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Kanser Tedavisinde Kullanilan Okse Otu
(Viscum Album) Ekstraktinin Apoptozis Mekanizmasi
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Abstract

Okse otu ekstraktlari uzun zamandir kanser tedaléskulla-
nilmakadir. Tedavide etkin olan molekulleri lektinlerupl bunla
lektin 1, lektin 1l ve lektin III'tir. Desisik hiicre tiplernin lektinlerle
inkiibasyonlar sonucunda; hécsismesi, kromatin ygunlasmasi vt
nikleer DNAda kiriklarin olgmasi gibi apoptotik dgsimlerle
baglantili hiicre olimleri gozlenntir. Apoptozis kaspaz adi verile
proteazlar tarafindan kontrol edilmektedir, bunlargicoapoptotil
yolun pargalayici moldilleridir. Memelilerde en az 12 kaspaz vat
bunlar; balatici (-8, -9, -10) ve sonlandirici (efektor) (-&, -7)
kaspazlar olmak Uzere 2'ye aynlir. Efektor kasagzDNA tamil
enzimi olan poly ADRiboz polimerazi (PARP), retinoblastoma
MDM-2 gibi hiicre siklusu duzenleyicilerini, lamin, Gasglsolin v
fodrin gibi hicre iskeleti ve nukleusun yapisal teiolerini, protein
kinaz Cé (PKC-) gibi yasamsal proteileri ayrstirarak inaktive ed:e
ve hiicre éliimiine neden olurlar. Okse otu lektinlartiimor hiicrele-
ri Uzerindeki yikici etkilerinin, c-Jun N-termindtinaz (INK)in
aktivasyonu aracityla gerceklstigi belirlenmistir. Okse otu lekti
Il, zaman ve doza Iga olarak, DNA'da kiriklar meydana getnek
U937 hiicrelerinde kaspaz -3, -8 ve -9'un aktivasy@nneden olmak-
tadir. Ayrica 6kse otu lektin Il ile muamele edilg837 hiicrelgnde
kaspazlarin katalitik aktivasyonu ile glantil olarak, PARP ve PKC-
5 ayrsmaktadir. Okse otu lektinlerinin apoptotik siireaktivasyonu-
nu sglayacak antikanser o6zelliki@in oldugunu belirten 6nem
kanitlar bulunmasina gaen, apoptotik mekanizmaniglayisi hak-
kinda heniiz ¢ok az bilgi elde edilebilti.
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Extracts of mistletoe (Viscum album) have been Widsed a
adjuvant chemoterapy in human cancer for many yéarsir thera-
peutically active molecules are lectin componeotarising lectink,
lectin-Il, and lectinHl. Incubation of different cell lines with lects
results in cell death associated with typical aptptalterations suc
as cell shrinkage, chromatin condensation, andrintéeosomal DN,
cleavage. Recent studies show that apoptosis is ealgrtontrollec
by a family of conserved proteases, called casp#satsare current
considered the central executioners of many apepfatthways. |
mammalian cells, at least 12 different caspase lbeesrexist; they a
initiator caspases (-8, -9, -10) and effector caspd-3, -6, -7). Effec-
tor caspases cleave and inactivate DNA repair eezpoly ADP-
ribose polymerase (PARP), regulators of the ceadleguch as retino-
blastoma protein and MDM-2, drstructural proteins of the nucle
and cytoskeleton such as lamins, Gas2, gelsolid,fadrin, surviva
proteins such as protein kinaseéd @PKC-3) and then cause cell dee
The destructive mechanism of mistletoe lectins mmdr cells ar
mediated by the activation of c-JUN N-terminal ldagJNK). Mistle-
toe lectin#l induces ladder pattern DNA fragmentation andvation
of caspase -3, -8, an@ of human myeloleukemic U937 cells, i
time- and dose-dependent manner. Consistent wisthytia activdion
of protease, both PARP and PKCare also cleaved in mistlet
lectin-ll-treated U937 cells. However, little is known abdhe
mechanism of apoptosis induced by mistletoe leatwven thoug
there is convincing evidence that lectin-mediateticance propertie
are due to an activation of apoptotic processes.
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hastalgin tedavisinde tercih edilmektedirTibbi
bitkilerden biri olan 6kse otu (Viscum album) sa-
¢ak koklerinin yardimiyla kdknar, cam, ladin gibi
igne yaprakli; elma, erik, kayisi, kiraz gibi meyve;
kavak kestane, kizggacg, mee, s@ut gibi kisin
yapraklarini dékengaclarin veya calilarin tGzerin-
de yetyen yari parazit bir bitkidif. Okse otundan
elde edilen farkli ekstraktlar vazodilatér, sedatif
diuretik gibi farmakolojik 6zellikleri nedeniyle
halk arasindaiddetli ba agrisi, bg donmesi, sinir
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bozuklyzu, damar tikanik@i, romatizma grilari,
¢iban ve eklem iltihabi gibi bazi hastaliklarinaed
visinde kullaniimaktadif

