Sdii Saglik Bilimleri Enstitiisti Dergisi / Cilt 8 Say1 2 / 2017

Silibinin’in Vitro Ortamda CCL-228-SW 480 Kolon Kanseri Hiicre Hatt1

Uzerine Apoptotik Etkisinin Arastiriimasi

Investigation of Appoptotic Effect of Silibinin on CCL-228-SW 480 Column

Cancer Cell Line: An In Vitro Study

Dilek Bayram!

1Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Isparta, Tiirkiye.

Ozet

Amag: Kolon kanseri, diinyada 6nemli bir morbidite ve
mortalite nedenidir. Kolon kanseri, kansere bagli 6liimlerde
erkeklerde akciger ve prostat kanseri; kadinlarda meme ve
akciger kanserinden sonra iiclincii sirada yer almaktadir.
Silibin, devedikeni (silybum marianum) bitkisinden elde
edilen bir ekstraktir. Yapilan ¢aligmalarda silibinin deri,
mide kanserlerinde kanser kemoprotektif ajan oldugu ve
antikarsinojenik etki gosterdigi tespit edilmis ayrica meme,
kolon, mesane kanseri hiicre hatlarinda hiicre siklusunu
durdurdugu ve apopitozisi tetikledigi akciger timori
biiytimesini baskiladigi, gosterilmistir. Caligmamizda silibinin
CCL-228-SW 480 kolon karsinoma hiicre soyu iizerine
etkisini monolayer kiiltiir ortaminda incelemeyi amagladik.

Materyal-Method: Calismamizda silibinin CCL-228-
SW 480 kolon karsinoma hiicre soyu iizerine etkisini
incelemek amaciyla 100 uM/ml doz silibin (IDso inhibisyon
dozu belirlenen) hiicrelere uygulandi. Silibin (100 uM/
ml) uygulandiktan sonra 24, 48 ve 72 saat siireler sonunda
BRDU isaretleme indeksi ve aktif kaspaz-3 tayinine
immiinohistokimyasal yontemle bakildu.

Bulgular: CCL-228- SW 480 kolon karsinoma hiicrelerinde
silibinin ID50 inhibisyon dozu 100 uM/ml olarak belirlendi.
Silibinin iki boyutlu kiiltiir ortamimda BRDU ile isaretlenen
hiicrelerin sayisini azalttig1, kaspaz-3 ile boyanan hiicrelerin
sayisini ise arttirdig goriildii.

Sonuc: Sonug olarak silibin CCL-228-SW 480 kolon kanseri
hiicre soyunda hiicre proliferasyonunu inhibe edici ve
apoptozisi tetikleyici etki gostermistir. Buradan yola ¢ikarak
yapmis oldugumuz iki boyutlu kiiltiir sonuglarimizin daha
sonra yapilacak silibin ve kanser ¢alismalarina 1s1k tutacagi
kanisindayiz.

Anahtar Kkelimeler: CCL-228-SW 480 Hiicre Soyu,
Apopitozis, Silibin

Giris

Kanser, cesitli faktorler nedeniyle degisime ugramis
hiicrelerin, kontrolsiiz olarak g¢ogalip biiylimelerinin sonucu
olusan bir hastaliktir. Diinyada her yil yaklasik 1 milyon
insanda kanser teshis edilmekte ve kolorektal kansere bagli

Abstract

Objective: Colon cancer is a major cause of morbidity and
mortality in the world. It is third of cancer-related deaths after
breast and lung cancer in women, lung cancer and prostate
cancer in males. Silibin is an extract obtained from the plant
of the thistle (silybum marianum). Studies have shown that
silibin is a cancer chemoprotective agent in skin, stomach
cancers, and shows anticarcinogenic effect. At the same
time it’s known that it suppresses cell cycle in breast, colon,
bladder cancer cell lines and suppresses apoptosis-induced
lung tumor growth. In our study, we aimed to investigate the
effect of silibin on CCL-228-SW 480 colon carcinoma cell
line in monolayer culture medium.

