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Abstract

Purpose: The aim of this study was to demonstrate the
antiproliferative  effects of Gossypin which has
antioxidant, anti-inflammatory, analgesic and anti-cancer
properties on human hepatoma (Hep-3B) cells isolated
from Hibiscus vitifolius.

Materials and Methods: Hep-3B Cell Lines American
Type Culture Collection (ATCC, USA) was provided in
our study. The cells were exposed to different
concentrations (5-100 pg/ml) of gossypin and cisplatine
(50uM) as positive control. Afterwards, viability analysis
was performed with MTT method on the cells at 24, 48
and 72 hours. Hoechst fluorescent staining was performed
for indication of apoptosis in cells. At the same time, RT-
PCR and NFxB, caspase 3 and 9 mRNA expression levels
were examined.

Results:  Gossypin  administration prevented  cell
proliferation due to dose and time. In the first 24 hours,
only 100pg/ml dose was effective, while in 48 and 72
hours it was effective depending on the dose. With
Hoechst fluorescent staining, gossypin showed neatly the
same effect as the cisplatin group, with doses of 50 and
100 ug/ml seen to lead the cells to more apoptosis.
Gossypin, which inhibits dose dependent NFxB mRNA
expression, has also up regulated dose dependent the
apoptotic proteins mRNA expression of caspase 3 and 9.
Conclusion: Gossypin showed a close effect with
cisplatin on Hep-3B cells depending on the dose. These
effects were demonstrated by activating apoptosis and
inhibiting NFxB. Based on this, gossypin may be a
potential anticancer agent in the future for the treatment
of liver cancer.
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Oz

Amag: Calismamizda Hibiscus vitifolinsdan izole edilen ve
antioksidan, antienflamatuar, analjezik ve anti kanser
Ozelliklere sahip olan gossypinin  Hep-3B  hiicreleri
tizerindeki antiproliferatif etkilerini géstermeyi amagladik.
Gereg ve Yontem: Calismamizda Hep-3B hiicre hatlar
American Type Culture Collection (ATCC, USA) temin
edilmigtir. Huicreler farkli konsantrasyonlarda (5-100
pg/ml) gossypin ve pozitif kontrol olarak da sisplatine
(50uM) maruz birakilmiglardir. Sonrasinda 24, 48 ve 72
saatlerde hiicrelere (MTT) yontemi ile canlilik analizi
yapmustir.  Hucrelerdeki  apoptozun  gostergesi  igin
Hoechst floresan boyama yapildt. Aynt zamanda RT-PCR
ile Nuklear kappa B (NFxB), kaspaz 3 ve 9 mRNA
ckspresyon diizeyleri incelendi.

Bulgular: Calismamizda gossypin uygulamast doza ve
zamana bagli olarak hiicre proliferasyonunu énlemistir. Tlk
24 saatte sadece 100pg/ml dozunda etki gosterirken 48 ve
72. saatlerde ise doza baglt olarak etkisini géstermistir.
Hoechst floresan boyama ile gossypin 50 ve 100 pg/ml
dozunda hiicreleri daha belirgin apoptoza gotirdigu
goriiliirken sisplatin grubu ile neredeyse aynt etkiyi ortaya
koymustur. NFxB mRNA ekspresyonunu doza baglt
inhibe eden gossypin, aynt zamanda apoptotik protein olan
kaspas 3 ve 9’un mRNA ekspresyonlarini doza bagli olarak
indiklemistir.

Sonug: Gossypin doza bagli olarak Hep-3B hiicreleri
tzerinde sisplatin ile yakin bir etki ortaya koymustur. Bu
ctkilerini ise apoptozu aktive ederek ve NFxB inhibisyonu
yaparak ortaya koymustur. Buradan yola ¢ikarak karaciger
kanserinin tedavisinde gossypinin gelecekte potansiyel bir
antikanser ajan olabilir.

