. Bir elektroforezde her or-
nek i¢in yiiz Comet puanland1. Ayrica tiim bu gozlemler
ayni1 biyokimya arastirmaci kadrosu ile tamamlandi. Bir
yanilsama etkisi olmamasi i¢in DNA hasar tayini tek bir
gozlemciden faydalanilarak gerceklestirildi.

11-Istatistiksel analiz

Sonuglar, ticer tekrar olarak gerceklestirilen analizlerin
Ortalama + Standart sapmasi (Ortalama + SS) seklinde
sunuldu. Tiim deneylerden elde edilen verilerin varyans
analizi tek yonlit ANOVA kullanilarak istatistiksel anlam-
lilik agisindan analiz edildi. Farkli gruplarin parametre-
lerini karsilastirmak icin post hoc analizleri yapild: ve p
<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Hiicre
hatlar1 iizerinden ekstrenin IC50 degerleri dogrusal olma-
yan regresyon analizi ile hesaplandi. p<0.05 degeri istatis-
tiksel olarak anlamli kabul edildi. Windows i¢in SPSS pa-
ket programu (Siiriim 20, Chicago, IL) kullanildi.

BULGULAR
C. campestris ekstraktimin igerik ozelliklerin incelenmesi
C. campestris etanolik 6zitintin fenolik ve flavonoid

iceriginin analitik verileri metotta belirtildigi gibi analiz-
lenerek Tablo 1de gosterildi. C. campestris etanolik 6zii-
tiiniin on yedi farkli fenolik bilesik seviyesi LC-MS / MS
yontemi ile belirlendi ve ilgili veriler Tablo 2'de gosterildi.
Ornekler ti¢ tekrar seklinde analiz edildi. C. campestris‘in
etanolik 6ziitiiniin pro-oksidan aktivitesi incelendiginde,
daha diisiik konsantrasyonlar1 (<200ug/ml) anti-oksida-
tif ozellik gosterirken, pro-oksidatif etkisi 200pg / ml'den
sonra dnemli 6lgiide arttig goriildii (Sekil 1). Bu sonuglar
ile ABTS radikal temizleyici aktivite sonuglari, C. cam-
pestris'in konsantrasyona bagl olarak pro-oksidan gorevi
gorebilen giiglii bir antioksidan oldugunu ortaya koydu.

Tablo 2 C.campestris’in LC-MS/MS analiz sonucuna ait
kantitatif fenolik ve flavonoid bilesik analiz sonuglar1

Bilesik ad1 C. campestris (mg/L)
(-)-Epigallocatechin gallate 7.087
Caffeic acid 0.794
Elagic Acid 0.1
Fumaric Acid 16.01
Herniarin 0.105
Hispidulin 0.266
Hyperoside 266.098
Isosakuranetin 0.077
Kaempferol 0.95
Luteolin-7-rutinoside 18.99
Naringenin 0.268
Nepetin-7-glucoside 13.547
Quercitrin 18.845
RosmarinikAcid 0.235
Rutin 12.825
Dihydrokaempferol 0.011
Emodin 0.037
008
£ 007
2 006
2 005
20
<004
E 0,03 (. campestris
o 0,02
< o1

0
25 50 100 150 200 400 600 800
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Sekil. 1. C. campestris etanol ekstresinin pro-oksidan aktivitesi
Apak ve ark’ lar1 tarafindan gelistirilen prooksidan aktivite
analizi ile gosterilmistir. C. campestris 200 pug/ml doza kadar
anti-oksidan aktivite gosterirken, daha yiiksek dozlarda pro-
oksidan aktivite gostermistir. Veriler ortalama + standart sapma
olarak ifade edilmistir.

Tablo 1 C.campestris etanol ekstresinin farkli parametrelere ait analiz sonuglar1

Toplam Fenolik
mg GAE/ g C. campestris
19+1.908

Toplam Flavonoid
mg QE/ g C. campestris
18 £ 1.605

Total Antioksidan Kapasite
(ABTS inhibisyon yiizdesi)
%42+3.29
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AGC ve CCD-1079Sk hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkileri

ATP testi, C. campestris'in AGC ve CCD-1079Sk hiic-
releri tizerindeki anti-kanser etkisini degerlendirmede
kullanildi. C. campestris'in 24 saatlik inkiibasyonun
ardindan, hiicrelere olan etkileri ATP hiicre canlilik
testi ile belirlendi. Hiicre canliliklari, deneylerden 6nce
%95'ten biiyiik oldugu tespit edildi. Tedavi uygulanma-
yan hiicreler kontrol grubu olarak sayildi. Kontrol hiicre
canlilig1 %100 olarak kabul edildi. ATP testi sonucun-
da, AGC hiicrelerinin canliiginin C. campestris uygu-
lamas1 sonrasi kademeli olarak azaldig1 gorildii (Sekil
2). Bu azalmanin, CCD-1079Sk hiicrelerinin canliligi-
na kiyasla daha anlamli bir azalma oldugu tespit edildi.
Bunun sonucunda, C. campestris'in normal deri fibrob-
last hiicresine gore mide kanseri hiicrelerine kars: daha
secici sitotoksik etki gosterdigi sonucuna varildi.

0 100 ~4-CCD-
= 1079 Sk
T 80
©
- 60
e
= a
T 40 *
N a \““*
) " a a
—t +
0 b 4
0 50 100 150 200 250 300 350 400
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Sekil. 2. C. campestris etanol ekstresinin hiicre canlilig1 iizerine
etkisi. AGS ve CCD-1079Sk hiicreleri farkli konsantrasyonlar-
da C. campestris etanol ektresi ile 24 saat inkiibe edildi ve ATP
sitotoksisite testi ile belirlenen yiizde canlilik verileri kontrole (
%0,1 DMSO) gore relatif olarak hesaplanmustir. Veriler ortala-
ma * standart sapma olarak ifade edilmistir. Kontrole gore an-
lamh farklihiklar *p <0.05 ve** p <0.01 ile AGS ve CCD-1079Sk
arasindaki anlaml farklar ise “a” ile ifade edilmistir.

AGC ve CCD hiicrelerinde reaktif oksijen tiirleri olugu-
munun incelenmesi

AGC ve CCD hiicre hatlarinda C. campestris uygula-
masindan sonra hiicre i¢i ROS olusumu floresans probu
olarak kullanilan H2DCEF-DA ile test edildi. Hiicrelerin
daha diisiik dozlardaki C. campestris (100-400 ug / ml)
ile 24 saat inkiibe edildikten sonra, kanser ve normal
hiicrelerde hiicre i¢i ROS iiretimini azalttig1 (p <0.001)
ancak, hiicreler daha yiiksek dozlardaki C. campestris
(400-600 pg / ml) ile muamele edildiginde hiicre igi
ROS tretimini arttirdig: gézlemlendi (Sekil 3). Sonug-
lar, konsantrasyona bagli olarak C. campestris'in nor-
mal hiicrelere kiyasla kanser hiicrelerinde ROS tiretimi-
ni artirdigini gosterdi.

DNA kirig analizi

Hiicreler, farkli konsantrasyonlardaki C. campestris ile
24 saat inkiibe edildikten sonra genotoksik aktiviteleri-
nin gosteriminde kullanilan Comet analizi igin kiiltiir
ortamlarindan toplandi. Hasarli DNA'ya sahip hiicre

275

cekirdekleri, parlak bagh bir kuyruklu yildiz goriinii-
miine sahipken, hasar gérmemis DNA'ya sahip ¢ekir-
dekler kuyruksuz yuvarlak bir morfolojiye sahip oldugu
gozlemlendi. C. campestris'in doza bagiml bir sekilde
AGC hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelere kiyasla
DNA hasarmn arttirdigr saptand: (Sekil 4-A). Daha
yiiksek C. ampestris dozlarinda ise normal hiicreler ve
kanser hiicreleri arasindaki DNA'nin kuyruk yiizdesin-
de anlamli degisiklikler bulundu (Sekil 4-B).
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Sekil. 3. C. campestris etanol ekstresinin AGS ve CCD-
10798k hiicreleri iizerindeki hiicre i¢i ROS diizeyine etkisi. C.
Campestris diisitk konsantrasyonlarda hem kanser hem de
saglikli hiicre hatlarinin hiicre i¢i ROS diizeyini diisiiriirken
yiiksek kosantrasyonlarda artirmistir. Dozlar kontrole (%0,1
DMSO) gore relatif olarak hesaplanip yiizde canlilik deger-
lerine gore normalize edilmistir. Veriler ortalama + standart
sapma olarak ifade edilmistir. Kontrole gore anlaml farkli-
Liklar *p <0.05 ve **p <0.01 ile AGS ve CCD-1079Sk arasinda-
ki anlamli farklar ise “a” ile ifade edilmistir.
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Sekil. 4. C. campestris etanol ekstresinin AGS ve CCD-
10798k hiicrelerinin DNA hasaria olan etkisi tek hiicre jel
elektroforezi (Komet assay) ile degerlendirilmistir. DNA
hasarma bagh olarak artan kuyruk uzunluklari her iki hiic-
re hattinda da doz arttik¢a artmistir (Sekil A1,A2). Grafikte
sonuglar yiizde % kuyruk yogunlugu olarak verilip, ortalama
+ standart sapma olarak ifade edilmistir (B). Kontrole gore
anlaml farkliliklar *p <0.05 ve **p <0.01 ile AGS ve CCD-
1079Sk arasindaki anlaml farklar ise “a” ile ifade edilmistir.