Material-Method: IDso inhibition was determined on
the dose for silibin and after it was found 100 pM/ml was
applied to the cells to examine the effect of silibin on CCL-
228-SW 480 colon carcinoma cell line. Silibin (100 pM/ml)
was administered and after 24, 48 and 72 hours the BRDU
marking index and active caspase-3 assay were determined by
immunohistochemistry.

Results: The ID50 inhibition dose of silibinin CCL-228-SW
480 colon carcinoma cells was determined to be 100 pM/ml.
Silibin decreased the number of cells marked with BRDU and
increased the number of cells stained with caspase-3 in the
two-dimensional culture.

Conclusion: As a result, silibin CCL-228-SW 480 inhibited
cell proliferation and apoptosis in colon cancer cell line. We
believe that the results of our two-dimensional culture, which
we have made here, will shed light on silibin and cancer
studies to be done later.
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500.000 6liim bildirilmektedir (1). Epidemiyolojik ¢caligmalar
kolorektal kanserin yiiksek yag ve disiik lif iceren diyetle
beslenen toplumlarda daha sik goriildiigiinii gostermistir (2).

Kolorektal kanserde hastaligin ortaya ¢ikis yasinda herediter
ozellikler 6nem tagimaktadir. Kansere bagli sendromlari olan
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hastalarda kolorektal kanser genellikle 40 yas sonrasinda
gozlemlenir. Kolon tiimérlerinin ¢ok biiyiik bir kismi
adenokanserlerdir (2, 3). Kolon tiimoérlerinin yaklasik
1/3’1 rektumda yerlesirken kalan 2/3’lik bolimil kolonun
diger kisimlarinda ve ozellikle sol kolonda yerlesim
gosterir (rektum %20-30, sigmoid %25, inen kolon %5-
10, transvers kolon %10-15, cikan kolon-cekum %25) (3).
Kolorektal kanserli hastalarm yaklasik %25’inde hastalik
stiresinde kanserin farkli organlara yayilmasindan kaynakl
olimler gerceklesmistir. Giiniimiizde hala kolrektal kanserin
metaztazi, bu hastaligin getirdigi en biiylik problemlerdendir
2).

Kanser tedavisinde daha c¢ok; cerrahi, radyoterapi,
kemoterapi yontemleri kullanilmaktadir. Bu tedavilerin yan
etkilerinin hastada olusturdugu sikintilardan ve iyilesme
stirecine olumsuz etkilerinden dolayr giinden giine kansere
yonelik farkli tedavi yontemleri gelistirilmektedir. Gelisen
bu tedavilerin basinda; tamamen dogal olmalari, esirim
acisindan daha kolay ve daha ucuz olmalar1 nedeniyle bitkisel
yontemler gelmektedir (4) .

Silybum marianum (=carduus marianus) meryemana dikeni
bitkisi asteraceae (=compositae) familyasina ait bir bitkidir.
Ulkemizde dogal olarak yetisenleri ve kiiltiirii yapilanlari
tek yiliktir (5). Bitki, karaciger ve safra hastaliklari, toksin
ve mantar zehirlenmeleri, bocek 1siriklarinin tedavisinde
yaklagik 2000 yildir kullanilmaktadir (6, 7). Meryemana
dikeni tohumlar1 %I1-6 oraninda silimarin icermektedir.
Gliniimiizde Amerika ve Avrupa’da tiretilen yogunlastirilmis
meryemana dikeni ekstreleri %70-80 oraninda silimarin
icermektedir. Silimarin, meryemana dikeni bitkisinin
tohumlarinda bulunan farmakolojik olarak aktif, silibin
(silibinin), izosilibin, silikristin, silidianin, taksifolin
ve dehidrosilibinin gibi flavonolignanlardan meydana
gelmektedir. Silimarinin biyolojik aktivitesinden sorumlu
oldugu diisiiniilen temel bileseni silibindir (8, 9).