Anahtar kelimeler: Gossypin, kanser, hepatom, apoptoz
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GIRIS
Hepatoselliiler karsinom (HCC) karacigerin en yaygin
gorilen primer maling kanser taridir'2 Dinya
genelinde karaciger kanserinin gorilme sikligi % 4,7
iken kansere bagli Olimler arasinda 2. sirada yer
almaktadir! 2. Hepatit B virtisit (HBV) veya hepatit C
virisi (HCV), aflatoksinle kontamine olmus gida
maddeleri, yiksek alkol tiketimi, obezite, sigara
titketimi ve tip 2 diyabet ile HCC’nin iliskisine yonelik
pek ¢ok calismada kanserin gorilme  sikligini
artabilecegi ifade edilmisti. HCC  6zellikle
damarlanma bakimindan zengin bir aga sahip olmast,
agresif biiyime potansiyeli, metastaz sikhiginin fazla
olmast ve aynt zamanda heterojen olmasindan dolay:
hastalardaki sag kalim oranlari oldukea digiiktir.

Hepatoselliler karsinom tedavisinde Doksurubisin,
Sisplatin ve 5-Florourasil gibi sitotoksik ajanlar ve
Sorafenib, Lenvatinib ve Regorafanib gibi molekil
spesifik antikorlar da kullanilmaktadir*3. Ancak gerek
klinik gerekse de preklinik olarak gérilmektedir ki
Hepatoselliller  karsinom  tedavisinde kullanilan
kemoterapotikler oldukca fazla yan etkileri ve aym
zamanda saglikli hiicrelere olan sitotoksik etkilerine
bagli gelisen organ hasarlarina yol acmalari nedeni ile
tedaviye yaniti zotlastirmaktadir 6. Bu yiizden her
sene 600,000’den fazla yeni vaka teshis edilen ve
hentiz tam olarak tedavi edilemeyen karaciger
kanserine yonelik yapilan bilimsel ¢alismalar oldukca
6nem arz etmektedir.

Gossypin Hibiscus vitifolinsden elde edilen dogal bir
flavonoiddir  (3,5,8,3',4-pentahydroxy-7-O-glucosyl
flavone). Geleneksel olarak diyabet tedavisinde,
inflamasyonun ve agrinin giderilmesinde faydali
etkileri oldugu bilinmektedir 7-1°. Gossypin hakkinda
literatiirde ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir. Onceki
yapilan ¢alismalarda gossypinin gliglii antioksidan ve
antiinflamatuar etkilerinin oldugu
gosterilmistir! 121314, Konumuzla ilgili olarak yapilan
calismalarda gossypinin gastrik kanser, melanoma ve
gliom gibi kanser titleri Gzerindeki antiproliferatif
etkinliginin gosterilmesi calismamiza 1stk tutmustur.
Bizde calismamizda gossypinin insan hepatoselliler
karsinom htcre hatlar1 tzerindeki antiproliferatif
etkisini ortaya koyarak, bu etkisini muhtemel
mekanizmalar tizerinden agiklamaktir.

GEREC VE YONTEM

Hep 3B hiicre hatlat AmericanType Culture
Collection (ATCC, USA) temin edilmistir. Hucre

1166

Cukurova Medical Journal

kiltirinde yapmis oldugumuz c¢alismamizda hiicre
hattt  kullanildigt  i¢in  Etik  Kurul
gerekmemektedir.

