T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTIiTUSU
Tibbi Biyoloji Anabilim Dah

Ceratonia siliqua L. YAPRAK EKSTRESININ VE CESITLI
BiYOAKTIF BILESIKLERININ INSAN AKCIGER
KANSERI (A549) HUCRE HATTINDA OTOFAJI VE
APOPTOZ UZERINDEN ANTITUMOR
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

Hazn‘lay.an
Rukiye Nur UNSAL

Danmisman 5
Prof.Dr. Nefise Nalan IMAMOGLU SIRVANLI

Yiiksek Lisans Tezi

Eyliil 2018
KAYSERI






T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTIiTUSU
Tibbi Biyoloji Anabilim Dah

Ceratonia siliqua L. YAPRAK EKSTRESININ VE CESITLI
BIYOAKTIF BILESIKLERININ INSAN AKCIGER
KANSERI (A549) HUCRE HATTINDA OTOFAJI VE
APOPTOZ UZERINDEN ANTITUMOR
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

Hamrlay.an
Rukiye Nur UNSAL

Danmisman 5
Prof.Dr. Nefise Nalan IMAMOGLU SIRVANLI

Yiiksek Lisans Tezi

Bu ¢alisma; Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
TYL-2015-6201 kodlu proje ile desteklenmistir.

Eyliil 2018
KAYSERI



BILIMSEL ETIGE UYGUNLLK

Bu ¢ehymadaki tim bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygun bir gekilde clde

¢alismanin dzlinde olmayan lam materyal ve sonuglan tam olarak aklardi@inm ve

reterans gisterdigumi belirtivim.

Adi-Soyadi: Rukiye Nur UINSAL

Tenwas 2&43% ){'{‘;’3



YONERGEYE UYGUNT.UK

‘Ceratoniu siligna L. Yaprak Lkstresinin Ve Cositli Biyoaktf Bilegiklerinin insan

Alkeiger Kanseri (A549) Hiicre Hattinda (tofaji Ve Apoptoz Uzerinden Antitiimar
adli Yiiksek Lisans Tezi, Lrcives Ilmx ‘orsitesi

Aktivitelerinin  Araytinimas™
Lisanstistit 1'ez Operisi ve Tez Yazma Yonergesi™ ne uygun clarak hazr lanmijtnr

‘Tezi Hazirlayan Dapigman
Rukiye Nue UNSAL Prof. Dr. Nefise Nulan IMAMOGLU §TRVANLI

‘21*&7( }"{&3 : A) @\* gy

Tibbi Biyoloji Anabilim Dal Baskan:
Prot. Dr. Hamivet ALTUNTAS



KABUL VE ONAY SAYFASL

Prof. Dr. Nefise Nalan TMAMOGLU SIRVANLIT damgmanliginda Rukiye Nur
{INSAT tarafindan hazirlanan “Cerutonia Sifiqua L. Vaprak Ekstresinin Ve Cesitli
Biyoaktif Rilesiklerinin insan Akeiper Kanseri (A549) Hiiere Hattinda Otofuji Ve
Apoptoz Uzerindcn Antitimér Akfivitelerinin Araghrimas” adli bu caligma
jtirimiz tarafindan Erciyes Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiistt Tibbi Biyoloji
Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

20 /09 /2018

JURL:

Danigman : Prof, Dr. Nefise Nalan IMAMOGLU $IRVANLI
(Erciyes Universitesi Fezacihik Temel Bilimleri AD)

Uve : Prof. Dr. Tlamiyet ALTUNTAS
{Erciyes Universitesi T1bbi Biyoloji AD)

Tlye : Dr. Ogretim Uyesi Emel Bagak GENCER AKCOK
(Abdullah Giil Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik AD)

ONAY:

w..,,_'

Bu tezin kabulii Enstitii Yonetim Kurulunun 4 4. LY ‘-T;\ tarih v %fg}y ﬂay»xh
kararl ile onaylanmustir. )

Enstitil Miidiirii



TESEKKUR

Tez c¢alismalarim sirasinda bana danismanlik yapan, calisma sartlarimi olusturan,
calismalarimin her asamasinda bana yol gdsteren ve emegini esirgemeyen Yiiksek
Lisans tez danismanim olan Erciyes Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Eczacilik Temel
Bilimleri Anabilim Dali 6gretim {iiyesi Prof. Dr. Nefise Nalan IMAMOGLU
SIRVANLI’ya

Tez ¢alismam boyunca yardimini esirgemeyen Ars. Gor. Pmar Atalay DUNDAR’a,

Bugiinlere gelmemde biiyiik paya sahip olan, varliklarindan her zaman biiylik gurur ve
giiven duydugum degerli annem Zekiye UNSAL, kardeslerim Fadime UNSAL ve
Hikmet Mirag¢ UNSAL’a manevi desteklerinden dolay tesekkiirii bir borg bilirim

Rukiye Nur UNSAL

Kayseri, Eyliil 2018



Vi
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KISA OZET

Calismamizda A549 kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hattinda Ceratonia
siliqua L (C. siliqua)’ dan elde edilen yaprak ekstreleri ve ekstrelerin igeriginde bulunan
gallik asit, epikatesin-3-gallat, epigallokatesin-3-gallat ve klorojenik asit bilesiklerinin
apoptoz ve otofaji sinyal iletim yollarinda antitiimoral bir ajan olarak kullanabilme
potansiyelleri ve molekiiler mekanizmalarinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu amacla
C. siliqua yaprak ekstrelerinin fenolik igerikleri LC/MS/MS ile, ¢alismada kullanilacak
ekstre ve fenolik bilesiklerin hiicre proliferasyonu iizerindeki etkileri ise MTT analizi ile
belirlendi. Apoptoz ve otofaji ile iliskili genlerin mRNA transkripsiyon ve protein
ekspresyon diizeyleri sirasiyla RT-gPCR (Bax, Bcl-2 ve kaspaz 3) ve western blot (Bax,
Bcl-2, Beklin 1, Atg 5 ve LC3) analizleri ile belirlendi. Sonug olarak, C. siliqua yaprak
ekstrelerinin A549 hiicrelerinin canlhiliklarin1 doza ve siireye bagli olarak azalttiklari,
fenolik bilesiklerin ise A549 hiicrelerinin canliliklari {izerinde inhibe edici etkiye sahip
olmadiklari belirlendi. RT-qPCR ve western blot analizlerinden elde edilen sonuglar, C.
siliqua yaprak ekstrelerinin proapoptotik Bax ve kaspaz 3 diizeyini artirarak,
antiapoptotik Bcl-2 diizeyini ise azaltarak A549 hiicrelerinde apoptotik hiicre 6limiini
uyardiklarini gostermistir. Diger taraftan, C. siliqua yaprak ekstrelerinin otofaji ile ilgili
Beklin 1 ve Atg 5 diizeylerini azaltip, buna karsin otofaji belirteci olan LC3-II diizeyini
artirarak otofaji yolagini uyardigi belirlenmistir. Bununla birlikte, otofaji ile apoptoz
arasindaki molekiiler baglantilar1 ortaya c¢ikarmak icin otofaji ve genel kaspaz
inhibitorleri kullanilarak yapilan calismalardan elde edilen veriler, A549 hiicrelerinde

otofaji ve apoptoz arasindaki iliskinin aciga cikarilabilmesinde yetersiz kalmistir.

Anahtar kelimeler: A549; Akciger kanseri, Apoptoz, Ceratonia siliqua L, Otofaji
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INVESTIGATION of ANTITUMOR ACTIVITIES of LEAF EXTRACT and
VARIOUS BIOACTIVE COMPOUNDS of Ceratonia siliqua L. THROUGH
AUTOPHAGY and APOPTOSIS in HUMAN CANCER CELL LINES
Rukiye Nur UNSAL
Erciyes University, Institute of Health Sciences
Department of Medical Biology
Master Thesis, September 2018
Supervisor: Prof.Dr. Nefise Nalan IMAMOGLU SIRVANLI

ABSTRACT

In our study, the possible antitumoral agents and molecular mechanisms of Ceratonia
siliqgua L. leaf extracts and the components in these extracts which are gallic acid,
epicatechin-3-gallate, epigallocatechin-3-gallate and chlorogenic acid were investigated
in apoptosis and autophagy signal transduction pathways on A549 non small cell lung
cancer cells. For this purpose, the phenolic contents of the leaf extracts of C. siliqua
were determined by LC/MS/MS, and the effects on cell proliferation of extracts and
phenolic compounds that will be used in the study were determined by MTT assay.
MRNA transcription and protein expression levels of apoptosis- and autophagy-related
genes were determined by RT-qPCR (Bax, Bcl-2 ve caspase 3) and western blot (Bax,
Bcl-2, Beclin 1, Atg 5 ve LC3) analysis, respectively. As a result, it was determined that
C. siliqua leaf extracts reduced the viability of A549 cells depending on the dose and
duration, while the phenolic compounds had no inhibitory effect on the viability of
A549 cells. Results from RT-gPCR and western analysis showed that C. siliqua leaf
extracts stimulated apoptotic cell death in A549 cells by increasing proapoptotic Bax
and caspase-levels and by decreasing antiapoptotic Bcl-2 levels. On the other hand, it
was determined that C. siliqua leaf extracts reduced the levels of Beclin 1 and Atg 5
which are related to autophagy, but stimulated the autophagic pathway by increasing the
level of an autophagic marker LC3-1l. However, the data obtained from our studies
using autophagy and general caspase inhibitors to elucidate the molecular link between
autophagy and apoptosis are insufficient to elucidate the relationship between

autophagy and apoptosis in A549 cells.