Silibinin viral hepatit, toksik hepatit, karaciger yaglanmasi,
siroz, iskemik hasar ve radyasyon toksisitesinde giiclii
antioksidan ozelligi kanitlanmigtir  (10). Ayrica hiicre
kiiltirlerinde farklilagmay1 baskiladigi ve oksidatif stresin
tetikledigi apoptozise karsi primer hippokampal ndronlar
korudugu; glutatyon peroksidaz, siiperoksid dismutaz ve
katalaz gibi antioksidan enzimlerin pankreatik aktivitesini
uyardigi, makrofaj ve T-lenfositlerdeki interlokin 1,
interferon-y, interferon-o gibi inflamatuar sitokinlerin
dretimini inhibe ederek pankreastaki B hiicrelerini de
korudugu gosterilmistir (11-14).

Silibinin koruyucu etkisi sayesinde bircok kimyasalin
karsinojenik etkisini baskilar (19). Silibin, belirgin bir
sekilde N-butil-N-(4-hidroksibutil) nitrozaminin yol actig1
mesane hasarlarini 6nemli 6l¢iide azaltmistir (15). Ayrica;
silibin, siganlarda azoksimetan ile olusturulan kalin bagirsak
karsinogenezini 6nemli Olgiide azaltmistir (16). Silimarin
bezoil peroksit veya 12-O-tetradekanoilformol—13-asetat ile
olusturulmus deri kanserini de baskilamistir. Yine, silibinin
karsinogenez ya da kanser hiicrelerinin ¢ogalma asamasinda
gorev alan reseptorler ilizerinde etkisi vardir. Silibinin, hiicre
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uyar1 ve hiicre dongiistiniin diizenlenmesinde rol oynadig:
gozlemlenmistir (17-19). Ayrica yapilan ¢aligmalarda bitkiden
elde edilen ekstraktin akciger tiimorii biiylimesini baskiladigi,
meme, mesane kanseri hiicre hatlarinda hiicre dongiisiinii
durdurdugu ve apoptozisi tetikledigi gosterilmistir.( 18, 20-
23).

Calismamizda CCL-228-SW 480 kolon kanseri hiicre hatlar1
iizerine silybum marianum (devedikeni) bitkisinin ekstrakti
olan silibinin apoptotik etkisini proliferasyon, canlilik ve
tutunma deneyi, imiinohistokimyasal olarak; 5-Bromo-2-
Deoksiuridin (BRDU) isaretleme indeksi, kaspaz—3 tayini
yapilarak incelemeyi amagladik.

Materyal-Method
Hiicre Kiiltiirii

Calisgmamiz in vitro kosullarda yapilmis deneysel bir
calisma olup, deneyler Siileyman Demirel Universitesi
Tip Fakiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinda,
arastirma laboratuvari ve hiicre kiiltiirli laboratuvar imkanlari
kullanilarak gerceklestirildi.

Arastirmada DSMZ’den (Alman Mikroorganizmalar ve
Hiicre Kiiltiirleri Koleksiyonu) alinan CCL-228-SW 480
kolon kanseri hiicre hatlart kullanildi. CCL-228-SW 480
kolon kanseri hiicreleri i¢in besi ortami, inaktive edilmis %10
FCS (Fetal Calf Serum) (Biological Industries, Israel), 100
IU/ml penisilin/streptomisin iceren RPMI 1640 (Biological
Industries, Israel) medyumu kullanildi. Hiicreler bu besi
ortamini igeren 25 cm? ve 75 cm?’lik flasklarda, i¢ ortami
%5 CO2, %95 hava karisimi ve nem igceren ve 37°C olan
inkiibator (heal force) iginde tutularak ve haftada 3 kez rutin
pasaj yapilarak tretildi.