bagvurusu

Stvi nitrojen tankinda Cryotube de bulunan hicre
hatlar1 tanktan cikartilarak su banyosunda 37° C de
kisa bir stre ¢cozinmesi icin bekletildiler. Céziinen
hiicreleri T75 cm? olan flasklara alindi. 48 saat sonra
Hep 3B hiicreleri % 10 FBS iceren DMEM'de 2x10°
hicre/kuyucuk olacak sekilde sayim yapilip (Cedex
hiicre sayim cihazinda miktar1 belitlendikten sonra)
96 kuyucuklu plakalara ekilerek % 5 CO; igeren nemli
bir atmosferde 37°C'de inkiibe edilmislerdir. 24 saat
sonra, hucreler farkli konsantrasyonlarda (5-100
ng/ml) gosyypine (Sigma Aldrichten saf olarak temin
edilmistir.) ve pozitif kontrol olarak da sisplatine
(50uM) maruz birakilmiglardir. Sonrasinda 24, 48 ve
72 saatlerde hiicrelere 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide, a tetrazole MTT
yontemi uygulandiktan sonra mikroplak okuyucu
spektrofotometre (Epoch Micro plate
Spectrophotometer, BioTek, USA) ile 570 nm
absorbans degerinde Olcimleri 3 tekrarlt olarak
yapild. Canlilik oranlart kontrol kuyucuklart ile
karsilastirilarak analiz edilmistir.

Islem
Gen ekspresyonlarinin belirlenmesi

Hucrelet 6-kuyucuklu plaklara 2x105 hiicre/kuyucuk
olacak sekilde ekildi ve 37°C de % 5 CO; iceren nemli
ortamda inkiibe edildi. Tlag uygulamast yapildiktan 6
saat sonra htcreler tripsinizasyon yontemi ile 6’lt
kuyucuklu plaklardan kaldirilarak TissueLyser 11
(Qiagen) cihazinda ((1*105 htcreye 350 ul RLT
buffer koyularak) homojenize edildi ve QIAcube
RNA izolasyon cihazinda RNA ekstraksiyonu tretici
firmanin tavsiye ettigi sekilde stirdirilda.

Revers transkriptaz reaksiyonu ve cDNA sentezi

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
enzimi kullanimi ile total RNA’dan cDNA sentezi
yapildi. Her reaksiyon 10 ul RNA ile gerceklestirilerek
cDNA sentezi agagidaki sicaklik degerlerine gore
Veriti 96 WellThermalCycler (AppliedBiosystem) ile
saglandi. cDNA miktari nanodropspektrofotometri
(EPOCH Take3 Plate, Biotek) ile 6l¢iim belirlendi ve
-20°C’de saklandu.

cDNA sentez reaksiyonu:
total RNA 10 pl
10 X RT Buffer 2yul
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25 X dNTPs mix 0.8ul
10 X RT RandomPrimers 2ul
MultiScribeReverseTranscriptase 1 ul

DEPC-H20 4.2ul

Real time PCR ile mRNA ekspresyonlarinin
kantitatif olarak belirlenmesi

Caspas-3 (Hs00234387_m1) (F: TGTA GAAA
TGAT GATG TGGA AGAAC R: GCAG TTAA
GTCA TCCG TGTA TATC), Caspase-9
(Hs00962278_m1) (F: CCAG TGAC AGAC AGGC
TCTTA R: GCAA TCCA CGGC ATTC ATCT) ve
NF-kB (Hs01042014_m1) (F: GTAA CTGC TGGA
CCCA AGGA R: CCTC TGTC ATTC GTGC
TTCC) mRNA ckspresyonu, Taq Man Gene
Expression Master Mix kiti kullanidarak kantifiye
edildi. Amplifikasyon ve kantifikasyon islemi
StepOne  Plus  Real Time PCR  System
(AppliedBiosystems) cihazinda yapildi. Referans gen
olarak B-actin (Hs01060665_gl1) kullanildi. 200 ng
c¢DNA igin tablo halinde asagida vetilen TagMan®
Gene Expression Assays’ler yine asagida gosterildigi
gibi pipetlendi ve 40 siklus yuritildd. Ct degerleri
cihazda otomatik olarak delta-delta Ct’ye ¢evrildi ve
calismalarimiz  sonucunda elde edilen bulgular
istatistiksel olarak IBM SPSS 20.0 paket programinda
degerlendirildi.