AGC ve CCD hiicrelerinde Apoptoz Tayini
C. campestrisin AGC ve CCD-1079Sk hiicrelerinin
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apoptoz lzerindeki etkilerini incelemek amaciyla hiic-
reler farkli C. campestris konsantrasyonlari ile 24 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler akridin
oranj / etidyum bromiir (AO / EB) ile boyandiktan
sonra floresan mikroskobu altinda incelendi. C. Cam-
pestris ekstraktinin her iki hiicre tipinde de apoptozu
indiikledigi ancak C. campestris'in AGC hiicrelerindeki
apoptotik etkisinin CCD-1079Sk hiicrelerinden 6nem-
li ol¢iide daha biiyiik oldugu bulundu (Sekil 5). C.
campestrisin AGC hiicrede apoptozu inditklemesinin
tespiti sonrasi daha hassas analiz i¢in AGC ve CCD-
10798k hiicreleri Annexin V / PI cift boyama ile akim
sitometrisinde incelendi. AGC hiicrelerinin, C. cam-
pestris tedavisine daha duyarli oldugu ve CCD-1079Sk
hiicrelerine kiyasla daha ytiksek apoptoz seviyesine sa-
hip oldugu akim sitometrisi ¢aligmalari ile de destek-
lenmis oldu (Sekil-6).
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Sekil. 5. C. Campestris etanol ekstresinin farkli konsantras-
yonlarinin (0-250 pg/ml) 24 saat inkiibasyon sonrasinda AGS
ve CCD-1079Sk hiicreleri iizerine olan apoptotik etkisi AO/EB
¢ift boyama metodu ile floresan mikroskop altinda degerlendi-
rilmistir. Yar1 kalitatif sayilan hiicrelerdeki apoptoz yiizdeleri
kontrole rolatif olarak hesaplanmistir. Her iki hiicre hattinda
da C. Campestris’in artan dozlar1 apoptozu indiiklemistir. Ve-
riler + standart sapma olarak ifade edilmistir. Kontrole gore
anlaml farkliliklar *p <0.05 ve **p <0.01 ile AGS ve CCD-
10798k arasindaki anlaml farklar ise “a” ile gosterilmistir.
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Sekil. 6. C. Campestris etanol ekstresinin farkl konsantrasyonlarmin
(0-250 pg/ml) 24 saat inkiibasyon sonrasmnda AGS ve CCD-1079Sk
hiicreleri iizerine olan apoptotik etkisi akis sitometrisi ile analiz
edildi. Akis sitometri verileri degerlendirilip, % apoptoz degerleri
kontrole (%1 DMSO) gore relatif olarak hesaplandi. Her iki hiicre
hattinda da C. Campestris’in artan dozlar kantitatif olarak apopto-
zu indiiklemistir. Veriler + standart sapma olarak ifade edilmistir.
Kontrole gore anlamh farkliliklar *p <0.05 ve **p <0.01 ile AGS ve
CCD-1079Sk arasindaki anlamh farklar ise “a” ile gosterilmistir.
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Western Blot analizi

C. campestris ekstrakti uygulamasiyla AGS hiicre
hatt1 izerinde indiiklenen apoptozun kullandig: yo-
lag1 anlayabilmek i¢in SDS-PAGE sonrasi western
blot analizle ¢esitli apoptotik belirtecler incelendi.
Artan konsantrasyonlardaki C. campestris uygula-
masina bagli olarak hiicrelerdeki P-53, bolinmiis
kaspaz-3, boliinmiis kaspaz-9 ve boliinmiis PARP'in
protein ekspresyon seviyelerinde 6nemli dl¢iide ar-
tis tespit edildi. (Sekil 7). Kaspaz-3 ve kaspaz-9'un
apoptatik aktivasyonundan sorumlu olan boliinmiis
kaspaz-3 ve bolinmiis kaspaz-9'un artan doza ba-
gimli protein seviyeleri, C. campestris'in kaspaz 3 ve
kaspaz 9 tizerinden apoptatik yollar1 aktive ettigini
gosterdi.