Okse otu bitkisinden hazirlanan ézutler tedavi
amacltyla kullaniimak Gzere Almanya, Avusturya
ve Isvicre’deki ceitli firmalar tarafindan tim diin-
yaya satilmaktadir. Bu ticari Grlnler pek ¢oksara
tirmaya konu olmgi ve sahip olduklar aktiviteleri
bilim cevrelerince de desteklenytii (Tablo 1)
Oziitiin hazirlanmaekli ve bitkinin (izerinde yga-
digi konakgl &acin tirine goére bu ozitlerin kim-
yasal icerik acisindan farkhlik gostegdivurgu-
lanmaktadi’®

Okse otu ekstraktinda, 1000'den fazla protein
icinde en iyi tanimlanani lektinlerdir. Bunlar fark
sekerlere bglanabilme 6zellikleri ile lektin I, 1l ve
Il olmak tzere 3 gruba ayrilr. Lektin I, D-
galaktoza bglanir; lektin 1l, D-galaktoz ve N-
asetil galaktozaminin her ikisine; lektin 1ll, N-
asetil galaktozamine Bknir. Bu 3 ¢eit lektinin,
tumor hicre kiltarlerinde oldukga toksik ofglu
bildirilmi stir.>*

Tablo 1. Uluslararasi patentli ticari 6kse otu (V.
album) 6zutleri ve sahip olduklari aktiviteler

Ozt Aktivitesi Kaynaklar

Iscador® Antikanser 8,9, 10,11, 12
Dogal éldirtict hiicreleri 13, 14
indikleyici 15
Kemoterapi ve radyasyo- 9, 10
nun etkisini azaltici 12
Immiinmodiilatér (immiin 14, 16
sistemi diizenleyici) 9,17
Sitotoksik 18
Immunositimiilan
Anti-HIV
Antineoplastik

Helixor ®  Antikanser 19
Dogal éldirtict hiicreleri 15, 20
indikleyici 21
Sitotoksik 22,23
Immiinositimilan 22,23,24
Immunmodulator

Plenosol® Immunmodilatér 23

Iserol® Antikanser 25
Immunmodulator 25

Vysorel®  Immiinmodulator 23

Eurixor®  Immunmodilatér 23
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Okse otu lektinleri, heterodimerik bitki toksin-
lerindendir. A ve B zincirleri olmak tzere 2 farkli
glikoprotein zincirden olgurlar. Bu 2 zincir birbir-
lerine disilfit bglariyla balanmstir. B zinciri 34
kDa molekul girhiginda bir proteindirseker ba-
layan reseptorleri ile hiicre ylzeyindgkker ucla-
rina balanarak tim lektinin hiicre icine girmesini
sglar. A zinciri 29 kDa girhgindadir, tim amino-
asit zinciri tanimlanngi ve tip 2 ribozom inaktive
eden proteinler olarak bilinen bitki toksinlerinden
abrin ve ricinle ilgkili oldugu bulunmytur. Tim
lektinin hiicre igcine girmesinden sonra, A zinciri
28S rRNA da tek adenozin rezidusuni depdrinize
ederek 60S ribozomal alt tniteyi katalitik olarak
inaktive eder. A zinciri de ricin gibi, sitotoksik
etkisini protein sentezini inhibe ederek gostétir.