Keywords: A549; Apoptosis, Autophagy, Ceratonia siliqua L, Lung cancer
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, gilinlimiizde giderek artig gosteren insan sagligini ve yasami tehdit eden bir
hastaliktir. Diinya ¢apinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra 6lim nedeni olarak
ikinci sirada yer almaktadir. Diinyada her yil kansere bagl olarak alti milyondan fazla

kisinin 6liimiine neden olmaktadir (1).

Akciger kanseri, son yillarda diinyada en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir.
Amerikan Kanser Toplulugu'nun 2013 tahminlerine gore ABD'deki kansere bagh
olimlerin % 27'sini olusturmaktadir. Hastaligin tekrarlama olasilig1 da ¢ok yiiksektir.
Bioworld Asia’nin tahminlerine gore Cin’de her yil 500.000'den fazla yeni akciger
kanseri tanis1 konulmaktadir. Diger Asya iilkelerinde bu say1 Japonya'da 86.000 ve
Tayvan'da ise 9.000 vaka olarak tahmin edilmektedir. Tiirkiye Kanser Istatistikleri 2017
raporunda yer alan bilgilere gore Uluslararas1 Kanser Ajanst (IARC) tarafindan
yayinlanan Globocan 2012 verilerinde ililkemizde erkeklerde en sik goriilen kanser tiirii
akciger kanseri iken kadinlarda ise meme kanserinin ilk sirada yer aldigi tespit

edilmistir (2, 3).

Akciger kanseri gibi birgok kanser tiirlerinin tedavisinde karsilasilan en biiyiikk sorun
timorlerin  sitotoksik ilaglara karsi yiiksek diizeyde direng gostermesidir (4, 5).
Tedavide geleneksel olarak kullanilan kemoterapi ilaglart ise kanser hiicrelerini
6ldiirmesinin yan1 sira normal hiicreler lizerinde toksik yan etkiler gostermekte ve bu
durum da hastaligin kontrol altina alinmasini zorlastirmaktadir. Bu nedenle, bu etkileri
en az diizeye indirmek i¢in yeni ve daha giicli ilaglarin gelistirilmesine ihtiyag

duyulmakta ve dogal anti kanserojenik ilaglarin kesfedilmesi hedeflenmektedir (6).

Giiniimiizde klinik arastirmalara gore bir¢ok bitkinin antitimor etkiye sahip oldugu
belirlenmistir (6). Bitkilerin antikarsinojen, antioksidan ve antiinflamatuar gibi saglik
acisindan faydali degisik aktiviteler gosterebilen cesitli biyoaktif bilesenlere sahip

olmasi, bu bilesenleri ve/veya ekstreleri igeren yeni birtakim nutrasétiklerin, bitkisel



kaynakli tedavi edici ajanlarin veya fonksiyonel gida firlinlerinin gelistirilmesine

yonelik ¢aligmalarin sayisini son yillarda oldukga arttirmistir.

Ulkemizde keciboynuzu olarak da bilinen ve Fabaceae familyasima ait olan Ceratonia
siliqua L. (C. siliqua) agaci Akdeniz bolgelerine 6zgii bir bitki olup, Tiirkiye’de yaygin
olarak Bati ve Giiney Anadolu bolgelerinde dogal olarak yetismektedir (7). C. siliqua
bitkisinin meyve ve yapraklari, ¢esitli biyoaktif kimyasal bilesenlerden meydana gelen
onemli bir fenolik bilesik kaynagidir ve yiiksek antioksidan kapasiteye sahiptir (8-11).
Literatirde, C. siligua meyve ve/veya yaprak ekstrelerinin; anksiyolitik-sedatif,
antidepresan,  hepatoprotektif, = kemopreventif, antimutajenik, antiproliferatif,
antikarsinojenik, antioksidan, antidiyare, antiostrojenik ve kolesterol diisiiriicii etkilere
sahip olduklar1 gosterilmistir (8, 9, 11-16). Bununla birlikte, C. siliqua yaprak
ekstresinin akciger kanserinde apoptoz ve otofaji sinyal yolaklari tizerindeki etkileri ile
ilgili literatiirde herhangi bir calismaya rastlanilamamistir. Bu nedenle, tez calismasi
kapsaminda C. siliqua yaprak ekstresinin ve igeriginde bulunan gallik asit (GAc),
epikatesin-3-gallat (ECG), epigallokatesin-3-gallat (EGCG) ve klorojenik asit (CIAc)
bilesiklerinin insan akciger adenokarsinoma (A549) hiicre hattinda antitiimor etkilerinin
arastirtlmas1 amacglanmigtir. Bu tez calismasi ile, C. siliqua yaprak ekstresinin A549
hiicrelerinde apoptoz ve otofaji sinyal yolaklari iizerindeki etkileri ilk kez molekiiler

diizeyde aragtirilmistir.

Sonug olarak, ¢alismamizda gergeklestirilen in vitro calismalarla, C. siliqua yaprak
ekstrelerinin A549 hiicrelerinin canliliklarin1 doza ve siireye bagh olarak azalttiklar
belirlenmistir. Calismalar sonucunda, C. siliqua yaprak ekstrelerinin A549 hiicrelerinin
canlilifi {iizerindeki inhibe edici etkisini proapoptotik Bax diizeyini artirarak,
antiapoptotik bcl-2 diizeyini azaltarak ve en sonunda da kaspaz 3 diizeyini artirarak
apoptotik hiicre Oliimiinii uyararak gostermistir. Diger taraftan, C. siliqua yaprak
ekstrelerinin otofaji ile ilgili beklin 1 ve Atg 5 diizeylerini azaltip, buna karsin otofaji
belirteci olan LC3-II diizeyini artirarak otofaji yolagini uyardigi belirlenmistir. Bununla
birlikte, otofaji ile apoptoz arasindaki molekiiler baglantilar1 ortaya g¢ikarmak igin
otofaji inhibitérii 3-metiladenin (3-MA) ve genel kaspaz inhibitori QVD-OPh
kullanilarak yapilan calismalardan elde edilen veriler, A549 hiicrelerinde otofaji ve

apoptoz arasindaki iliskinin agiga cikarilabilmesinde yetersiz kalmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KANSERIN TANIMI

Giliniimiizde kanser, gelismis ve gelismekte olan iilkelerde biiyiik bir saglik sorunudur
ve halen alternatif tedavilerin gelistirilebilmesi i¢in gesitli yollar arastirilmaktadir (1,
17). Kanser ayn1 zamanda diinya ¢apinda dliimlerin en dnemli nedenlerinden biridir.
(18, 19). Kanser, viicutta bulunan hiicrelerin i¢ ve dis etkiler sonucunda kontrolden
cikip bulunduklart yerden diger bolgelere kan veya lenf damarlariyla tasinarak
kontrolsiiz ve zamansiz bir sekilde biiylimeye basladigi, biyokimyasal ve morfolojik
degisiklikler gegirdikleri, cok basamakli bir siirectir (20, 21). Karsinogenez normal bir
hiicrenin kanser hiicresine asamali olarak doniisiimiidiir. Bu doniisiim farkli sinyal
iletim yollarin1 aktive ederek genetik degisiklikler tarafindan tetiklenen c¢oklu
basamaklar1 icermektedir. Karsinogenez de bulunan sinyal iletim yollar1 genellikle
birbirleri ile etkilesim igindedir. K&tii huylu (malign) bir fenotip olusumunda onkojenik
sinyaller artmaktadir. Normal hiicreler biiylime ve hayatta kalma gibi eksojen
uyaranlara karst duyarlidir. Kanser hiicreleri ise eksojen sinyallerin yoklugunda
biiyliyebilmektedir. Bununla birlikte biiyiime ve hayatta kalma sinyallerinin negatif
diizenleyicilerine kars1 da tepkisizdirler (21). Kanser olusumunda bir veya birden fazla
gende meydana gelen mutasyonlar sonucunda hiicreler uyarilmaktadir. Normal
hiicrelerdeki mutasyonlar hiicrelerdeki ¢ogalma ve 6liim oranini bozmaktadir. Bunun
sonucunda hiicre dongiisii kontrol altina alinamadigindan dolayr hiicrelerin hizli

cogalmasiyla birlikte iyi huylu (benign) veya malign tiimor olusumu baslamaktadir (22).

Diyetle alinan besinlerin ve gevresel faktorlerin (radyasyon, giines 15181, hormonlar,
virlisler, bakteriler ve kimyasallar) tiimor hiicrelerinde apoptoza neden oldugu ve
bununla birlikte anjiogenez ve metastaz olusumunu pozitif veya negatif yonde etkiledigi
konusunda genel bir kan1 mevcuttur. Bu durumda, dogal iiriinlerin tiirevleri veya dogal
irtin modeline dayali sentetik farmasotik maddeler dogal kokenli {irlinler olarak

tanimlanmaktadir (1). Kanserin modern toplumumuzda en 6nemli saglik sorunlarindan



biri haline gelmesinden dolayr olasi alternatif tedavi yollar1 arastirilmaktadir. Bu
hastalikta tedaviye katki saglayan ve ileri gotiirmeyi hedefleyen arastirma alanlarindan
biri etnofarmakolojidir. Geleneksel olarak antiproliferatif preparatlar olarak kullanilan
dogal iiriinler bilimsel ¢aligmalarda fitokimyasal tedaviye uygun ve klinik agidan da

anlamli aktif bir arastirma alan1 olarak devam etmektedir (17).