Deney plam

Doz belirleme deneyi i¢in 5 ml RPMI 1640 medyumu ilave
edilen 6 kuyucuklu platelerin her birine canli olarak 500.000
SW 480 hiicresi ekimi yapildi. Silibinin, 1, 10, 50, 100,
200 pM konsantrasyonlarda olacak sekilde steril dimetil
siilfoksit (DMSO) igerisinde hazirlanmis taze cozeltileri
100’er pl’lik esit hacimlerde hiicrelere verildi. Her bir doz
icin 3’er kuyucuga ekim yapildi. Tiim gruplar i¢in 24. 48. ve
72. saatler icin ekildi ve 37°C’de %5 CO: hava karisiminda
rutubetli ortamda inkiibe edildi. Her bir siirenin bitiminde
hiicreler santrifiij teknigiyle toplanarak %0,1’lik tripan
mavisi boyastyla, hiicre soliisyonu 1/1 oraninda hazirlandi
ve sayma kamarasinda sayildi ve hiicre sayilar1 kaydedildi.
Boylece silibinin IDso (inhibisyon dozu) saptandi. Daha
sonra kontrol grubu ve silibin grubu (IDso inhibisyon dozu
belirlenen) olmak iizere iki grup olusturuldu. ki boyutlu
kdltiir ortaminda (lamelli ekim) BRDU isaretleme indeksi ve
aktif kaspaz-3 immiinohistokimyasal boyama yapilarak 151k
mikroskobu altinda degerlendirildi.

iki Boyutlu Kiiltiirlerde Bromodeoksiiiridin (BRDU) ile
Immiinohistokimyasal isaretleme

24 kuyucuklu kiltlir kaplarina lamelli ekim yapildi.
Silibinin doz belirleme deneyinde hesaplanan 100 uM/ml
dozu kullanildi. 24, 48 ve 72. saatlerin sonunda hiicreler 1
saat BRDU ile 37°C’de inkiibe edildi. Ust medyum gekilip
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atildiktan sonra Phosphate Buffered Salinede (PBS) 37°C
etlivde 15 dk bekletildi. PBS ¢ekilip atildiktan sonra %70
etanolde 4°C’de 30 dk bekletilerek hiicreler tespit edildi.

Immiinohistokimyasal boyama icin &rnekler PBS’de 10 dk
bekletildikten sonra metanolde hazirlanmis %0,5 hidrojen
peroksitte (H202) 10 dk tutulup 3 kez 2’ser dk distile su
ile yikandi. Daha sonra BRDU Staining Kit Streptavidin-
Biotin System adi verilen BRDU boyama kiti (Invitrogen
Co. Canada) kullanilarak boyama yapildi. Bunun igin
kitin igerisinde bulunan denatiirasyon soliisyonunda 30 dk
bekletildikten sonra PBS ile 3 kez 2’ser dk yikandi. 10 dk
blocking soliisyonunun ardindan 1 saat primer antikorda,
(Biyotinli Mouse Anti-BRDU monoclonal) (Invitrogen Co.
Canada) nemli ortamda oda 1sisinda tutuldu. 3 kez PBS ile
2’ser dk yikandiktan sonra streptavidin peroksidazda 10 dk
tutuldu. PBS ile yikamanin ardindan substrat-kromojende
Diaminobenzidine (DAB) 5 dk karanlikta bekletildi ve
distile su ile yikandi. Mayer hematoksilen ile zemin boyasi
yapildiktan sonra kesitler ¢esme suyunda 20 dk morarmaya
birakildi ve kapatici (ultramount) ile kapatilarak, 11k
mikroskobunda sayim yapilip isaretlenme oranlari belirlendi.

Iki BoyutluKiiltiirlerdeKaspaz-3ileimmiinohistokimyasal
Boyama

24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina yuvarlak lameller konularak
kuyucuk basina 100.000 hiicre lamel {izerine ekildi. Silibinin
yine doz belirleme deneyinde hesaplanan 100 pM/ml dozu
kullanildi. 24, 48 ve 72. saatlerin sonunda iist medyum
cekilip atildiktan sonra PBS’de 37°C etiivde 15 dk bekletildi.
PBS ¢ekilip atildiktan sonra %70 etanolde 4°C’de 30 dk
bekletilerek hiicreler tespit edildi.