276



Ankara Egt. Ars. Hast. Derg., 2021 ; 54(2) : 271-280

AGS Hiicre Hatti

i 87

Cuscuta compestris fp § K Kl AGS
j ‘ )
2

Bolinmis Kaspaz3(17kD9) 5 ! ]
i

it

1
[ I
0 -
o8
Wontrd 9100 W10 420
Wl
GAPDH (37 kDa)

Sekil. 7. C. Campestris etanol ekstresinin farkli konsantrasyonlarmin 24
saat inkiibasyon sonrasinda AGS hiicrelerinin apoptoz yolaklarinda yer
alan proteinlerin (p53, boliinmiis Kas-3, boliinmiis Kas-9, boliinmiis PARP)
ekspresyonlariiizerine olan etkisi immiinoblotlama ile gosterilmistir. Negatif
kontrol olarak %1 DMSO kullanilmistir. Referans degeri olarak GAPDH ile
normalize eden veriler, artan C. Campestris konsantrasyonlarmin mide
kanseri hiicre hatlarinda apoptozu indiikledigini gostermistir. Veriler +
standart sapma olarak ifade edilmistir.

TARTISMA

Cuscuta campestris Yuncker (C. campestris) (tarla kiis-
kiitii), (Convolvulaceae familyasi), bir¢ok ticari bitki
mahsiiliin yapraksiz parazitik bir bitkisidir. Bugiine
kadar bu bitki tiirli, gesitli arastirmacilar tarafindan
incelenmistir (8, 10). Cuscuta (C.reflexa, C.chinesis,
C.australis, C.europeaea) bitkisinin fito-bilesen igerigi-
ni aydinlatmak i¢in yapilan analizler bu bitki tiiriiniin
flavonoidler ve flavonoller dahil olmak tizere 6nemli
miktarda fenoliklere sahip olduklarini ortaya ¢ikarmis-
tir (8). Diger Cuscuta tirleri hakkinda da genis ¢aplh
birkag arastirma olmasina ragmen, C. campestris tiirii
ile ilgili ¢alismalar oldukga kisithdir. Simdiye kadar
Tiirkiye Anadolu Boélgesinden toplanan C. campest-
ris bitkisinin fenolik igerigi ile antioksidan aktivitesini
gosteren tek bir ¢aligma yapilmistir (19). Bu ¢aligmada,
C. campestris etanolik ozitiiniin, yiiksek oranda daha
fazla fenolik ve flavonoid bilesik tirii (epigallokatesin
gallat, fumarik asit, hiperozid, luteolin-7-o-rutin, nepe-
tin-7-glukozit, kuersetin, rutin) icerdigi gosterilmistir.
Fitokimyasal bilesenlerindeki bu farkliliklar, Cuscuta
cinsi konakg bitkilerin ¢esitliliginden ve farkli cografi
bolgelerden toplamasindan kaynaklanabilecegi dusii-
niilmektedir (20). Fitokimyasallarin antioksidan akti-
vitesini 6lgmek igin yaygin olarak kullanilan spektro-
fotometrik bir metod olan ABTSe gore, etanolik oziit
ABTS katyonuna kars1t %42 temizleyici kapasite gos-
termistir. Benzer sekilde literatiirdeki bircok calisma
da Cuscuta tiirlerinin antioksidan kapasitesinin %8 ila
%5 araliginda oldugunu gostermektedir (20, 21). Ayri-
ca fenolik bilesiklerin anti-proliferatif etki gostermesini
saglayan pro-oksidan aktivitesi (22) de bu calisma ile ilk
kez gosterilmistir. Bitki kaynakl: polifenoller hiicrelerin
redoks durumunu degistirmelerine ragmen, ¢aligmalar
¢ogunlukla pro-oksidatif etkileri yerine anti-oksida-
tif etkilerine odaklanmistir. Kanser hiicreleri oksidatif
stres indiiksiyonuna neden olan yiiksek seviyede reaktif
oksijen tiirleri (ROS) iirettikleri i¢in polifenoller gibi
hiicrede ROS miktarini artiran ajanlara kars1 daha du-

pS3(53k00)