Bitki 6zleri ve tiirevleri klinikte ve tiim diinyada cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilan etkili bir anti kanser ajani olarak kabul edilmektedir (1). Terapotik bilesikler
ve yeni tedavi stratejileri kanserle miicadelede metastazi yonetmek ve onlemek igin

onemli bir gelisme olarak goriilmektedir (23).
2.1.1. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri
Kanser Hiicrelerinin Karakteristik Ozellikleri

Kanserin pek cok farkli tiirleri olmasina ragmen kendi i¢inde ortak bircok 6zellik
barindirmaktadir. Bu 6zellikler herhangi bir kanser tiiriiniin ilerlemesi sirasinda gesitli

asamalarda belirgin hale gelebilmektedir (24).

Kanser hiicrelerinin karakteristik 6zellikleri; hiicre proliferasyonunda artis, apoptozdan
kacis, hiicre ve dokuda degisme, metabolizmada degisim, genomik instabilite, sonsuz
cogalabilme potansiyeli, diger dokularin isgali, lenf diigiimlerine ve uzak dokulara

taginma (metastaz), anjiyogenez ve telomeraz ekspresyonudur (Sekil 2. 1) (24, 25).

Neoplastik
Farklilasma
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AN
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Sekil 2. 1. Kanser Hiicrelerinin Karakteristik Ozelligi (25)



Hiicre Proliferasyonunda Artis: Tiimor hiicrelerinin normal boyutlarinin disinda
bliylimeleri onlarin en belirgin 6zelligi olarak kabul edilmektedir. Baz1 kanser tiirleri
biiyiime uyarici sinyallerine karsi asir1 duyarliyken bazisi ise biiyiik 6l¢giide bu sinyallere
duyarsizdir. DNA sentezi sonucu ve mitozun artmasi aktif hiicre dongiisiinii meydana
getirmektedir. Bunun sonucunda ‘'proliferatif fraksiyon' miktar1 da artmaktadir.
Farklilagma sonucunda hiicre 6liimiiniin yetersiz bir sekilde gerceklesmesi proliferasyon

oranindaki artis1 gosteren temel sebeplerden biri olarak kabul edilmektedir (24).

Apoptozdan Kacis: Kanser hiicrelerinin hayatta kalmalarimin 6énemli sebeplerinden
biride apoptoz olarak bilinen programlanmis hiicre 6liim sinyallerinden kagabilme
yetenekleridir (26). Timor hiicresinin bir hiicre populasyonu olusturabilmesi sadece
hizl1 ¢ogalmasiyla degil ayn1 zamanda 6len hiicre sayisi ile de alakalidir. Bu 6liimiin
kaynagini apoptoz olusturmaktadir. (27). Bir hiicre populasyonunda homeostazinin
saglanabilmesi i¢in, hiicre c¢ogalmasi ve hiicre Olimii arasinda denge saglanmasi
gerekmektedir. Bu denge bozulursa c¢ogalan normal dokular tiimorlesmeye
baslamaktadir. Kanser hiicrelerinin apoptoz gegirme yetenekleri kayboldugundan bu

sliregte dokuya 6zgii uyaranlara kars1 yanit veremedigi bildirilmistir (28).

Hiicre ve Dokuda Degisme: Kanser hiicrelerindeki olusan bazi fenotipik degisiklikler
'metaplazi' olarak adlandirilmaktadir. Bir dokunun farklilagsmis baska bir dokuya
doniistimii olarak tanimlanmaktadir. Bu olusum kanserin belirteci olarak goriilmektedir.
Herhangi bir kanser hiicresinin farklilasmasi basarisiz olursa hiicre boliinmesi ve 6liimii

arasindaki dengenin bozuldugu belirtilmektedir (24).

Metabolizmada Degisim: Kanser hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasinin devam edebilmesi
icin metabolizmada gerek duyulan enerji kaynaklarinin ve biyomalzemelerin iiretilmesi
ve tiiketilmesi gerekmektedir (29). DNA sentezi i¢in deoksiniikleotidler, niikleotid
sentezi i¢in de enzim ve pek cok hiicre bilesenleri gerekmektedir. Bu sekilde hiicre
cogalmasi indiiklenebilmektedir. Hiicre biiyiimesi i¢in gerekli etmenlerden biri de
protein sentezindeki artigtir. Transkripsiyon baslama faktorlerinin ekspresyonunda ve
ribozomal proteinleri fosforilasyonundaki artis kanser hiicrelerinde acik bir sekilde
goriilmektedir. Protein sentezindeki bu artis invazyon ve metastaz sirasinda da gerekli

olmaktadir (24).

Genomik Instabilite: Genomik instabilitenin, DNA tamir mekanizmas: ve hiicre

dongiisiindeki kontrol yolaklarla ilgili karmasik bir mekanizmaya bagli oldugu



bilinmektedir. Anormal bir karyotip ile kendini gostererek metastaz ve tiimor gelisimine
katkida bulundugu diisiiniilmektedir (30, 31). Tiimor supresor proteini olan p53 DNA
hasarindan sorumlu olan mekanizmada gérev yapmaktadir. DNA’ da bir hasar mevcutsa
ya tamir mekanizmasini devreye sokarak hiicre dongiislinii durdurmakta ya da hasarl
hiicreyi apoptoza yonlendirmektedir (24). Mutant p53, tiimorogenez ve metastazda
onkojenik bir role sahiptir (32). Kanser hiicreleri p53 proteininde olusan fonksiyon
kayb1 ile DNA hasar1 sonucu olusan sinyallere cevap veremez. Dahast DNA hasarini
algilama ve tamire katilan genlerin sayisindaki artis1 saglama, mitoz sirasinda dogru
kromozom ayriminin yapilmasi gibi mekanizmalarin olmayis1 hemen hemen tiim kanser

tirlerinde goriilmektedir (24).

Sonsuz Cogalabilme Potansiyeli: Cogu kanser hiicresi immortalite yani teorik olarak
sonsuz sayida boliinme yetenegine sahip oldugu diisiiniilmektedir. Insan hiicrelerinin
bolinmeleri simirlt sayidadir. Kok hiicre ve germ hiicreleri bu kisitlamadan muaf
tutulmaktadir. Bu teorik bilgilere ragmen insan kanser hiicrelerinin 6liimsiiz olduguna

dair verilerin dogrulugu tam olarak netlestirilememistir (24).

Doku istilas1 ve Metastaz: Metastaz kolorektal adenokarsinomlarda &liimciil etkinin en
onemli nedenlerinden biridir (33). Metastaz olusumu genellikle kanserlesme siirecinin
ileri bir asamas1 olarak goriilmekte kotii prognozu ve diisiik sagkalim oranini isaret
etmektedir (34). Kanser tiirlerinin gelisimi sirasinda ilk olusan timor Kitleleri
yakinindaki  dokuyu istila  etmektedir. Bu dokudan uzaktaki bdlgelere
tasinabilmektedirler. Invazyon ve metastaz benign tiimér ile malign tiimor arasindaki
farki net bir sekilde ag¢iklamaktadir. Invazyon esnasinda kanser hiicreleri asil bulundugu
bolgeden ayrilip ayni dokunun baska bir pargasina gegis yapmaktadir. Bazi kanser
hiicreleri tek tek ya da yapisik hiicre kiimeleri halinde komsu dokulara dogru gog
ederler. Timor kitlesi i¢inde lenfosit, graniilositler ve makrofajlar bulunurlar. Bu
sebeple invazyona genellikle inflamasyonun da eslik ettigi belirtilmektedir. Metastaz
sirasinda ise primer timor hiicresinden ayrilan kanser hiicreleri, farkli doku veya

organlara kan veya lenf yoluyla tasinmaktadir. (24).

Anjiyogenez: Anjiyogenez, timoriin stirekli biiylimesi i¢in hiicreye oksijen ve besin
maddeleri saglayarak onceden var olan kan damarindan yeni kan damari olusturma
stirecine dayanmaktadir (35). Malign biiyiimenin en Onemli bilesenlerinden biri

anjiyogenezdir. Timor biliylimesini desteklemek i¢in var olan kan damarlarindan elde



edilen besin ve oksijen yeterli degildir. Bu nedenle, bazi bening tiimérlerde dahil kanser
hiicreleri yeni kilcal damarlarin biiylimesini ve mevcut kan damarlarinin yeniden
yapilandirilmasi i¢in anjiyogenez olusumunu baslatmaktadir (24). Yeni kan damari
olusumu gerceklesmedigi takdirde tiimor ¢ap1 2-3 mm Gtesine gecememektedir. Hemen
hemen tiim tiimorlerde en Onemli anjiyojenik faktor vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorleri (VEGF)’dir. Tiimor anjiyogenezlerin gelisimi VEGF’e bagli oldugundan
bevacizumab gibi ilaglar1 gelistirebilmek i¢in bu yol hedef alinmaktadir (36).

Telomeraz Ekspresyonu: Telomeraz, kromozom uglarindaki DNA dizilerini koruyan
bir enzimdir (37). Telomerlerle iligkili proteinler ile birlikte RNA bileseni ve katalitik
alt biriminden olusan 6zel bir revers transkriptazdir. Telomeraz kendi RNA’sim1 kalip
olarak kullanarak tekrarlanan TTAGGG hekzamerini ekleyerek telomer uzunlugu ve
islevini korumaktadir. Hiicre yaslanmasi ve Oliimiiyle iligkili olan telomerler normal
hiicrelerde her hiicre donglisii sirasinda kisalmaktadir. Ancak, kanser hiicrelerinin
%85’inden daha fazlasinda o6limsiizliige neden olan telomeraz indiiklenerek telomer
uzamasina neden olur. Bu durumun dogal sonucu olarak telomer kisalmasi
onlenmektedir. Telomeraz inhibitorlerinin kesfi kanser teshisi ve tedavisi i¢in evrensel

bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir (38).
2.2. AKCIGER KANSERI

Akciger kanseri, diinya genelinde kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen nedenlerinden
biridir ve her yil yaklagik 1.4 milyon kisi bu sebepten hayatini kaybetmektedir (39-41).
Bu hastalik, tanis1 konulan kanser vakalarinin yaklasik % 20’sini olusturmaktadir (22).
Ayrica 2012 yilinda 1.82 milyon vaka ile en sik teshis edilen kanser tiirii arasinda yer

almaktadir (42) .