Kore dkse otu (Viscum album var Coloratum),
Viscum album’un alt tdrlerinden biridir. 2000 yi-
linda Park ve ark. yaptiklari ¢gia ile Kore tkse
otundan izole edilen lektin II'nin, polisakkaritire
viskotoksinin ceitli kanser hicrelerine etkilerini
argtirmiglar ve apoptozisi bgatmada en etkili
olanin lektin 1l old@gunu bulmglardir. Ayni grup
Onceki caymalarinda da, Kore 6kse otu lektin
I'nin 6zellikle kanser hicrelerinde apoptotik hécr
Olumind balattigini ve normal lenfositlere her-
hangi bir etkisinin olmaghni tespit etmtir.?®

Degisik hiicre tiplerinin lektinlerle
inkiibasyonlari sonucunda; hiigigmesi, kromatin
yogunlasmasi ve nikleer DNA'da kiriklarin alu
masl! gibi apoptotik dgsimlerle balantili hiicre
Olumleri go6zlenmgtir. Fakat yapilan calmalar
sonucunda ©kse otu lektinlerin programli hicre
O0lumind balatan sinyal iletim yollari ve meka-
nizmalari heniiz agiklanamagtmr.?’

Apoptozisin molekiler mekanizmasi ile ilgili
calsmalar sonucu, kaspaz (caspase-cysteine-
containing aspartate specific proteases) ailesinin
dogrudan ya da dolayl yollardan apoptozisin hem
biyokimyasal hem de morfolojik desikliklerinden
sorumlu oldgu ortaya ¢ikarilngtir.”® Memelilerde
en az 12 adet olduklari belirlenen kaspazlaglaba
tici (-8, -9, -10) ve sonlandirici (efektdr) (-8, -7)
kaspazlar olmak Uizere 2'ye ayrilmaktadir.
Efektor kaspazlar, DNA tamir enzimi olan PARP,
retinoblastoma ve MDM-2 gibi hiicre siklusu diizen-
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leyicileri, lamin, Gas2, gelsolin ve fodrin gibi ¢rié
iskeleti ve nukleusun yapisal proteinleri, PR@ibi
yasamsal proteinleri awtirarak inaktive eder ve
hiicre élumiine neden olurfHiicrenin apoptozise
gidebilmesi icin ilk 6nce ilgili genetik mekanizmay
harekete gecirecek bir sinyalle kdasmasi gerekir.
Bu sinyal, hiicre icinden (DNA hasari, hiicre ici
Ca™ seviyesinde ag) PHda digme, metabolik
veya hucre siklus bozukluklari) veya hiicrgrian

bulunan reseptorler, sinyal iletimini kaspaz akti-
vasyonuna ve apoptozise neden olarak gergiekle
rirler. Ornegin; TNFR1 (p55, p60, CD120a) ve Fas
(Apo-1, CD 95) 6lum domaini iceren TNFRsKili
reseptorlerdir, akiasagl proteinler olan TNF re-
septor ilgkili 6lim domaini (TRADD) ve Fas gt

kili 6lum domain (FADD) proteinini aktive eder-
ler. FADD, kaspaz -3 ve -8'i aktive ederek kaspaz
aktivasyonunu ggar, bu durum hedef proteinlerin

(hipoksi, 1s1, antikanser ilacglar, radyasyon, gammayikilmasina ve hiicre i¢ginin bozulmasina neden

ve UV ginlar) gelebilir. Hicre dindan gelen sin-
yaller 6lim reseptorleri ve adaptor proteinlerlg, i
sinyaller ise mitokondri aracgh ile iletilirler. ileti-
len sinyaller bglatici kaspazlari aktive eder, aktive
olan balatici kaspazlar ise zincirleme olaralget
kaspazlari aktive ederlét.