Pipetleme:

cDNA (200 ng) Xul
TaqMan Master Mix 10 ul
Assay 1pl

RNasefree H20 ile 20 ul’e tamamlandt.
Florasan boyama (Hoechst 33342)

Tripsin yardimi ile 75 cm?lik flasktan hiicreler
kaldirlarak saymmi yapildi. Her bir kuyucukta 5000
hticre olacak sekilde hesaplama yapildt. 96 kuyucuklu
pleytlere 24 saat icin 3 tekrar olacak sekilde ekimleri
yapildi. 24 saat sonra gossypin ve sisplatin uygulandi.
Hoechst boyast hazirlandi. Hoechst ana stoktan 5
pg/ml olacak sekilde hesaplanarak uygulama icin
hazirlandi. Uygulamadan 48 saat sonra kuyucuklarin
medyumlart ¢ekildi ve PBS ile kuyucuklar yikandi
Hoechst (5 pg/ml) boyast uygulandt.30 dk karanlikta
inkiibe edildi. Florasan mikroskobu (Leica, DMIL
LED) ile gérintilendi.

Gossypinin insan hepatom hiicreleri tizerinde anti-proliferatif etkisi

Istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz icin tiim veriler IBM SPSS 25.00
programt kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen
sonuglar ortalamatstandart sapma olarak gosterildi.
Verilerin normal dagilma uydugu kolmogorov-
simirnov  testi ile  gosterilmistir  (p>0,05).
Calismamuzdaki gruplar bagimsiz Srnekler oldugu
icin ve normal dagilima uydugu icin gruplar arasindaki
anlamliligt degerlendirmek icin tek yonli varyans
analizi (One Way Anova) testi kullanildi, post hoc test
olarak ise Dunnett testi ile yapildr. (Bagimsiz 6rnekler;
Calismanin gruplari, Degiskenler; calismamizda elde
ettigimiz veriler Kaspaz 3, Kaspaz 9, NFkB, MTT
analizleri) P<0.05 o6nemli olarak kabul edildi. *

kontrole goére kiyaslama (*p<0,05 **p<0,01
*p<0,001)

BULGULAR

HEP3B  hiicte hatt  tzerinde  Gossypinin

antiproliferatif etkinliginin gostermek icin 24, 48 ve
72. saatlerde gossypin ve sisplatin uygulanan hicreler
MTT hicre canliligs analizi ile degerlendirilmistir.
Farkli konsantrasyonlarda uygulanan gossypin ilk 24
saat icetisinde sadece 100 pg/ml dozunda anlamli bir
sitotoksik etki gosteritken sisplatin ayni etki ortaya
koymustur (Sekil 1).
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Sekil 1. Gossypin'in hiicre canlilig tizerine etkisi.
Hep-3B hiicreleri 24,saat boyunca farkli konsantrasyonlarda
gossypin (5-100 pg/ml) ile muamele edildi ve hiicre canliligt
MTT analizleriyle tespit edilerek sonuglar, nispi hiicre canlihg
(%) olarak rapor edildi. Tim veriler % 100 olarak kabul edilen
kontrol grubuna gére normallestirildi. * kontrole gore