Gilinlimiize kadar, akciger kanseri patogenezini anlamak i¢in pek ¢ok ¢alisma
yapilmistir. Bu ¢alismalarda gevresel kanserojen ve duyarliligi belirlenen gen lokuslari
arasinda iliski kurulmaya calisilmistir. Hastaligin ortaya cikis sebebi ve bu siirecte
meydana gelen hiicresel, molekiiler ve genetik degisiklikler son 25 yil i¢inde daha iyi
anlagilmistir. Giinlimiizde ise, akciger kanserinde hedefe yonelik tedavi stratejilerini

tasarlamak i¢in dnemli sinyal iletim yollar arastirilmaya baslanmistir (43).



2.2.1. Akciger Kanserinin Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi

Akciger kanserinin bir¢ok nedeni bulunmaktadir. Mesleki maruziyette dahil olamak
lizere radon gazi, asbest, nikel, krom, radyasyon, arsenik gibi ajanlara maruz kalmak
hastalig1 tetiklemektedir. Aktif sigara kullanimi, sigara dumanina maruz kalma, koti
beslenme, fiziksel aktivite yetersizligi bunlarin yan1 sira sosyoekonomik durum, genetik
yatkinlik, HIV viriisii gibi patolojik kaynakli enfeksiyonlar da hastaligin ortaya
cikmasina yol agmaktadir. Akciger kanserinde bireysel yatkinlik ve ¢evresel ajanlara
maruz kalma arasinda dogrudan bir iliski bulunmaktadir. Risk faktorleri arasinda bu
sinerjik etkilesimler akciger kanseri riskini artirarak énemli sonuglar dogurabilmektedir

(44).

Yiz yil oncesinde akciger kanserinin mesleki bir nedenden kaynaklanabilecegi
diisiiniilityordu. Almanya'da madenlerde calisan iscilerde akciger kanseri goriilmesinden
sonra akciger kanseri ve mesleki maruziyet arasindaki baglant1 1879 yilinda Harting ve
Hesse tarafindan kurulmustur. Daha sonra madenlerde radon gazi yiliksek seviyelerde
bulunmus ve yirminci ylizyilin baglarinda radyoaktif gaz maruziyeti ile akciger

karsinogenezi arasindaki etiyolojik baglant1 yapilmistir (43).

Arastirmalara gore Asya'da Ozellikle hi¢ sigara igmeyen kadinlarda akciger kanseri
vakalarinin sayisinin arttigr belirlenmistir. Bu durum g6z Oniine alinarak akciger
kanserinde yeni etiyolojilerin ortaya ¢ikip ¢ikmadigini belirlemek i¢in hem standart hem

de molekiiler ¢aligmalar yapilmasi gerektigi belirtilmektedir (43).
2.2.2. Akciger Kanserinin Histolojik Simiflandirilmasi

Akciger kanserinin patolojik siniflandirilmasi yapilirken immiinohistokimyasal ve
molekiiler analizlerin zorunlu oldugu belirtilmistir (42). Akciger kanserinin histolojik
smiflandirmasinda kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanser (KHDAK) tipleri prognoz ve tedavi se¢iminin degerlendirilmesinde standart
olmustur (40, 45).

2.2.2.1. Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri (KHAK)

KHAK tiim akciger kanserlerinin yaklagik % 13-15 'ini olusturmaktadir (46). KHAK
hastalarinin % 95'inden fazlasinda sigara kullanimi ile hastalik riski arasinda bir iligki
gorilmektedir (47). Diisiik bir insidansa sahip olmasina ragmen diinya ¢apinda kansere

bagl oliimlerde 6. sirada yer aldig1 belirtilmektedir. Viicutta hizli bir sekilde ¢cogalarak



erken metastaz olusturma riskine sahiptir. Bu tiimérlerlere sahip hastalarin %1-5"nin 5
yillik sagkalim oranma sahip oldugu belirtilmektedir. Bununla birlikte, en yaygin
goriilen genetik degisiklikler; tiimor baskilayici genler TP53 ve RB1 (Retinoblastoma
1) 'in fonksiyonel olarak inaktivasyonu, MYC aile iiyelerindeki kopya sayisinin artmasi,
NOTCH aile iiyelerinin ve reseptor tirozin kinazlarin siirekli ve kontrolsiiz aktive
olmasidir (42). Tedavisinde platin ve etoposid kombinasyon sonucunda % 60-70'e varan

yanit alinabildigi belirtilmektedir (46).
2.2.2.2. Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK)

KHDAK tiim akciger kanseri vakalarinin yaklasik % 85'ini olusturmaktadir (48). Son
on yil icinde KHDAK skuamoz hiicreli ve non-skuamdz hiicreli alt tiirleri klinik
uygulamaya girmistir. Bu degisimler sonucunda KHDAK baz: alt tiplerinde etkin toksik

Ozellige sahip spesifik anti-kanser ilaglarinin gerekli oldugu gosterilmistir (42).

fleri evre KHDAK hastalarinda platin bazli kemoterapi ile tedavisi sonucunda ortalama

8 aylik hayatta kalma stiresi oldugu goriilmiistiir (39).

Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) mutasyonunun varlignt KHDAK’ ni diger
akciger kanserin alt tiirlerinden ayirt etmektedir. Tirozin kinaz inhibitorleri arasinda yer
alan gefitinib, erlotinib ve afatinib EGFR mutant KHDAK hastalar1 iizerinde yapilan
calismalar sonucunda tedavide etkili oldugu ve bu ii¢ ilag platin bazlh ¢iftli kemoterapi

ile karsilastirildiginda daha olumlu sonuglar elde edildigi belirtilmistir (49).

Ayrica son zamanlarda, ileri evre skuaméz hiicreli KHDAK hastalarinda kemoterapi
tedavisi sonrasi uygulanan erlotinibe kiyasla afatinibin, tedavide hayatta kalma siiresini

artirdig1 gorillmiistiir (42) .

Cogu KHDAK hastas1 baglangicta kemoterapiye cevap vermektedir. Ancak nihai olarak
ilag direnci ortaya ¢ikmakta ve kotii prognozla birlikte kanser olusumu yeniden
gozlenmektedir. Kemoterapdtik ajanlara karsi direng, kanserli hiicrelerde bulunan gesitli
proteinlerin ifadesi sonucu gelisir ve pek cok hastada bu hastalik tekrarlanmaktadir. Bu

nedenle, KHDAK hastalar1 i¢in yeni ve etkili antikanser ajanlar1 veya tedavi stratejileri

gerekmektedir (48).
2.2.3. Akciger Kanserinde Kullanilan Antikanser Ajanlar ve Yan Etkileri

Ilag se¢imi kanser tedavisini gelistiren bir yaklasim olarak goriilmektedir. Bu anlamda

farkli bir hiicre 6lim mekanizmas1 yoluyla sitotoksisiteyi artirarak tiimdr hiicrelerinin
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baskilanmasi beklenmektedir. Mevcut kemoterapotik ilaglar esas olarak, timori
baskilamak ic¢in hiicre dongiisii mekanizmasinin bozulmasma neden olarak hiicreyi
apoptoza gotiirmektedir (50). Kemoterapi, kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyerek
veya hiicre proliferasyonunu inhibe ederek klinikte yaygin olarak kullanilan kanser
terapisidir (22). Alkilleyici ajanlar, sisplatin ve karboplatin gibi kemoterapétik ilaglar
DNA adiiktleri olusturarak DNA sentezini durdurmaktadirlar. Taksanlar gibi bitki
alkaloidleri, tiibiilini stabilize ederek tiimor hiicresindeki mitozu durdurmaktadir (51,

52).

Bununla birlikte, kemoterapdtik ajanlarin etkili dozlari, farkli kanser tiirlerinde,
hastalarda siklikla ciddi yan etkilere neden olmaktadir. Bu nedenle, yan etkilerin en aza
indirilmesi i¢in kullanilan tedavi dozunun azaltilmasina yonelik giiclic kemoterapotik

ajanlarin arastirilmasi gerekmektedir (22).

Paklitaksel (Taxol) Taxus brevifolia porsuk agaci bitkisinden izole edilmis olup
giintimiizde antikanser ilac1 olarak kullanilmaktadir. Meme kanseri, yumurtalik kanseri,
akciger kanseri ve bazi bas ve boyun kanseri tedavisinde kullanilmak iizere en ¢ok
tercih edilen dogal bir ilagtir. (51, 52) Mitoz sirasinda mikrotiibiiller ile etkilesime
girerek kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini Onlemektedir. Tiibiilin polimerizasyonunu
tesvik etmekte ve mikrotiibiillerin depolimerizasyonu onleyerek stabil halde kalmasini
saglamaktadir. Sonugta mikrotiibiillerin esnekligi bozulmaktadir (51). Bununla birlikte,
ciddi yan etkilere sahip oldugu belirtilmektedir. Uzun infiizyon siiresi, zayif biyo
ayarlanima sahip olmasi ve ¢oklu ilag direncinin gelismesi paklitaksel kullanimini

siirlandirmaktadir (52-55).