Immiinohistokimyasal boyama igin lameller PBS’de 10 dk
bekletildikten sonra metanolde hazirlanmis %0,5 H202"de 10
dk tutularak 3 kez 5 dk distile su ile yikandi. Daha sonra 30 dk
4 N HCI’de bekletilip PBS ile 3 kez 5 dk yikandi. 20 dk Ultra-
V-block’un ardindan 1 saat primer antikorda (aktif kaspaz-3)
(Invitrogen Co. Canada), nemli ortamda oda 1s1sinda tutuldu. 3
kez PBS ile 5’er dakika yikandiktan sonra sekonder antikorda
(biotinylated goat anti-mouse) 20 dk, tekrar yikamadan
sonra streptavidin peroksidazda yine 20 dk tutuldu. PBS ile
yikamanin ardindan substrat-kromojende 5 dk karanlikta
bekletildi ve distile su ile yikandi. Mayer hematoksilen ile
zemin boyas1 yapildiktan sonra kesitler ¢cesme suyunda 20
dk morarmaya birakildi. Kapatici (ultramount) ile kapatildi.
Isik mikroskobunda sayim yapilarak isaretlenme oranlari
belirlendi.

istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS 17.0 paket istatistik programi
ile yapildi. Elde edilen veriler iizerinde ¢ok yonlii istatistik
degerlendirmeler yapilmistir. Olgiim degerleri homojen
dagilim gostermedigi i¢in non-parametrik testlerle ¢alisild.
Gruplar arasi farkin anlamliligini degerlendirmede Kruskal-
Wallis varyans analiz testi kullanildi. Stirekli degisken
degerlerden olusan iki bagimsiz grup arasinda farkliligin olup
olmadig1 ise Mann-Whitney U Testi ile belirlendi. Anlamlilik
sinir1 p<0,05 olarak kabul edildi.

Dilek Bayram

Bulgular
Doz Belirleme Deneyi Bulgular:

24,48 ve 72. saatlerin sonunda kuyucuklarda bulunan hiicreler
%0,5 tripsin ile ayr1 ayr1 toplanip santrifiij edildi. Siipernatant
kisimlart atildiktan sonra 1 ml medyum ile siispansiyon haline
getirilip sayma kamarasiyla (hemasitometri) sayildi. Toplam
hiicre sayilar1 kaydedilerek silibin i¢in IDso (Inhibisyon dozu
%50) dozu 100 uM olarak saptandi.

Proliferasyon Deneyi Bulgulari

6 kuyucuklu plateler kontrol ve silibin grubu olarak ayrilarak
sayim islemi yapildi. Kontrol grubuna ait kuyuculardaki hiicre
sayilarinda zamanla orantili olarak artma gozlendi. Deney
grubunda doz belirleme deneyinde her {i¢ saat igin ayr1 ayri
bulunulan IC50 dozuna uygun olarak ekstrakt verilerek sayim
yapild1 ve silibinin verilmesiyle hiicre sayilarinda anlamli bir
azalma gozlendi (p<0,05), (Grafik 1).
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Grafik 1. Zamana gore hiicre ¢cogalma verileri

iki Boyutlu Kiiltiirlerde BRDU isaretlenme Degerleri

24 kuyucuklu platelere yuvarlak lameller iizerine ekilen
100.000 SW 480 hiicresiyle yapilan BRDU isaretlemesi;
her bir saat i¢in (24, 48, 72) ayr1 ayri kontrol ve deney
gruplart seklinde belirlendi. Kontrol grubunda tiim saatlerde
sentez fazinda ¢ok sayida BRDU ile isaretlenmis hiicreler
gozlemlendi (Sekill, 2, 3).