Zara bagli reseptorlerden o6lim reseptorleri,
tumor nekroz faktor reseptor (TNF-R) olarak ad-
landirihr ve proapoptotik sinyalleri hiicresghdan
hiicre icine tar. Tanimlanan 20’den fazla TNFR
vardir ve bunlar 6lim domaininin bulunup bulun-
mamasina goére 2 gruba ayrifirOlim domaini

FasL
TRAIL

Fas
ORd ¢ ORS

KASPAZ-S

HASPAZ-S

APOPTOSIZ

Sekil 1. Fas-fas ligand aracili apoptozis.
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olur .

Hicre dsindan gelen sinyallerin ajturdusu
apoptoziste 6lum reseptorleri gorevlidir. Fas-fas
ligand aracili apoptozis, Fas (CD95, APO-1) hiicre
ylzey reseptort aragil ile olusur. Fas ligandin
fas reseptdriine Bmnmasi ile Fas reseptdrinin
hiicre icine bakan kisminda bulunan 6lim domaini,
Fas adaptor proteinin (FADD) 6lim domaini ile
birlesir ve 6lum balatan sinyal kompleksini (DISC)
olusturur. Komplex bsglatici kaspaz olan prokaspaz-
8'i aktiflestirir. Aktif hale gelen kaspaz-8, sonlandi-
rici kaspaz olan prokaspaz-3'u akttieerek hic-
reyi apoptozise goturiseékil 1)

TNF aracili apoptoziste, bir sitokin olan
TNF'nin TNF1 reseptdorleri ile birlgnesi sonu-
cunda, reseptorin 6lim domaini, TNFR adaptor
proteinin (TRADD) 0&lum domainine [g&anir.
TRADD daha sonra FADD ile bigerek
prokaspaz-8/FLICE'i aktiflgirir ve apoptozise
neden olur $ekil 2)3*

Ic sinyallerle olgan apoptoziste mitokondri
onemli rol oynar. Kemoteropatik ajanlarin neden
oldugu DNA hasarlari, radyasyon ve biuyime fak-
tord eksiklgi gibi apoptotik sinyaller mitokondri-
nin dg zarinda gecirgenlik agtna neden olur.
Gegirgenlgin artmasi, mitokondrinin 2 zari arasin-
da bulunan sitokrom c’nin sitozole ¢ikmasina ne-
den olur. Sitokrom c’nin salinimi Bcl-2 grubu pro-
teinler tarafindan dizenlenir. Grubun antiapoptotik
tyeleri olan Bcl-2 ve Bclxsitokrom ¢ salinimini
Onlerken, proapoptotik Uyeler olan Bax, Bad ve
Bid salinimi artirir. Sitokrom c sitoplazmada, apaf
1, kaspaz-9 ve ATP ile bige. Bu yapiya
apoptozom adi verilir. Apoptozom sonlandirici
kaspaz olan kaspaz-3'U aktive ederek apoptozise
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THF
TNFR
TRADD
FADD
KASPAZ I 8 / FLICE
KASPAZ -1,4,6,7
KASRAZ — 3

APOPTOSIiZ

Sekil 2. TNF aracili apoptozis.

neden olur>=®

Sitokrom c'nin sitozole saliniminda CD95
(Fas) reseptorlerine ligand ganmasi ya da hticre-
lerin kemoteropatik ilaclar ve UV ile muamele
edilmesi gibi dgisik apoptotik durumlar etkilidir.