Resveratrol (3,4 ',5-trans-trihidroksistilben) antineoplastik, antitiimor, antiinflamatuar,
antioksidatif, antiplatelet, antifungal ve Ostrojenik olmak tiizere genis bir biyolojik
aktiviteye sahiptir. Dogal olarak olusan, stilben yapisina sahip non flavanoid polifenolik
bir bilesiktir (51, 56, 57). Resveratroliin farmakolojik etkileri arasinda en dikkat ¢eken
ozeliklerinden biri anti kanserojenik etkisidir (51, 58). Potansiyel bir anti kanser ajan
olarak bilinen resveratrol, timoriin olusumu ve artis1 esnasinda gelisim siirecini inhibe
etmektedir. Resveratroliin bu anti kanser etkisi bilinmesine ragmen diisiik bir
biyoyararlanima sahip olmasi ve dolagimdan hizli bir sekilde atilmasi sebebiyle klinikte

sinirli kullanima sahip oldugu bildirilmistir. Resveratroliin stilben motifinde yapisal
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degisikliklerle c¢esitli sentetik analoglarinin olusturulmast umut verici olarak

goriilmektedir (56).
2.3. APOPTOZ

Apoptoz terimi ilk olarak Kerr ve arkadaglari tarafindan 1972 yilinda ¢ok hiicreli
organizmalardaki fizyolojik nedenlerden kaynaklanan programlanmis hiicre 6liim siireci

olarak tanimlanmustir (59, 60).

Apoptoz Yunanca’da apo (ayr1) ve ptosis (diismek) kelimelerinden olusarak yapragin
agactan, petallerin ¢icekten dogal olarak ayrilmasi anlaminda kullanilmaktadir. Gorev
aldig1 mekanizmalar arasinda normal hiicrelerin embriyonik gelisimi siirecinde hiicre
O0limii ve cogalma arasindaki homeostatik dengenin saglanabilmesi, hasarli veya
enfekte hiicrelerin yok edilmesi ve yetiskin organizmalardaki dokularin farklilagmasi

yer almaktadir (61-63).

2.3.1. Apoptotik Hiicre Oliimii (Programh Hiicre Oliimii; Tip I hiicre 6liimii)

Apoptoz, programlanmis hiicre 6liimii saglikli hiicrelerde hiicre disi veya genetik

faktorlerle gerceklesen ana 6liim mekanizmasi olarak kabul edilmektedir (63-65).

DNA hasar1 veya kontrolsiiz ¢ogalma dahil olmak iizere apoptotik yolun aktive
olmasina yol agan ¢ok cesitli kosullar mevcuttur. Apoptotik yol hem hiicre i¢ci hem de
hiicre dis1 sinyaller vasitasiyla uyarilmaktadir. Apoptoza sebep olan iki farkli yolak
mevcuttur. Bunlar sinyal tipleriyle iligkili olarak intrinsik veya ekstrinsik yolaklardir.

Bunlara mitokondriyal aracili yolak ve 6liim reseptor yollagi da denilmektedir (66).

Kaspaz ailesinin proteazlarinin, programlanmis hiicre 6liimii sirasinda birgok baglantiyi
baglatmak ve diizenlemek i¢in Onemli bir gorev istlendigi belirtilmektedir (67).
Apoptoz, hedef proteinleri pargalayan bir sistein protein sinifi olan kaspazlar tarafindan
gerceklestirilmektedir. Kaspaz proteaz aktivitesi, yiizlerce proteini Kestiginden dolayi
basaril1 bir apoptoz i¢in gereklidir. Dort baslatici kaspaz (kaspaz 2, 8, 9, 10) ve ii¢
sonlandirict kaspaz (kaspaz 3, 6, 7) bulunmaktadir. Sonlandirici kaspazlarin gorevi
hiicreyi oliime gotiirecek olan hedef proteinleri parcalamaktir. Hiicreye 6liim sinyali
geldiginde apoptoz olusumu baslamaktadir. Apoptotik hiicreler kiigiilmeye baglamakta
ve sinyaller sonucunda plazma membrani degisikliklige ugramaktadir. Ozellikle
intrinsik yolak B hiicre lenfoma-2 (Bcl-2) protein ailesi tarafindan diizenlenmektedir.

Proapoptotik molekiillerden olusan grup icinde BH3 only proteinleri olarak
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isimlendirilen bir alt grup bulunmaktadir. Bu proteinler proapoptotik molekiillerin
aktivitesini indiiklemekte ya da antiapoptotik Bcl-2 proteinlerine baglanarak inhibe
etmektedirler. Antiapoptotik Bcl-2 proteinleri, proapoptotik Bcl-2 proteinini, Bcl-2-
iligkili X proteinini (Bax) ve Bcl-2 homolog antagonist killer (Bak)’in inhibisyonuna
neden olarak apoptozu Onlemektedir. Apoptozda meydana gelen diizensizlikler
sonucunda ¢esitli hastaliklarin semptomlar1 ortaya c¢ikmaktadir. Hizlandirilmis
apoptozda infertilite, immiin yetmezlik, akut ve kronik dejeneratif hastaliklar
gozlenirken gecikmis veya inhibe olmus apoptoz sonucunda ise kanser ve otoimmiin

hastaliklar goriilmektedir (66).

Kaspaz fonksiyonunun apoptotik hiicre 6liimii i¢in gerekli oldugu bilinmektedir. QVD-
OPh, genis spektrumlu bir kaspaz inhibitoriidiir (68, 69). Kaspaz inhibitorlerinin
temelini olusturan bazi peptidler florometilketon (fmk) veya diflorofenoksimetil (OPh)
kaspazlarin aktif bolgesine kovalent olarak geri doniisiimsiiz baglanarak inhibitér-enzim
kompleksi olusturmaktadirlar. QVD-OPh’in kaspaz ailesini inhibe etme yetenegi diger
inhibitorlerle karsilastirildiginda daha spesifik ve daha az sitotoksik oldugu belirtilmistir
(67).

2.3.2. Apoptotik Hiicrelerin Morfolojik Ozellikleri

Hiicrelere apoptoz sirasinda 151tk ve elektron mikroskobu ile bakildiginda c¢esitli
morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler gecirdigi gozlenmistir. Sitoplazmanin
kiiglilmesi, kromatin yogunlasmasi, apoptotik cisimciklerin ayrigmasi ve olusan hiicre
kalintilarinin  komsu hiicreler tarafindan fagosite edilmesi bu degisikliklerin bir
gostergesidir (61, 70). Apoptozun erken evresi boyunca, hiicre biiziilmesi 151k
mikroskobu ile goriilebilmektedir. Hiicrenin biiziilmesiyle birlikte hiicrelerin boyutu
daha da kigiilmekte sitoplazma ve organeller yogun ve siki bir sekilde
paketlenmektedir. Hematoksilen ve eozin boyamasi ile yapilan histolojik incelemede
apoptoz, tek hiicreli veya kiigiik hiicre kiimeleri olarak goriilmektedir. Plazma zar
yapisinin bozulmasimin ardindan "tomurcuklanma" adi verilen bir siire¢ boyunca
apoptotik cisimciklerin igerisinde hiicre parcalarinin ayrigmasi gézlenmektedir.
Apoptotik cisimcikler, organellerin siki bir sekilde paketlenmis olarak bulunmasidir.
Organeller saglam bir plazma membrani ile birlikte muhafaza edilmektedir. Bu cisimler
fagolizozomlar i¢inde bozunarak makrofajlar tarafindan fagosite edilmektedir (64).
Apoptotik hiicredeki degisiklikler asagida gosterilmektedir (Sekil 2. 2) (71).
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Sekil 2. 2. Apoptotik hiicredeki degisiklikler (71)
2.3.3. Apoptotik Hiicre Oliimiiniin Molekiiler Mekanizmasi

Kanser hiicrelerinin 6zellikleri, tipi ne olursa olsun kontrolsiiz biiyliime, anjiyojenez ve
apoptozdan kagma tiim kanser hiicrelerinde ortaktir. Tipik olarak, kanserde hedeflenen
yolak intrinsiktir ancak apoptozu engellemek i¢in farkli yollar bulunmaktadir. Apoptoz
mekanizmasinin kontrolden ¢ikmasi, kanser hiicrelerinin daha uzun siire hayatta
kalmasima ve sonugta mutasyonlarin artmasina sebep olmaktadir. Tiimor gelisimi
sirasinda invaziv olusum artabilir, anjiyogenez uyarilabilir, hiicre proliferasyonu ve
farklilasma gergeklesebilmektedir. Apoptozdan kaginmak i¢in kanser hiicrelerinin gesitli
yollar1 vardir. Bunlar kaspazlarin islevlerini engellemek veya apoptoz igin tetikleyici
ajanlar1 devre disi birakmaktadir. En belirgin kaginma yontemi antiapoptotik Bcl-2
proteinlerinin ifadeleri sonucunda Bax ve/veya Bak’ta ifade kaybi oldugu bilinmektedir
(66).

Kanser tedavisindeki ana amag kanser hiicrelerinin kontrolsiiz bilyiimesini kontrol altina
almak veya hiicreyi 6lime gotiirmektir. Bu 6liimiin gerceklesebilmesi i¢in hiicrenin
kendi 6liim mekanizmasini kullanmasi son derece etkili bir yontemdir. Apoptozdan
kacinmak kanserin belirtecidir. Bu yiizden apoptozun hedeflenmesi kanserin nedeni
veya tiirli i¢cin nonspesifik olarak kabul edilmektedir. Dolayisiyla tiim kanser tiirlerinde

etkili bir yol olarak bilinmektedir. Hem intrinsik hemde ekstrinsik yolaklarin gesitli
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asamalarini hedef alan bircok anti kanser ilaci mevcuttur. Proapoptotik molekiillerin
uyarilmasi ve antiapoptotik molekiillerin inhibisyonu terapotik hedeflerin arastirilmasi
icin iki ortak stratejidir. Hiicre 0liim mekanizmalarindaki yolaklarin herhangi bir
asamasi tedavi i¢in hedeflenebilmektedir. Ancak bu hedeflerden hangisinin en etkili yol
olduguna dair bir belirteg bulunmamaktadir. Bunun i¢in apoptozu uyaran daha fazla

antikanser ilaglar1 tasarlandiginda, en etkili hedefin hangisi oldugu belirlenebilecektir
(66).