kiyaslama (*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001)
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48.saat Sl¢timlerinde ise gossypin 25, 50, 75 ve 100
png/ml dozlatinda kontrol grubuna gore kiyasla
anlamli bir antiproliferatif etki ortaya koymustur. Bu
etki doza baglt olarak artmaktadir (Sekil 2). 72.saat
Olctimletinde ise 100 pug/ml gossypin ve sisplatin %
90 tizerinde bir sitotoksik etki gosterirken, 10, 25, 50
ve 75 pg/ml dozlatinda da artan bir antiproliferatif
etki géralmektedir (Sekil 3).
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Sekil 2. Gossypin'in hiicre canlilig: tizerine etkisi.
Hep-3B hiicreleri 48 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda
gossypin (5-100 pg/ml) ile muamele edildi ve hiicre canliligs
MTT analizleriyle tespit edilerek sonugclar, nispi hiicre canliligs
(%) olarak rapor edildi. Ttm veriler % 100 olarak kabul edilen
kontrol grubuna gére normallestirildi. * kontrole gore
kiyaslama (*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001).
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Sekil 3. Gossypin'in hiicre canliligs iizerine etkisi.
Hep-3B hiicreleri 72 saat boyunca farkl konsantrasyonlarda
gossypin (5-100 ug/ml) ile muamele edildi ve hiicre canlilig
MTT analizleriyle tespit edilerek sonuclar, nispi hiicre
canliligi (%) olarak rapor edildi. Tam veriler % 100 olarak
kabul edilen kontrol grubuna gére normallestirildi. * kontrole
gore kiyaslama (*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001)
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Gossypin 5 ug/ml dozunda herhangi bir sitotoksik
etki g6stermemistir. Gossypin doz ve zamana bagl
olarak istatistiksel olarak anlamli bir sekilde sitotoksik
etki géstermistir. Bu durumda calismamizin floresan
ve molekiler analizleri icin gossypinin 25, 50 ve 100
pg/ml dozlatt kullanilmustir.

Calismamizda  gossypinin koydugu
antiproliferatif etkinin mekanizmasini gdstermeye
yonelik  gerceklestirdigimiz ~ Hoecahst  floresan
boyama ile apoptotik hiicrelerin varligi gosterilmistir
(Sekil 4). Kontrol grubunda apoptotik hicrelere
rastlanmazken  sisplatin gruplarda

ortaya

uygulanan

apoptotik hiicre yogunlugu gérilmektedir (Sekil 4
a,b). Gossypin uygulanan gruplarda ise doza baglt
arttigl

olarak apoptotik hiicre  yogunlugunun

gorilmektedir (Sekil 4 c,d,e).

Sekil 4. Hiicre 6liimiinii / apoptozu dogrulamak
icin floresan gériintilleme.

Hucreler, 48 saat boyunca 25, 50 ve 100 ug/mL gossypin ve
50uM sisplatin ile muamele edildi ve daha sonra Hoechst 33342
boyast ile boyandi, ardindan floresan mikroskobu kullanilarak
gorsellestirildi. Resimler Hoechst 33342 boya lekelemesini
gostermektedir. Buyttme 100 X.

Calismamizda gossypinin  HEP3B  hepatoselliler
karsinom hiicre hatti tizerindeki sitotoksik etkisini
hangi mekanizmalar ile ortaya koydugunu gostermek
icin kanser hiicrelerinin proliferasyonunda 6nemli
rolleri olan genleri ekpresyon diizeyinde inceledik.
NFxB mRNA ekspresyonu sisplatin  uygulanan
gruplarda kontrol grubuna gére anlamli bir azalma
gostermistir (Sekil 5). Farkli dozlarda uyguladigimiz
Gossypinin NFxB mRNA iizerindeki etkisi ise doza
bagli olarak inhibe etmektedir (Sekil 5). Hiicre

canliigini  artiran  6nemli  genlerden NIxB
ekspresyonunun  gossypin  uygulamasina  bagl

azalmast gossypinin sitotoksik etkisini agtklamaktadir.
Apoptik genler olan kaspaz 3 ve 9 mRNA
ekspresyonlart incelendiginde gossypin doza bagl
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olarak hem kaspaz 3 hem de kaspaz 9 mRNA
ckspresyonlarinda artisa yol agarak antiproliferatif
etki ortaya koymaktadir (Sekil 6,7). Aynt zamanda 100
pg/ml dozundaki artss ile sisplatin ayni etkiye sahiptir
(Sekil 6,7).
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Sekil 5. Tim deney gruplarnin 6 saatlik NFxB
mRNA ekspresyon seviyeleri.
Hep 3B hiicreleri 6 saat boyunca gossypin (0, 25, 50 ve 100

ug/ml) ve sisplatin 50 pM ile muamele edildi. * kontrole gore
kiyaslama (*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001).
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Sekil 6. Tiim deney gruplarinin 6 saatlik kaspaz 3
mRNA ekspresyon seviyeleri.