&In her ikisinin de aygtig! bildirilmi stir. >

Kemoteropatik ilaglar, Fas/CD95 sinyal yolu-
nu uyararak veya reaktif oksijen turleri (ROS)'nin
olusmasini indiikleyerek apoptozise neden 8lur.
Ilgingtir ki; lektin 1I'nin hem kaspaz-8/FLICE hem
de kaspaz-9'u aktive ggii bulunmustur. Kaspaz-8-
proteazin aktivasyonu, CD95 gibi 6liim reseptérle-
rinin lektin I'nin neden oldgu apoptoziste yer
alabilecgini disindurmigtir. Fakat o©kse otu
lektin 1I'nin neden oldgu apoptoziste Fas ve Fas
ligandin (FasL) ekspresyonunda bir ggeklik
gOzlenmemtir. Bdyle bir durumda da Fas'in
lektin 1I'nin kendisi tarafindan oligomerize ediieb
lecesi ihtimalinin hari¢ tutulmy olabilecgi Uze-
rinde  durulmgtur. Kaspaz-9 proteaz ise
apoptozisin sitokrom ¢ yolunun u¢ kaspazidir. Bu
yol mitokondriyal hasari kaspaz aktivasyonuna
baglar. Lektin II'nin apoptozise neden olan
ROS’un olgumunu indikleyerek kaspaz-9'u akti-
ve ettgi distinilmektedit’ Kim ve ark.nin bu
konuda yapfii calsmada; lektin Il ile muamele
edilen U937 hucrelerinde énemli 6lcide hiicre ici
hidrojen peroksit (HO,) meydana geldi gorl-
mastdr. Artan HO,in hiicre icinde oksidatif stresi
arttirdgl ve ROS’un temizlenmesi ile lektin 1I'nin

CD95 aracili apoptozisde, reseptorden gelen sinneden oldgu apoptozisin inhibe edilgi gézlen-

yalle uyarilan kaspaz-8, Bcl-2 protein ailesing-ba
Il bir proapoptotik faktoér olan Bid'i proteolitik
olarak ayrtirir. Aktif hale gecen Bid (tBid) mito-
kondriye tginir, zar lzerinde bulunan bir ¢k
proapoptotik protein olan Bad'i aktifirir,
sitokrom c’nin salinimini ggar ve apoptozomun
olusumuna neden olur. Apoptozom, sonlandirici
kaspaz-3'U aktiflgtirerek hiicreyi apoptozise gotu-
rir (Sekil 3)3738

Okse otu lektinlerinin timor hiicreleri tzerin-
deki yikici etkilerinin, JNK’nin aktivasyonu araci-
liglyla gerceklgtigi belirlenmistir.”® Okse otu
lektin II'nin, zaman ve doza Igh olarak, DNA'da

mistir.  Ayrica lektin 1I'nin  neden oldgu
apoptozisin, redikte glutatyon (GSH), asetilsistein
(NAC), ebselen, mn (lll) tetrakis (4-benzoic asid),
porforin klorid (mnTBP), katalaz ve pirolidin
ditokarbamet (PDTC) gibi antioksidanlar tarafin-
dan da inhibe edil@i gozlenmitir. Bu antioksi-
danlar ayni zamanda lektin 1l ile muamele edjimi
insan leukemia (HL-60), Jurkat ve Molt gibi T
hiicrelerinde de apoptozisi 6nlesherdir. Buradaki
bulgular, ROS’un 6kse otu lektin 1I'nin neden ol-
dugu apoptoziste kritik bir role sahip olabilgte
yoniindedir. Okse otu lektin 1I’nin ROS glumuna
neden oldgu mekanizma henliz tam olarak acikla-

kiriklar meydana getirerek agaroz jelde merdivennamamasina gmen, Kore dkse otu lektin Il tara-
goruntist almasina ve U937 hicrelerinde kaspaZindan olgturulan hicre ici BO,'in, INK/SAPK