Kaspaz aracili apoptoz, intrinsik veya ekstrinsik yolaklar vasitasiyla biyokimyasal

olarak diizenlenen goklu adimlar vasitasiyla gergceklesmektedir (59).
2.3.3.1. intrinsik Yolak

Intrinsik yolak mekanizmas1 mitokondri aracili olarak ve mitokondriyal proteinleri
kullanarak gergeklesmektedir. Hiicrelerde biiyiime faktorii yoksunlugu, hasar gérmiis
DNA ya da agir1 regiile edilmis onkojenlerin varligi, DNA'ya zarar veren molekiillerin
varligi  ve mikrotiibiill olusumunu hedefleyen ilaglar tarafindan bu yol
uyarilabilmektedir. Genel olarak bu yolak Bcl-2 protein ailesi tarafindan
diizenlenmektedir. Cesitli apoptotik uyaranlar BH3 only proteinlerinin asiri
reglilasyonuna neden olur ve bu proteinler hem Bax hem de Bak'i aktive etmektedir.
Bax, p53 geni tarafindan diizenlenir ve bir tiimor baskilayici olarak gorev yapmaktadir.
Bax ve Bak oligomerize durumdadir ve aktive olduklarinda mitokondri dis membran
permeabilizasyonuna neden olmaktadir. Mitokondrial dis memran gecirgenligi
apoptozun geri donilislimsiiz olarak intrinsink yolagini tanimlayan bir durumdur.
Permeabilizasyon, sitokrom c¢ gibi zarlar arasi proteinlerin salinmasina olanak
tammaktadir. Anti-apoptotik Bcl-2 sitokrom c¢’nin sitozole gecisini engellerken
proapoptotik Bax, sitokrom c¢’nin sitozole gegisine neden olmaktadir. Sitokrom c,
APAF-1 (Apoptotik proteaz aktive edici faktor 1) ve prokaspaz 9 aktiflestirici
kompleksi yani apoptozomu olustururlar. Apoptozom iginde, prokaspaz 9 kaspaz 9'a
dontismekte ve bu yolagin baglangic kaspazi olarak gorev yapmaktadir. Daha sonra
kaspaz 9 kaspaz 3 ve kaspaz 7’yi aktive etmektedir. SMAC/DIABLO ise apoptoz
inhibitort proteinlere (IAP) baglanarak kaspaz 9’un aktive olmasini engellemektedir.
Sonug olarak sonlandirici1 kaspazlar hiicrelerin 6liimiine yol agacak proteinleri hizli bir
sekilde pargalamaktadirlar (65, 66). Mitokondri boyunca apoptotik i¢ yolak
mekanizmasi Sekil 2. 3’te gosterilmektedir (72).
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Sekil 2.3. Mitokondri boyunca apoptotik i¢ yolak mekanizmasi (72).

2.3.3.2. Ekstrinsik Yolak

Ekstrinsik yol ayni1 kokenden gelen DR4/DR5 ve CD95/FAS reseptorlerince baglanan
Apo2L/TNF ile iligkili apoptoz indiikleyici ligand reseptor (TRAIL) ve CD95L/Fas
ligand1 (Fas-L), gibi proapoptotik ligandlar tarafindan tetiklenir, tiimor nekroz faktor
(TNF) ailesi reseptorleri TNF ligandlari tarafindan aktive edilmektedir (59).

Ekstrinsik yol apoptozu uyarmak igin hiicre dis1 sinyalleri kullanmaktadir. Oliim
ligandlar1 olarak da bilinen hiicre 6liimi sinyalleri, TNF ailesi 6liim reseptorlerine
baglanmaktadir. Oliim reseptdrlerine bagli bir adaptor proteinleri bulunmaktadir.
Adaptor proteinler arasinda Fas ile iligkili 6liim bolgesi (FADD) ve TNF reseptorii ile
iligkili 6liim bolgesi (TRADD) bulunmaktadir. Baglatic1 prokaspazlar 8 ve 10 adaptor
proteine baglanir ve Oliim baglatan sinyal kompleksini (DISC) olusturmaktadir.
Prokaspazlar, adaptor proteine baglanan o6liim efektér bolgesi (DED)’e sahiptir.
Prokaspaz 8 ve 10’un DISC tarafindan aktive edildigi disiiniilmektedir. Sonlandirict
kaspazlar 3, 6 ve 7 aktive olduktan sonra hiicre 6liimiine yol agan proteinlerin ve hiicre
iskeletinin par¢alanmasini baslatmaktadir (68). DISC kaspaz 8'e homolog olan ancak

kaspaz etkinligine sahip olmayan c-FLIP inhibitorii tarafindan diizenlenmektedir.
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Ekstrinsik yolakta kaspaz 8'in aktivasyonu bir BH3 only proteini olan BID’in
boliinen BID kesilmis tBID olarak adlandirilir. BID daha sonra Bax ve BAK'n
oligomerizasyonuna neden olmaktadir. Ekstrinsink yolun asamali olarak ilerlemesi
apoptozun meydana gelmesiyle sonu¢lanmaktadir (66, 73, 74). Programlanmis hiicre
Oliimiine yol acan ekstrinsik ve intrinsik yollaklarin genel gorinimi Sekil 2. 4’de

gosterilmektedir (75).
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Sekil 2.4. Programlanmis hiicre 6liimiine yol acan ekstrinsik ve intrinsik yolaklarin genel
goriinimi (75).

Kanser hiicreleri ¢esitli mekanizmalar yoluyla apoptozdan kagmaktadir. Normal sinyal

yollarindan sapma hiicrelerin hayatta kalmasini diizenlemekte ya da proapoptotik bir

regiilasyona sebep olabilmektedir. Kanser hiicrelerinin hayatta kalmasina neden olan

genler potansiyel olarak onkojeniktir ve bu durum genellikle mutasyonlar sonucu

olusmaktadir. Yine benzer sekilde proapoptotik genler de tiimor baskilayici olarak

gorev yapmaktadirlar. Tiim inhibitorler ve aktivatorler kanser hiicre hatlarinda normal
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diizeyinin disinda bulunmaktadir. Ornegin, tiim insan kanserlerinin neredeyse
yarisindan ¢ogunda Bcl-2 ifadesi yiiksektir. Cogunlukla kullanilan anti kanser
ilaglarin  biiyiik kismi kanser hiicrelerini 6ldiirmek tizere Bcl-2/Bax-bagimli
mekanizmalart kullanmaktadir. Eger bu mekanizma bozulursa veya baska bir
degisiklige ugrarsa kemoterapi ilaglarinin basarisiz olmasina yol agmaktadir. Buna ek
olarak kanser hiicreleri apoptozdan kagindigindan dolayr kullanilan ilaglarin dozlari
artmakta ve bu da terapilere karsi direng kazanilmasina neden olmaktadir. Apoptotik
sinyal yolaklarindaki degisiklikler bagisiklik sistemi tizerindeki direnci de arttirmaktadir

(66).

Kanser hiicreleri tipik olarak apoptozdan ka¢masina ragmen apoptozu hizlandiran
bir¢ok sinyal bulunmaktadir. Kanser hiicreleri '6liim i¢in baslangi¢' anlam1 tasimaktadir.
Normal hiicrelere gore apoptotik yolun tetiklenmesine daha yatkin olduklari
belirtilmistir. Bu hiicreler artan apoptotik sinyallere duyarlidir. Bu baglangig
proapoptotik ve antiapoptotik proteinlerin ifadesindeki artistan kaynaklanarak bu
hiicrelerin daha hizli ve kolay bir sekilde apoptoza ugramasina sebep olmaktadir.
Antiapoptotik proteinlerin ifadesindeki bu artis durursa veya bozulursa, proapoptotik
proteinler apoptozu tetikleyebilmektedir. Antiapoptotik proteinlerin bir inhibitdr ile
hedeflenmesi apoptoz ve tiimor hiicresinin 6liimii ile sonu¢lanmaktadir. Genel olarak
timor hiicreleri ekstrinsik yola intrinsik yoldan daha fazla duyarlidir ki bu da ekstrinsik
yolun kanser tedavisi i¢in hedeflenmesi gerektigini gostermektedir. Tiimor baskilayici
protein p53, Bcl-2 ailesinden proapoptotik proteinlerin transkripsiyonunu aktive
etmektedir. Tiimor baskilayici gende meydana gelen bir mutasyon apoptotik kaginmaya
sebep olmaktadir. Bunun sonucunda ise apoptotik yolun baska bir sekilde aktive

edilmesi gerekmektedir (66).

Timorlerde asir ifade edilen apoptotik yolaklarin pek ¢ok inhibitorleri vardir. Bel-2
gibi antiapoptotik proteinlerin ifadelerindeki artis ve Bax gibi proapoptotik proteinlerin
ifadelerindeki azalis hiicrelerin apoptoza direng gostermesinin belirtegleri olarak
goriilmektedir. Apoptozdaki kusurlar tiiméor hiicrelerinin kemoterapi ve radyoterapi gibi

kullanilan terapilere direng gostermesine yol agmaktadir (66).