Hep 3B hiicreleri 6 saat boyunca gossypin (0, 25, 50 ve 100
ug/ml) ve sisplatin 50 uM ile muamele edildi. * kontrole gére
kiyaslama (*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001).

TARTISMA

Calismamizda gossypinin doza ve zamana bagl
olarak insan hepatoselliler karsinom hucreleri
tzerindeki antiproliferatif etkisini gosterdik. Ayni
zamanda gossypinin Hep3B hiicrelerinde apopotozisi

indikleyerek bu etkisini ortaya koydugunu gésterdik.
Diinya Saglk Orgiitii kanseri oliime neden olan
hastaliklar arasinda birinci sirada gostermistir. Asir
hizlt bir sekilde yayilan kanserin tedavisi de oldukca
zordur. Agresif bir yayihm gdésteren HCC, 2019
yilinda yapilan calismalar sonucunda dinyada ki
kanser tirleri arasinda en stk tant konan altinct kanser
tird olup kanserlere baglt gelisen 6limlerde ise ikinci
strada yer almaktadir!-2.
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Sekil 7. Tim deney gruplarinin 6 saatlik kazpaz 9
mRNA ekspresyon seviyeleri.

Hep 3B hiicreleri 6 saat boyunca gossypin (0, 25, 50 ve 100
ug/ml) ve sisplatin 50 pM ile muamele edildi. * kontrole gore
kiyaslama (*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001).

Kemoterapi kanserin standart tedavisi olup bunula
birlikte radyoterapi ve cerrahi olarak kanserli
dokunun alinmasi ve ayrica keser asilari, ve gen
terapileri de giderek yayginlasmaya baglamugtir.
Kanser tedavi stratejilerindeki ortak amag timorin
biytimesini kontrol altina alarak yok edilmesini
saglamaktir. Ancak bu strecte uygulanan tedavi
stratejileri ayni zamanda yan etkileri ve diger organ
hasarlarini da beraberinde getirmektedir'>1¢. Bu
yuzden ginimizde kanserin tedavisinde alternatif
olarak bitkisel kaynakls bilesiklerin tedavi yaklasimlart
arastirilmaktadir.

Hentiz yeni bir flavoid olmasina ragmen potensi
olduke¢a gligli olan gossypin, yapilan ¢aligmalar ile
bazi kanserli hiicreler Gizerinde antiproliferatif etkinlik
gostermistir!’1. Calismamizda gossypinin ilk kez
Hep3B hepatoselltler karsinom hiicreleri tizerindeki
antiproliferatif etkisini, hiicre proliferasyonu ve
sitotoksite calismalarinin en yaygin gostergesi olan
MTT  (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5  diphenyl
tetrazolium bromide) analizi ile gerceklestirdik!>!6.
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MTT