Bakinmis Kaspaz9 (37 kD)

ki a3 Bliomia ) inmin PAP

Bakinmis PARP ( 89 kDa) - -
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yarhidirlar (23). Bu sayede, timor hiicrelerini segici bir
sekilde oldiirmek i¢in pro-oksidan ajanlarin kullanimi
ilham verici bir strateji olarak kabul edilmektedir. C.
campestris oziitimiiziin, pro-oksidan 6zellik gosterdigi
konsantrasyonu yaklagik olarak 6ziitiin sitoksik dozu
olan 200 pg / ml civarinda bulunmustur. Sonug olarak,
oziitimiiziin kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik et-
kisi ile pro-oksidan aktivitesi arasinda bir korelasyon
bulunmustur. Konya yéresinden elde edilen bu parazit
bitkisi i¢in yapilan fitokimyasal profil ¢aligmalarinin
sonuglari, ytiksek farmakolojik aktivite potansiyeline
sahip oldugunu ortaya ¢ikarmaistir.

C. campestris'in etanolik oziitiiniin insan mide ade-
nokarsinom hiicrelerine olan anti-proliferatif etkisini
anlamak i¢in ATP-Glo hiicre canlilik deneyi gercekles-
tirilmistir. C. campestris'in hiicreler ile 24 saatlik in-
kiibasyonunun ardindan hiicrelerin %50 sini 154 ug/
ml konsantrasyonunda inhibe ettigi bulunmustur.
C.reflexa, C. chinensis ve C. epithymum gibi iyi bili-
nen Cuscuta tiirleri de farkli kanser hiicreleri tizerinde
anti-proliferatif etkilere sahiptir. Daha dnceki yapilan
bir ¢alismada, C. chinensis ve C. epithymum'un ¢ozii-
cii tipine bagh olarak HT-29, Hela ve MDA-MB-468
hiicreleri tizerinde degisken bir sitotoksik etkiye sahip
oldugu gosterilmistir (24). C. reflexa Roxb ise, EAC ve
HEP3B karsinom hiicreleri i¢in etkili bir sitotoksik ajan
oldugu gosterilmistir (25). Cesitli tipteki kanser hiicrele-
ri i¢in farkli Cuscuta tiirlerinin IC50 konsantrasyonlari,
bahsedilen ¢aligmalarda 15-2000 pg / ml arasinda bu-
lunmustur. Tiirkiye'nin Anadolu bdlgesinden toplanan
C. campestris ile yapilan sitotoksisite analizleri de SNU-
398 hepatoseliiler karsinom hiicreleri iizerinde anti-pro-
liferatif etkiye sahip oldugunu gostermistir (19). Ancak
bu sitotoksik etkinin altinda yatan hiicresel mekanizma-
lar aydinlatilmamistir. Ortaya koydugumuz bu ¢alisma,
Cuscuta tiirlerinden herhangi birinin mide karsinom
hticreleri tizerindeki etkisini arastiran ilk arastirmadir.
Ayni zamanda bu ¢alisma C. campestris'in AGC hiicre
hatlar1 Gizerindeki yari-maksimal inhibitér konsantras-
yon verilerini sunan ilk ¢alimadir. Bu bulgulara ilave-
ten, ¢calismamizda kullandigimiz C. Campestris etanolik
oziittintin kanser hiicreleri tizerinde herhangi bir segi-
cilige sahip olup olmadigini kontrol etmek maksadiyla
insan normal deri fibroblastik hiicreleri (CCD-1079Sk)
tizerinde de sitotoksisite analizleri gerceklestirilmistir.
Sonuglar, C. campestrisin normal hiicre hatlar1 tize-
rindeki sitotoksik etkisinin, mide karsinom hiicrelerine
nazaran 6nemli 6l¢iide hatta yaridan daha az oldugunu
acikea gostermistir. Sonug olarak, ¢caliymamizda C. cam-
pestrisin AGC mide adenokarsinom hiicrelerine karsi
secici sitotoksisiteye sahip oldugu gosterilmistir. Selvi
ve arkadaslar1 da hazirladiklar: bitki 6ziitlerinin kanser
hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksik etki gosterdigini ancak
normal hiicre hatlarinda (hDFler) sitotoksik etki goster-
medigini belirtmislerdir (19).