Apoptotik yol boyunca hiicre sagkaliminda gorev yapan proteinler arasinda Bcl-2, Bcl-
xl, BCL-w, mcl-1, Al, NR-13, BHRF1, LMW5-HL, ORF16, KS-BCL-2 ve E1b-19K

bulunmaktadir. Bu proteinlerin bir¢ogu kanserde asir1 bir sekilde ifade edilmektedir.
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Antiapoptotik proteinlerin asir1 ekspresyonu, hipoksi, bliyiime faktorii yoksunlugu ve
oksidatif stres gibi ¢esitli etkenlerden dolayr apoptoz inhibe olmaktadir. Bu durum
sonucunda sag kalimda goérev yapan proteinler asir1 ifede edilirken, proapoptotik
proteinler ise yetersiz veya inhibe durumda bulunurlar. Kaspazlar, ozellikle de
sonlandirict kaspazlar, timor hiicrelerinde yetersiz sekilde eksprese edilmektedir.

Kaspaz genlerindeki delesyonlar veya mutasyonlar ¢esitli kanserlerde gozlenmistir (66).
2.4. OTOFAJI

Apoptoz tip I programlanmis hiicre 6liimii olarak smiflandirilirken, otofaji ise tip II
programlanmig hiicre 6liimii olarak siniflandirilmaktadir (64). Hiicre patojenik ve aglik
gibi gevresel baskilayicilarla karsilastiginda otofaji koruyucu bir rol oynamaktir (76).
Uzun Omiirlii proteinlerin, mitokondri gibi hasar gdrmiis organel ve hiicre bilesenlerinin
yikilmasindan sorumlu genetik olarak programlanmis fizyolojik bir durumdur (77-79).
Otofaji, karsinogenezde iki zit role sahiptir. Baz1 durumlarda tiimdr baskilayici olarak
islev goriirken kimi durumlarda ise tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasini destekler
niteliktedir. Bu geliskili islevden dolay1 otofajinin fonksiyonel roliinii daha iyi anlamak

icin daha ayrintili galismalar yapilmasi gerektigi diistiniilmektedir (77).
2.4.1. Otofajik Hiicre Oliimii (Tip II hiicre 6liimii)

Otofaji aglik, hipoksi ve enfeksiyon gibi stres durumlarinda uyarilan, olumsuz kosullara
adaptif bir yanit olarak gerceklesen, lizozomlar vasitasiyla kontrol altinda olan kendini

yeme (self-eating) siirecine dayanmaktadir (80, 81).

Otofaji metabolizmanin diizenlenmesi, hiicre farklilagmasi, yaglanma, bagisiklik gibi bir
takim temel biyolojik siireglerle iliskilendirilmistir. Otofaji, hiicresel geri doniisiimde
aclik siiresince sag kalimi devam ettirmek i¢in endojen bir mekanizma saglamaktadir.
Bu durum aglik sirasinda otofaji aktivasyonunun koruyucu bir rolii oldugunu o6ne
siirmektedir. Ornegdin, genetik olarak Atg5'in delesyona ugradigi yani zayif otofajik
aktiviteye sahip farelerin aglik sonrasinda kardiyolojik fonksiyon bozukluguna daha
yatkin oldugu goriilmiistiir. Bu calismalar, ozellikle aglik doneminde hiicre sagkalim

sliresinin uzatilmasi i¢in otofajinin bir arag olarak kullanildigini desteklemektedir (82).

Otofajinin patojenik durumlardaki islevsel Onemi tam olarak anlagilamamaistir.
Homeostatik rolii ise toksik bir etki sonucunda hastaligin erken asamalarinda hiicre

fonksiyonunun devami i¢in koruyucu bir mekanizma saglayabilmektedir. Hastaligin
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ileri evrelerinde otofajinin ortaya ¢ikmasi ya hiicresel strese karsi adaptif yanit vermeye
devam edebilme ya da patojenik bir duruma karsi yetersiz bir savunmayi temsil
etmektedir. Ote yandan otofaji bazi hastalik durumlarinda patojenik mekanizmaya
katkida bulunabilmektedir (82).

Otofajik yolaktaki gen ifadesinin baskilanmasi sonucunda apoptoz sirasinda olusan
molekiiler degisiklikleri incelemek igin otofaji inhibitorleri kullanilmaktadir (76).
Otofajiyi baskilamak i¢in kullanilan bir¢ok kimyasal mevcuttur. Birgok farkli ¢alismada
3-metiladenin (3-MA), wortmannin, bafilomisin A, klorokin ve LY294002’nin otofaji
inhibitorleri olarak kullanildigi belirtilmistir (83). 3-MA, otofajik yolagi baskilamakta
yaygin olarak kullanilan bir inhibitérdiir. PI3K’nin aktivitesini inhibe ederek

otofagozom ve otofajik kesecik olusumunu dnlemektedir. (76)
2.4.2.0tofajik Hiicrelerin Ozellikleri

Otofaji, apoptotik hiicre Olimiinden ¢esitli sekillerde farklilik gosterir. Otofaji
kaspazdan bagimsiz hiicre 6limiiniin bir formu olup, DNA merdivenleri olmaksizin

tipik olarak sitoplazmik vakiiollerin olusumu ile karakterizedir (64).

Otofaji, tim Okaryotik hiicrelerde goriilen evrimsel olarak korunmus bir siirectir (76,
84). Otofaji; makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofaji olmak iizere genel
olarak ii¢ farkli mekanizma ile gerceklesmektedir (34, 84). Bu ii¢ tip otofajiden saperon
aracili otofaji, KFERQ motifli proteinlerin lizozom zarmna taginmasini saglayarak agliga
kars1 ikincil bir cevap olusturmaktadir. Mikrootofaji, lizozom membraninin ige dogru
¢Okmesiyle birlikte sitoplazmanin lizozom tarafindan sindirilmesidir (84, 85).
Otofogozom ve otolizozomlar tarafindan hiicre i¢i bilesenlerin parcalanmasina yol agan
sire¢ makrootofaji olarak adlandirilmaktadir. Protein pargalarinin ve hasar gormiis

organellerin pargalanmasinda 6nemli bir rol tistlenmektedir (84, 85).

Otofajinin gerceklestigini gosteren en énemli morfolojik 6zelligin, otofagozom olarak
isimlendirilen ¢ift membranli bir vezikiilin de novo olusumunun oldugu
belirtilmektedir. Bununla birlikte, otofagozom yapisinin otofajinin ilk olusan temel
fonksiyonel birimi olmadig1 ve tasinma isleminin son {riinii oldugu bildirilmektedir.
Fagofor, otofagozom oOnciisii olup, hasarli organeller ve istilaci patojenler gibi
kargolarin ayrilmasindan sorumlu dinamik bir zar yapisidir. Neredeyse tiim hiicre igi
organellerin fagofor kaynag: olabildigi ileri siiriilmektedir. Fagoforun, zar ilavesi ile

genisledigi, tamamlandiktan sonra fagoforun kapandig1 ve tamamlanmis bir otofagozom
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haline geldigi bildirilmektedir. Mayalarda otofagozomun vakuol ile birlestigi,
memelilerde ise, otofagozomun dogrudan bir lizozom ile veya bir ara amfizom
olusturmak tizere 6nce bir ge¢ endozom ile kaynasabildigi belirtilmektedir. Otofagozom
dis zarinin lizozom ile birlesmesi sonucunda otolizozom yapisinin olustugu ve boylece
kargolarin  degradatif lizozomal enzimlere maruz birakildigi bildirilmektedir.
Degradasyon yani pargalanma iirtinleri, 6zellikle de aminoasitler, ise enerji tiretiminde
yada biyosentetik reaksiyonlarda substrat olarak kullanilmak {izere sitozole geri

verilirler (78).
2.4.3. Otofajik Hiicre Oliimiiniin Molekiiler Mekanizmasi

Tim hiicrelerde bazal seviyelerde gergeklesen otofaji mekanizmasi, otofagozomlar
olarak adlandirilan sitozolik ¢iftli membran vasitasiyla uzun 6miirlii proteinleri, hasar
gormiis organelleri ile istilact patojenleri i¢ine almaktadirlar. Bu otofagozomlar daha
sonra lizozomlarla kaynasarak otofagolizozomlar1 olusturmaktadir (86, 87). Yutulan
bilesenlerin pargalanmasi sonucu makromolekiillerin 6nciisii olan besinler olugmaktadir

(86) .

Otofajik regiilasyonun molekiiler mekanizmasi, mayada kapsaml bir sekilde incelenmis
ve ardindan memelilerde otofaji mekanizmasinda goérevli homolog sistemlerin
tanimlanmast yapilmistir. Mayadaki Oncii ¢alismalar sonucunda otofajiyle iliskili
yolagin indiiksiyonu ve ilerlemesinde ¢oklu adimlari gorev alan bir dizi (Autophagy-
related; Atg) genleri tespit edilmistir. Otofajiyle iligkili 35'den fazla genin bulundugu
belirtilmektedir (78, 81, 82, 86, 88, 89).