hucrelerin

canlt
enzimi ile

Olcimunde tetrazolium  kristalleti
mitokondrial  rediktaz

indirgenerek formazan kristallerine déntsmektedir?’-
2

Hiicre canliligini takip etmek icin 24, 48 ve 72 saat
boyunca gossypinin farkli dozlarina maruz kalan
Hep3B hiicrelerinde zamana ve doza baglt olarak
htcre proliferasyonunda azalma gérilmistir. En
guglii etki 100 pg/ml dozunda gorilirken 5pg/ml
dozunda herhangi bir etki gérilmemistir. Ancak 100
pg/ml dozunda sisplatin ile ayni etkiye sahip olan
gossypin neredeyse tim hiicreler tizerinde sitotoksik
etki gostermigtir. Gossypinin 25, 50 ve 75 pg/ml
dozlarinda da oldukca glgli antiprolifreatif etki
ortaya koymustur. Yeh ve ark. yapmis olduklari bir
calismada 17 farkli flavonoidin  antiproliferatif
etkinligi ~ degerlendirilmigtir?>.  Bu  ¢alismada
gossypinin sadece 100 uM dozunda uygulanarak
antiproliferatif etkisi gésterilmis. Ancak bu calismada
gossypin farkli dozlardaki etkisi ve bu etkisinin
mekanizmasina  yonelik  herhangi  bir  calisma
yapilmamistir. Wang ve arkadaglarinin  ortaya
koydugu bir calismada gossypinin gastrik kanser
htcrelerinde oldukca giigli  antiproliferatif — etki
koydugu gérilmektedir!®. Yine Shi ve arkadaslarinin
yapmis oldugu bir ¢aligmada gossypinin insan maling
gliom hicreleri tzerinde antiproliferatif —etki
gosterdigi  kaydedilmistir!®. Her iki calismada da
gossypin artan doz ve zamana bagli olarak daha giicla
antiproliferatif etki g&stermistir.

Gossypinin ~ ortaya  koydugu  bu  etkinin
mekanizmasint anlamak i¢in kanser gelisiminde rol
alan apoptotik ve anti-apoptotik yolaklarin  iyi
anlagilmast gereckmektedir. Cinkd kanserler, kendi
kontrol mekanizmast bozulmus, apoptotik yolaklar:
inaktive olmus kontrolstizce ¢ogalan hicrelerdir**. Bu
yuzden kanser tedavisinde kullanilan ilaglar ya
dogrudan sitotoksik etki ile ya da hticrenin molekiiler
olarak aktive olan veya inaktive olan genlerini
uyararak etki gostermektedir. Apoptozis hiicrenin
kendini bakteri, viris veya kanser gibi hastaliklardan
organizmanin devamlhligini saglamak icin ortaya
koydugu proglamlanmis bir sekilde 6ldirmesidir?>2°.
Hem ic¢sel hem de dissal apoptozisde temel olarak
aktive olan son uriin kaspaz 3 proteini nikleaz
inhibitotlerinin inaktivasyonuna yol acar bu sayede
aktive olan ntikleasz DNA’yt degrade ederek
hticrenin kontrolli bir sekilde 6limiine yol acar?’-2.

Calismamizda gossypin uygulamasina baglt olarak
Hep3B hiicrelerinde kaspaz 3 ve kaspaz 9 genlerinin
ekspresyonlart incelendiginde doza baglt olarak hem
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kaspaz 3 hem de kaspaz 9 gen ekspresyonlarinin
anlamh sekilde arttigr goriilmektedir. Igsel apotoziz
mekanizmasinda temel olarak p53  aktivasyonu
sonucu mitokondri membraninda por ac¢ilmasina yol
acan BAX proteinleri aktive olur. Bu sayede
mitokondrilerdeki sitokrom enzimleri sitoplazmaya
gecerek kaspaz 9’u aktive eder, kaspaz 9 ise kaspaz 3
aktive ederek hiicre 6limi icin sinyal verilmis olur 3%
3. Caligmamizda gorildigh Uzere gossypin hem
kaspaz 3 hem de kaspaz 9 mRNA ekspresyonlarini
anlamli sekilde artirmustir. Wang ve arkadaslarinin
yapmis olduklari ¢alismada, gastrik kanserli hiicreler
tzerinde gossypin hem kaspaz 9 hem de kaspaz 3
proteinlerini  artirarak  apoptozisi  indikledigi
gosterilmistir 1°. Ayni zamanda gossypin bu etkisini
doza bagli olarak artirdigs da gésterilmistir.