24-48-72 saatleri igin verilen silibinin gruplarinda ise kontrol
grubuna kiyasla BRDU isaretleme indeksinde anlamli bir
azalma gozlemlendi (p<0,05), (Grafik 2, Sekil 4, 5, 6).
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Grafik 2. iki boyutlu kiiltiirlerde BRDU {le isaretlenme grafigi
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Sekil 1. ki boyutlu kiiltirde BRDU ile immiinohistokimyasal
boyama. 24. saat kontrol grubu. BRDU ile yogun boyanma gozlendi
(AX10, BX40)

Sekil 2. Iki boyutlu kiiltirdle BRDU ile immiinohistokimyasal
boyama. 48. saat kontrol grubu. BRDU ile yogun boyanma gozlendi
(AX10, BX40)

Sekil 3. Iki boyutlu kiiltirde BRDU ile immiinohistokimyasal
boyama.72. saat kontrol grubu. BRDU ile yogun boyanma gozlendi
(AX10, BX40)

iki Boyutlu Kiiltiirlerde Kaspaz-3 ile Isaretlenme
Degerleri

24 kuyucuklu platelere yuvarlak lameller iizerine ekilen
100.000 SW 480 hiicresiyle yapilan Kaspaz-3 isaretlemesi;
her bir saat i¢in ayr1 ayr1 kontrol ve deney gruplari seklinde
belirlendi. Kontrol grubunda tiim saatlerde ¢ok az sayida
apopitotik hiicre gézlemlendi (Sekil 7, 8, 9).

24-48-72 saatleri i¢in verilen silibin gruplarinda ise kontrol
grubuna kiyasla ¢ok fazla sayida apopitotik hiicre gdzlemlendi
(p<0,05), (Grafik 3, Sekil 10, 11, 12).
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Sekil 4. Iki boyutlu kiiltirde BRDU ile immiinohistokimyasal
boyama. 24. saat silibin grubu BRDU ile isaretlenen hiicreler
(AX10, BX40)

Sekil 5. Iki boyutlu kiiltirdle BRDU ile immiinohistokimyasal
boyama. 48. saat silibin grubu BRDU ile isaretlenen hiicreler
(AX10, BX40)

Sekil 6. Iki boyutlu kiiltirde BRDU ile immiinohistokimyasal
boyama. 72. saat silibin grubu BRDU ile isaretlenen hiicreler
(AX10, BX40)

iki Boyutlu Kiiltiirde Kaspaz-3 isaretlenme Grafigi
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Gratfik 3. iki boyutlu kiiltiirde kaspaz-3 ile isaretlenme grafigi

Sekil 7. Monolayer kiiltiirde kaspaz-3 ile immiinohistokimyasal
boyama. 24. saat kontrol grubu. Kaspaz-3 ile isaretlenen hiicreler
(Ax20, Bx40)

Sekil 8. Monolayer kiiltiirde kaspaz-3 ile immiinohistokimyasal
boyama. 48. Saat kontrol grubu. Kaspaz-3 ile isaretlenen hiicreler
(Ax20, Bx40)
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Sekil 9. Monolayer kiiltirde kaspaz-3 ile immiinohistokimyasal
boyama. 72. Saat kontrol grubu. Kaspaz-3 ile isaretlenen hiicreler
(Ax20, Bx40)

Sekil 10. Monolayer kiiltiirde kaspaz-3 ile immiinohistokimyasal
boyama. 24. saat silibin grubu; kaspaz-3 ile yogun boyanma gozlendi
(Ax20, Bx40)

Tartisma

Kolon kanseri gastrointestinal sistemde meydana gelen,
kanserin neden oldugu dlimlerde akciger kanserinden sonra
gelen ve etiyolojisi hala net olarak anlagilamayan kompleks
bir kanser tiiriidiir. K6tii beslenme, hareketsiz yasam tarzi ve
sigara kullanimi gibi farkli ¢evresel etkenlerle tetiklendigi
diisiiniilmektedir. Beslenme sekliyle yakindan alakali bulunan
kolon kanserinin dzellikle yagl besinler tiiketme ve tiiketim
miktarmin fazlalifiyla paralel oranda arttigi bilinmektedir.
Risk faktorii olarak bunlarin yani sira genetik etmenler de rol
oynamaktadir (26, 27).