C. campestris'in etanolik 6ziitliiniin anti-proliferatif etki
mekanizmalarini daha iyi anlamak igin, mide adenokar-
sinom hiicrelerindeki ROS tiretim aktivitesi incelenmis-
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tir. C. campestris'in 250 ug/ml konsantrasyonuna kadar
AGC hiicrelerinde ROS olusumunu azalttig1 ancak bu
konsantrasyonun tizerinde doza bagli olarak hiicreler-
deki ROS seviyelerini arttirdigi bulunmustur. Toplam
fenolik igeriklerinin anti-oksidatif etkide rol oynadig iyi
bilinmektedir (26). Ayrica, bu tiir bilesikler, konsantras-
yona bagli olarak pro-oksidan davranis sergilerler ve pH
veya gecis metallerinin varlig1 gibi cesitli evresel faktor-
lerden de etkilenirler. Kanser hiicreleri oksidatif strese
daha duyarli oldugundan, polifenoller segici olarak kan-
ser hiicrelerini 6ldiirebilir ve kansere 6zgii apoptozu ve
DNA hasarin tetikleyebilmektedirler (27). Bu nedenle,
kanser hiicrelerinde ROS tiretiminin arttirilmasi, timor
proliferasyonunu inhibe etmek icin etkili bir strateji
olarak kar§1mlza ctkmaktadir. Onceki bir caligmada, C.
campestris'in l6semik hiicrelerde ROS olusumunu ar-
tirdigin1 ve apoptozu indiikledigi ortaya koyulmustur
(10). Fakat, C. campestris'in kanser ve normal hiicre-
lerde ROS seviyesini nasil etkiledigini agiklayan bagka
bir ¢alisma literatiirde mevcut degildir. Elde ettigimiz
sonuglar, C. campestris'in etanolik 6ziitiiniin doza bagl
bir sekilde kanser hiicreler iizerinde normal hiicrelere
nazaran daha fazla ROS iiretimine ve sitotoksik oksida-
tif strese neden oldugunu, bu artigin da C. campestris'in
kanser tedavisi i¢in etkili bir dogal bilesik olabilecegini
gostermistir. Cogu Cuscuta tiirleri birbiriyle karsilasti-
rildiginda, C. campestris'in kanser hiicreleri tizerindeki
sitotoksik etkisinin olas1 mekanizmalar1 hala ayrintili
bir sekilde sunulmamustir. Literatiirdeki ¢alismalarda,
C. campestris'in kanser hiicre DNA'sina nasil ve hangi
boyutta zarar verdigi arastirlmamistir. Bu agigin gide-
rilmesi i¢in bu ¢alismada, C. campestris'in timor buyii-
mesini nasil engelledigini gostermek adina kanser hiic-
releri tizerindeki genotoksik etkisi arastirilmigtir. Komet
analizi olarak bilinen tek hiicreli jel elektroforezinin so-
nuglarina gore, 150 ug / ml'nin iizerindeki C. campestris
seviyeleri mide karsinom hiicrelerinde 6nemli 6l¢iide
DNA hasarina neden olmustur. Bu bulgunun yani sira
kanser hiicrelerinde normal hiicrelere gore daha fazla
DNA hasarina neden olmasi sonuglarin sadece kansere
0zgii oldugunu desteklemistir.

Bugiine kadar, Cuscuta tiirlerinin kanser hiicrelerinde-
ki apoptotik etkisini agikliga kavusturacak ¢ok az sayi-
da ¢alisma yapilmistir ve hentiz C. campestris'in kanser
hiicrelerindeki apoptotik mekanizmasini aydinlatacak
herhangi bir ¢alisma yapilmamistir. Apoptoz sirasinda
hiicrede kaspaz aktivasyonu gibi biyokimyasal olaylar,
DNA ve protein par¢alanmasi ve membran yapisinda
birtakim degisiklikler meydana gelir. Ozellikle apoptoz
asamasinda aktive olan bu kaspazlar bir¢ok proteini, ¢e-
kirdegi ve hiicre iskeletini parcalamakta gorev alir. Tiim
bunlarin yani sira niikleer DNA'y1 bozan DNAaz1 da
aktive ederler (28, 29). Kaspazlar apoptoz mekanizma-
sinin merkezindedir ve kaspazlarin aktive edebilecegi
ti¢ yol bulunmaktadir. Bunlar; i¢sel (mitokondriyal),
digsal (6liim reseptorii) ve i¢sel endoplazmik retikulum
yolu (30) olarak ti¢ gruba ayrilir. Artmis mitokondriyal
gecirgenlik ve sitokrom-c gibi pro-apoptotik molekiille-
rin sitoplazmaya salinmasy, i¢sel yolu baslatir. Sitokrom