NF-»B, inflamasyon ve kanser arasindaki baglantiyl
saglayan Onemli mediyatorler arasindadir. Kanserli
dokularda ~ NF-«B  aktivitesi,  proinflamatuar
sitokinlerin ortamda birikmesine yol acarak kanser
gelisimine katki saglamaktadir. Ayni zamanda NF-»xB
antiapoptotik proteinler olan FLIP, c-IAP1/2, XIAP
ve Bcl2’nin  gen ekspresyonlarint  indiikleyerek
kanserin apoptozise ugramasini 6nlemektedir. Aktive
olan bu anti-apoptotik proteinler, kaspaz proteinlerini
inhibe ederek etki gostermektedir. Calismamizda
Hep3B hicrelerinde son olarak NF-»«B gen
ekspresyonlarint inceledigimizde, gossypin 25,50 ve
100 pg/ml dozlarinda daha fazla inhibisyona yol
acmustir. Ayni zamanda sisplatin uygulanan grup ile
100 pg/ml dozunda uygulanan gossypin aynt oranda
inhibisyona yol agmistir. Kunnumakkara ve
arkadaglarinin yapmis olduklart bir calismada farkl
kanser hicrelerinde  (kronik myeloid 16komi,
embriyonik bobrek kanseri, akciger adeno karsinomu,
multiple myelom, mesane kanseri, pankreas kanseri)
gossypinin antiproliferatif etkinligi arastirilmustir 32,
Bu ¢alismada 6zellikle gossypinin NF-xB inhibisyonu
yaparak anti apoptotik proteinlerin aktive olmasini
onledigi ve timor proliferasyonunu  6nledigi
gosterilmistir. Calismamizda artan apoptotik  ve
azalan anti-apoptotik mRNA ekspresyonlarint ayni
zamanda  apoptozisin  gerceklestigini  gOsteren
Hoecahst floresan boyama ile ortaya koyduk.
Hoechst 33342 ile boyama, htcreleri saghkli mu,
nekrotik mi yoksa apoptotik mi oldugunu anlamak
icin kullamilan ideal bir yontemdir®®. Bilindigi tzere
nekrozdan farkli olarak apoptozis sirasinda DNA ve
nukleus fragmanlari olusmaktadir. Iste Hoechst
33342 bu yogunlasmis DNA ve fragmanlagmis
nukleus parcalarina  baglanarak  goéruntr  hale
getirmektedir3*35. Hui ve arkadaslarinin  yapmis
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olduklari bir ¢alismada Alpinia oxyphylla bitkisinin
HEP3B hiicreleri tzerindeki antiproliferatif etkilerini
gostermislerdir®. Bu calismada Hoechst 33342
boyama kullanilarak apoptozisin varligt gosterilmistir.
Calismamizin  Hoechst 33342 boyama sonuglart
incelendiginde kontrol grubunda boyama
gorilmezken gossypin 25,50 ve 100 pg/ml uygulanan
dozlarda anlamli bir artig goriilmektedir. Aynt
zamanda sisplatin uygulanan grup ve 100 pg/ml
dozunda uygulanan gossypinin apoptozise daha fazla
yol actig1 gorilmektedir.

Calismamiz herhangi bir proje destegi olmadigi icin
daha  ileri  analizler  gerceklestirilememistir.
Calismamuzin diger bir kisitliligt deney hayvanlarinda
kanser caligmalari icin yeterli donanima sahip
olamadigimiz icin sadece tek bir hiicre tzerinde
kultir ortaminda bir etki ortaya koyduk ancak canlt
organ ve sistemler dizeyinde incelemeler yapildiginda
daha farkli sonuglar ortaya cikabilmektedir.

Sonu¢ olarak ¢alismamizda, glcli antioksidan ve
antiinflamatuar etkinligi olan ve aymi zamanda
antikanser etkinlige sahip olan gossypinin insan
hepatoselliler ~ karsinom  hiicreleri  tzerinde
antiproliferatif etkisini farklt molekiler mekanizmalar
ile ortaya koyduk. Calismamiz daha detaylt preklinik
ve klinik ¢alismalar ile desteklendigi takdirde gossypin
gelecekte umut vaad edici bir antikanser ajan olarak
kullanilabilit.
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