Epidomiyolojik caligmalar gostermistir ki, vejeteryan
beslenme sekline sahip olan ve lignan iceren bitki yetistiriciligi
bakimindan zengin olan tilkelerde yasayan insanlarin kansere
yakalanma riskleri daha azdir. Bu da lignanlarin birgok
faydasi oldugu diisiincesine 6zellikle kanser dnleyici oldugu
konusuna insanlart daha da yakmlagtirmistir (28, 29).

Lignanlarin etki mekanizmalart ve kullandiklar1 yolaklar
konusunda bilinmeyen birgok nokta olmasindan dolay1 yeni
calismalar daha ¢ok bu yonde ilerlemektedir (30). Bitkilerden
izole edilen lignanlarla yapilan bir ¢aliymada da, lignanlarin
bagirsak florosinda metabolize edilerek NF-kB sinyal
yolag: ile antiinflamatuar etki gosterdigi goézlemlenmistir
(31). Lignanlarin antimikrobiyal, antiinflamatuar ve
serbest radikallerden temizleyici islevleri sahip olduklari
fitodstrojenik  Ozelliklerine — dayandirilmaktadir  (32).
Epidemiyolojik ¢aligmalarda lignanlarin hormona bagli;
meme, prostat gibi birgok kanser tiirlerinde koruyucu etki
gosterdikleri bulunmustur (33, 34).

Gerek insan saglig1, gerekse doga ve ¢evre sagligi fitoterapinin
gerekliligini giliclendirmektedir. Bugiin diinya niifusunun
cogunlugu icin bitkiler en tercih edilen ila¢ kaynaklarindandir.
Biiyiik farmasotik firmalar yeni lider yapilar i¢in bir kaynak
olarak bitkilere yeniden ilgi gostermektedirler. Fitoterapinin
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Sekil 11. Monolayer kiiltiirde kaspaz-3 ile immiinohistokimyasal
boyama. 48. saat silibin grubu; kaspaz-3 ile yogun boyanma gézlendi
(Ax20, Bx40)
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Sekil 12. Monolayer kiiltiirde kaspaz-3 ile immiinohistokimyasal

boyama. 72. saat silibin grubu; kaspaz-3 ile yogun boyanma gozlendi
(Ax20, Bx40)

var olan kimyasal ilaglarla tedavinin yerine ge¢mesi s6z
konusu olmasa da tedavide kimyasal ilaglara destek vermekte
aynt zamanda da tedavi siiresince yasanan sikintilari
hafifletmektedir (35).

Silybum marianum (devedikeni), Asteraceae familyasindan
bazi dikenli bitkilerin ortak adidir. Devekengeli, meryemana
dikeni, sitlii kengel olarak da bilinir. Meyveleri yaklasik
olarak 2000 yildir karaciger hastaliklarina karst kullanilan
bitki ile ilgili ilk arastirmalar 1958’de baslamistir (5).
Devedikeni tohumlari %1—6 oraninda silimarin igermesine
karsin giiniimiizde Amerika ve Avrupa’da yogunlastirilmis
meryemana dikeni ekstreleri %70-80 oraninda silimarin
icermektedir. Silimarin, devedikeni bitkisinin tohumlarinda
bulunan, silibin (silibinin), izosilibin, silikristin, silidianin,
taksifolin ve dehidrosilibinin gibi flavonolignanlardan
meydana gelmektedir (8). Bitkiden elde edilen silibin
ekstraktinin karaciger, akciger, mide, deri ve ince bagirsak
kanserlerinde giiglii bir kanser kemoprotektif ajan oldugu ve
antikarsinojenik etkileri oldugu gdsterilmistir (36).