¢, Apaf-1 ve kaspaz-9'dan olusan sitokrom c'nin sitop-
lazmik salinimi, kaspaz-3'i aktive eder. Kaspaz-3'tin
proteolitik enzim aktivasyonu gereklidir, ¢iinki regiile
edilmedigi takdirde kaspaz aktivitesi hiicreleri gelisigii-
zel 6ldiirtir. (31). DNA hasarina cevap olarak aktiflesen
gekirdege ait bir enzim olan poli (ADP-riboz) polime-
raz (PARP), DNA iplik kiriklarini tespit eder ve baz ke-
sip ¢tkarim mekanizmasinda gorev alarak DNA onari-
minda rol oynar (32). Literatiirde, simdiye kadar bazi
Cuscuta tiirlerinin sinyal iletim yolaklarina olan etkisi
hakkinda sinirli sayida ¢aligma bulunmaktadir fakat C.
campestris'i baz alan herhangi bir ¢aligma bulunma-
maktadir. Calismalar esas olarak C. chinensis (33-37),
C. australis (38) ve C. Semen’ i baz alarak gergeklestiril-
mistir (39). Bu calismada DNA hasarinin tamir edile-
medigi bir durumu isaret eden boliinmiis kaspaz-3, bo-
linmiis kaspaz-9 ve apoptozu baslatan P53 proteininin
ekspresyon seviyesi ile apoptoz sirasinda bozulan DNA
onarim fonksiyonunun en 6nemli belirtecleri olan bo-
linmiis PARP protein ekspresyon seviyeleri Western
Blot analizi ile incelenmistir. Sonuglar, igsel yolaklar-
da 6nemli bir baslatici role sahip kaspaz 3 6nciisii olan
boliinmiis-kaspaz 3'lin, doza bagli olarak mide kanseri
hiicrelerinde apoptozu tetikledigini gostermistir. Kas-
paz 9'un dnciisii olan boliinmiis kaspaz-9 da buna ben-
zer sonuglar gostermistir. Ote yandan, bilinen énemli
bir apoptoz belirteci olan P53'iin ekspresyonu artarken,
bagka bir apoptoz markérii olan DNA iplik kiriklarini
tespit edebilen PARP’1n da ekspresyonunun arttig1 gos-
terilmistir.

Calismamizda C. campestris Oziitiiniin mide kanseri
hiicreleri ve normal deri fibroblast hiicreleri tizerindeki
sitotoksik, apoptotik ve genotoksik etkileri aragtirilmis-
tir. C. campestris, mide kanseri hiicrelerinin biiytime-
sini ROS tretimini arttirmasi, apoptozu tetiklemesi ve
DNA hasarina neden olmasiyla inhibe etmistir. Ayrica,
kanser ile saglikli hiicre hatlarinin karsilastirmali ola-
rak analiz edildigi in vitro ¢aligmalar, C. campestris eta-
nolik 6ziitiinlin insan mide kanseri hiicreleri tizerinde
segici bir sitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermistir.
Bu veriler 1g181nda ¢alismamiz, C. campestris ‘in kanser
hiicreleri tizerindeki etkisini en detayl: bir sekilde su-
nan ilk ¢aligma 6zelligini tasimaktadir.

Cikar catismalary: Yazarlar ¢ikar catismast olmadigini
beyan etmektedirler.

Finansal Destek: Calismamiz i¢in hi¢bir kurum ya da
kisiden finansal destek alinmamustir.

Etik Beyannamesi: Bezmialem Vakif Universitesi Etik
Kurullar Birimi'nin 30.03.2021 tarihli, 06 sayili Giri-
simsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurul yazisi ile ¢a-
ligmanin Etik Kurul onaymna gerek olmadigina karar
verilmistir.
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