-3, -8 ve -9'un aktivasyonuna neden didubelir-
tilmektedir. Ayrica tkse otu lektin 1l ile muamele
edilen U937 hucrelerinde, kaspazlarin katalitik
aktivasyonu ile bgantili olarak, PARP ve PKC-
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aktivasyonunu, sitokrom c ¢gkni ve kaspaz akti-
vasyonunu igeren hucre i¢i sinyal yolunu uyardi
bilinmektedir?
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FasL
TRAIL
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DOR4 ./ DRS
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B Sit o

apat-1 ) N

CARD Prokaspaz - 9

aen - O
Bid v

kb SPA -6

PROKASPRZ-8

[kasFaz-z | +— [pro|(KesPaze | «——— (N

Kaspaz -9

APOPTOSIZ

Sekil 3. CD95 (Fas) reseptorleri ile sitokrom ¢ salinimi.

Bantel ve ark.nin yapi benzer bir ¢asima- siz olarak mitokondri kontrol yoluyla uyagni
da, okse otu lektin | (ML 1) ile muamele edilen gdstermektedif?
hicrelerde kaspaz -3, -8 ve -9 aktive ojnue Okse otu lektinin apoptozisi indiiklemesi kan-
devaminda apoptotik hiicre 6lumi gercekig-  ser tedavisinde ilging bir terdpatik stratejigka.
tir. Kaspaz -8'in aktive olmasi CD95 yolunun park ve ark. yaptiklari catalarda okse otu lektin
ML I'in neden oldigu apoptoziste yer alabilece- || jle muamele edilmi transforme kanser hiicrele-

gini dustinddrmitar. CD95'in uyariimasi icin de  rinin normal hiicrelere oranla apoptotik hiicre 6lii-
ligandinin veya direkt lektinin reseptorle carpraz icin daha hassas olduklari bulurgton?® Flow
baglanmasi gerekmektedir. ML I'in neden oldu- sjtometrik analizler sonucunda, lektin I'nin nor-
gu apoptozisde CD95'in vagini ispatlamak  ma| nétrofil ve lenfositlerin apoptozisini indiikle-
icin, CD95'e direng icin secilmgiJurkat T hicre  medgi belirlenmitir. Lektin Il yalnizca U937
klonlari kullaniimstir. Bu hiicrelerde meydana hycrelerinde dél ayni zamanda hastalardan alinan
gelen apoptozisin yabanil tipte hiicrelerle benzerakyt leukemik hiicrelerde, HL-60, Jurkat, RAW
olmasi, ML Iin neden oldgu sitotoksitede  264.7 ve insan kolon kanseri DLD1 hiicrelerinde
CD95'in yer almadiini gostermitir. Calsmanin - de apoptozisi indiiklentir.?’ Siegle ve ark.
devaminda, ML | ile muameleden sonra mito- pijrifiye edilmi lektin II'nin insan akgker hiicresi
kondri kontrol yolunun bgatilip balatilmadgi A549'da doksorubisin, sisplatin ve taksol gibi
aragstirlmis ve kaspaz -9'un proteolitik aktivas- standart kanser ilaclari ile kombine edilerek
yonuyla iligkili olarak ML I'in sitokrom c’nin  gjtotoksisitesinin arttirilmasi yoniinde kullanitabi
salinimina neden olgu bulunmytur. Normalde  |ecesini belirterek 6kse otu terapisi icin yeni klinik
CD95 ile uyarilan kaspaz 8'in aktivasyonundan pj, baks acisi Onermektedff. Okse otu
sonra Bid sitokrom ¢ salinimina neden olurken, |ektinlerinin apoptotik sirecin aktivasyonunugsa
hicrenin ML I'le muamesinden sonra Bid'in |ayacak antikanser ¢zelliklerinin olgunu belirten
parcalandil belirlenmitir. Sonug olarak bu bul-  gnemli kanitlar bulunmasina gmen, apoptotik

gular, ML I'in kaspaz -3, -8 ve -9'u aktive etti-  mekanizmaninsleyisi hakkinda heniiz cok az bilgi
gini ve apoptozisi 6lum reseptorlerindengna- elde edilebilmtir.
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