Lee ve ark., silibinin insan meme karsinoma hiicrelerinde
MAPK sinyal yolunda AP-1 (metastaz, tiimorogenezis,
inflamasyon olaylarinda genlerin ekspresyonunu diizenleyen
transkripsiyon faktoril) aktivasyonunu bloke ederek MMP-9
(matriks mettalloproteinaz 9-kanser hiicrelerinin metastaz ve
invazyonunda 6nemli rol oynar) ekspresyonunu baskiladigini
gozlemlemislerdir (37). Ayrica yapilan bir bagka calismada
silibinin TCC-SUB insan mesane kanseri hiicrelerinde CDKI-
CDK-cyclin kaskadin1 modiile ettigini ve kazpaz 3’{in aktive
olmast ile kanser hiicrelerinde biiyiime inhibisyonuna ve
apopitotik hiicre Sliimiine sebep oldugu goriilmiistiir (23).
Yapilan diger bir c¢alismada cesitli hepatoselliiler hiicre
hatlarinda (HepG2, HuH7, PLC/PRF/5, Hep3B hiicre hatlar)
silibinin doza bagl olarak antiproliferatif etki gosterdigi,
apopitotoik etkisinin oldugu ve kanser hiicrelerinin metastaz
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ve invazyonunda onemli rol oynayan MMP 2 ve 9’un
ekspresyonunu azatlig1 goriilmiistiir (38).

Caligmamizda silybum marianum bitkisinden elde edilen
silibin ekstraktinin iki boyutlu kiiltiir ortaminda, hiicre
¢ogalmasi iizerine etkisinin olup olmadigmin aragtirtlmasi
amaglanmistir. Bunun i¢in hiicre kiiltlirii deneylerinde CCL-
228-SW 480 kolon kanseri hiicre soyu kullanilmistir.

iki boyutlu kiiltirde doz belirleme deneyi sonuglarimiza
gore elde ettigimiz silibinin 100 pM IDso dozu lamelli
ekim yapildiktan sonra hiicrelere uygulanmis, 24, 48 ve
72 saat siirelerle beklendikten sonra DNA sentezi yapan
hiicreleri isaretlemek amaciyla timidin analogu olan BRDU
ile immiinohistokimyasal boyama yapilmistir. Buna gore
BRDU’yu alarak isaretlenmis sentez fazindaki hiicreler
sayilarak ytizdeleri alinmis ve bdylece BRDU isaretleme
indeksi hesaplanmuistir.

Yapilan degerlendirmeye gore silibin (100 uM/ml) uygulanan
gruptaki hiicrelerde 24, 48, 72 saat siireler sonunda isaretleme
indeksinin kontrol grubu isaretleme indeksine oranla anlaml
derecede azaldigi goriilmiistir (p<0,05). Ayrica tripan blue
ile yapilan canlilik testinde de silibin verilen grupta hiicre
sayisinda anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0,05).

Lamelli ekim deneylerinde apopitotik hiicreleri belirlemek
amaciyla immiinohistokimyasal olarak aktif kaspaz-3 tayini
yapilmistir. Sonucta kaspaz-3 ile boyanan hiicre sayisinda
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir
artis gozlenmistir (p<0,05). Bu da bize silibinin hiicrelerde
(CCL-228-SW 480 kolon kanseri hiicre soyunda) apoptozisi
tetikledigini gostermektedir. Konuyla ilgili daha dnce yapilan
caligmalarda silibinin kolon karsinoma hiicre hatlar1 {izerine
etkisi ile 1lgili cok az ¢alisma mevcuttur. Ayrica kullandigimiz
yontemlerle ilgili calismaya rastlanmamistir. Bu agidan
calismamiz bir ilki olugturmaktadir.

Sonug olarak silybum marianum bitkisinden elde edilen silibin
ekstraktinin CCL-228-SW 480 kolon kanseri hiicrelerinde
yapilan in vitro deneylerde verdigi sonuglardan yola ¢ikarak
bu bitkinin hiicre populasyonundaki artis1 azaltmada etkili
olabilecegi sonucuna vartlmistir.
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