Otofaji onkogenezde pro-otofajik genleri aktive edip anti-otofajik genleri ise bloke
ederek timor baskilayict olarak gorev yapmaktadir (88). Atg8, otofajinin ilk asamasi
icin gerekli olan 117 amino asitlik bir proteindir. Mikrotiibiil iligkili protein 1 hafif
zincir 3 A/B (LC3), Atg8'in memelilerdeki homologudur ve memeli hiicrelerinde
otofajinin 6nemli bir belirteci olarak kabul edilmektedir. Otofagozomlarda sitoplazmik
bir vezikiil olusturmak {izere uzayarak aclik ve benzeri durumlarda ¢ift membranl bir
yapinin olusumu baslatmaktadir. LC3 (Atg8) otofagozom zarina baglanarak otofaji
stirecinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir (64). LC3I sitozolik, serbest formu temsil
ederken LC3II lipitlenmis otofagozom zarina baglh formunu gostermektedir.
Memelilerde LC3'lin LC3-l'den (serbest formdan) LC3-IlI'ye (fosfatidiletanolamin

konjuge formu) doniistiiriilmesi genel olarak makrootofajinin gostergesi olarak
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bilinmektedir. Ayrica otofagozom olusumunda gorevlidir (82, 86, 90, 91).
Otofagozomlar lizozomlarla kaynasarak tek membranli  otofagolizozomlar1
olusturmaktadir. Bunun sonucunda ise igeriklerin parcalanmasimna neden olmaktadir.
PI3K hiicre biiyiimesi ve sag kaliminda onemli bir oynamaktadir. Bu sebeple ilag
aragtirma ve gelistirme ¢aligmalarinda 6nemli bir yolak olarak goriilmektedir. Atg5
memelilerde gergeklesen makro otofaji i¢in gerekli bir gendir. (64, 77, 86, 90, 91)
Memelilerde bulunan beklin-1 proteini (mayalardaki homologu Atg6) ise otofajinin

indiiklenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (26, 88).

Otofajik yol 4 farkli adimdan olusmaktadir. Ilk asama, izolasyon membraninin yani
otofajik kesecigin olusumudur. Bu asamaya “¢ekirdeklenme” adi verilir. Bu asamada
otofagozomal zar (fagofor) olusumu igin proteinler ve lipitler, PAS (pre-otofagozomal
yapinin toplandigi kisim) adi verilen bolgeye gelirler (Sekil 2.5). Bu bolgenin
endoplazmik retikulumdan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Memeli hiicrelerinde
smif III PI3K/beklin-1 bilesenleri olan hVPS34, beklin-1 ve pl150 etkinleserek
¢ekirdeklenmeyi baslatmaktadir (78, 82, 92-94).

Ikinci asama, izolasyon membraninin uzamasidir. Bu asamaya ise “uzama” ad1 verilir.
Otofagozom zarinin uzamasi ve kesecik halini almasi asamasinda iki ubikutin benzeri
sistem gorev almaktadir. Birinci yolakta ATG12’nin ATGS proteinine kovalent olarak
baglanmasi yer almaktadir. Atgl2 ilk olarak Atg7 tarafindan aktive edilir, daha sonra
Atgl2, Atgl0’a baglanir ve Atg7 serbest kalir. Atgl2’nin C ucundaki glisin amino asidi,
Atg5’in lizin amino asidi ile baglanir ve Atgl0 serbest kalir. Bu sistemde Atgl6L, Atg5
ile birleserek zarin dis kismma baglanirlar. ikinci yolakta ise LC3 ve
fosfotidiletanolamin (PE)’nin kovalent olarak baglanmasi yer almaktadir. LC3’ {in C
ucundaki arginin amino asidi Atg4 tarafindan kesilir ve LC3-I tipi olusturulur. LC3-I,
PE’ye baglanarak LC3-11’yi olusturur. Bu bilesenler PAS iizerinde memranin uzamasini

saglamaktadir (78, 82, 92-94).

Uciincii asama, otofagozom olusmasi ve tagmnmasi yani “olgunlasma” asamasidir.
Atgll, Atgl3 ve Atgl7 ile kompleks olusturarak otofagozom olusumunu
baglatmaktadir. Otofagozomun olusumundan sonra HOPS kompleksi, otofagozom ve
lizozomlarin birlesmesi i¢in baglanma faktoriinii olusturur. HOPS kompleksi, VPS11,
VPS16, VPS18, VPS33A, VPS39 ve VPS4l protein alt birimlerinden olusur ve

otofagozom lizozom birlesmesi icin biitiin HOPS alt birimleri gereklidir. Lizozomal
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vezikiillerin otofagozom ile kaynagsmasinda RAB7 proteini de gorev almaktadir (78, 82,
92-94).

Otofagozomun lizozom'a kaynagmasi (flizyon) ve lizozomal igeriklerin sindirimi
sonucu parg¢alanma fazi (bozulma) gerceklesmektedir. Otofagozomun dis zar1 lizozom
zar1 ile kaynasir ve otolizozom olusur. Otofagozomun igeriginin yikilmasinda lizozomal
sistein proteazlar katepsin B, D, L gorev almaktadir. Sonrasinda otofaji ile gelen icerik
lizozom enzimleri tarafindan yikilarak geri doniisiim gergeklesmektedir (78, 82, 92-94).

Sekil 2.5’de otofajik vezikiil olusumu ve yikim asamalarini gosteren genel sema

goriilmektedir (95).
Otofogozom Otolizozom
ILETILEN ( .'.
siNyAL = ( = : == :
1. Cekirdeklenme/ Olusum  2- Zar Uzamas: 3. Kaynasma 4. Yikim

Sekil 2. 5. Otofajik vezikiil olusumu ve yikim agamalarini gosteren genel sema (95)

2.5. APOPTOZ VE OTOFAJI ARASINDAKI ILiSKi

Otofaji, ¢esitli durumlarda apoptozdan ayrilan hiicre 6liim mekanizmasidir. Son yillarda
kanser de dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik alanlarda otofajinin Onemi
vurgulanmaktadir. Otofaji mitokondri ve golgi aygit1 gibi sitoplazmik bilesenleri geri
dontistiiren evrimsel olarak korunmus bir yoldur. Bu yiizden aglk, otofajiyi
indiikleyebilecek tipik bir tetikleyicidir. Baz1 ¢aligmalar, kanser hiicrelerinin normal
hiicrelere gore daha az otofaji gosterdigini belirtmistir. Bu da indiiksiyonunun anti-
kanser terapisi igin ilgi ¢ekici bir yontem oldugunu géstermektedir. Otofaji, tamoksifen,
v 1sinlart ve rapamisin gibi ¢esitli ajanlar tarafindan indiiklenebilir, ancak cok az

sayidaki calismada otofajinin dogal maddeler tarafindan indiiklendigi arastirilmistir
(64).

Otofaji ve apoptoz arasinda en az ii¢ farkli baglanti gézlenmistir. Otofaji; apoptoza

paralel olarak hiicre oliimiine yol agabilecegi gibi, apoptozu baskilayarak hiicrenin
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hayatta kalmasini saglayabilir ya da apoptoz igin bir n kosul olabilmektedir (96).
Apoptoz ve otofaji arasindaki iliski Sekil 2.6’da gosterilmektedir (95).

A

- & :
T1p T HUCTE g @ — g Ol0m Uyarani
Olima
Apoptoz Otofaji

B

@ .
Hayatta Kalma ® H u S Ol0m Uyarani

Apoptoz Otofayi

C

Tip Il Hicre Olim{l e u

Otofaji
. @ Olim Uyarani

Apoptoz

Tip | Hicre Olimi <

Sekil 2.6. Programli hiicre oliimii apoptoz/otofaji arasindaki iligki. (a) Otofaji apoptozun
olugmasi i¢in gerekli olabilir (b) Otofaji apoptozu baskilayarak hiicre 6liim mekanizmasina karsi
ters etki olusturabilir (¢) Apoptoz ve otofaji birbirinden bagimsiz olarak hiicre 6liimiine yol
acabilir (95).

Otofajik hiicre oliminii (tip II programli hiicre 6liimii) apoptozdan ayiran Ozellik,
artmig otofajik vakuol birikiminin olmast ve kaspaz aktivasyonunun olmamasidir.
Apoptozda, sitoiskelette ¢okme ve niikleer yogunlagsma meydana gelirken otofajik hiicre
Olimiinde ise kromatin ve hiicre iskeleti korunarak organel kaybi olusmaktadir.
Otofajiyi ve apoptozu diizenleyen temel mekanizmalar arasinda capraz bir baglanti
oldugu acikca goriilmektedir. Ornegin, Atg5, DISC’in bir bileseni olan FADD
proapoptotik protein ile etkilesime girebilmektedir. Bu da apoptozdaki ekstrinsik yolun
diizenlenmesinde Atg5'in rolii oldugunu gostermektedir. Ayrica Beklin 1 anti apoptotik
Bcl-2 ile kompleks olusturmaktadir. Beklinl’in Bcl-2’¢ baglanmasiyla otofajiyi
baskiladig: belirtilmistir. Farkli birgok aragtirma sonucunda otofaji, spesifik uyaranlara,

cevre sartlarina ve hiicre tiiriine bagli olarak ya hiicre sagkalimini ya da hiicre 6liimiinii
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tesvik etmektedir. Otofajinin hastalik patogenezindeki onemi hastalifin derecesine,

zararh uyarilarin yapisina, siiresine bagl olarak degisebilmektedir (82, 94).
2.6. FLAVONOIDLER

Polifenoller bitkilerde bol miktarda bulunup insan sagligi i¢in yararli pek ¢ok etkilere
sahiptir (21, 97). Szent-Gyorgyi 1936 yilinda iki flavanon karisiminin insanlarda kilcal
gecirgenligi azalttigin1  belirtmis ve sonugta flavonoidleri vitamin P olarak
adlandirmistir. Bununla birlikte, flavonoidler vitamin tanimina uymadigindan dolay1 P

vitamini terimi terk edilmistir (98).

Flavonoidler, 10.000'den fazla yapiy1 kapsayan genis bir bilesik grubu olup bitkilerden
elde edilen ikincil metabolitlerdir. Bitkisel gidalar ve igeceklerde (meyve, sebze, tahil,
baharat, baklagil, findik, zeytin, c¢ikolata, cay, kahve ve sarap) bol miktarda
bulunmaktadir (21, 99). Flavonoidlerin damarli bitkilerin tiimiinde, mantarlarda nadiren
alg veya bakterilerde ise olmadigi belirtilmistir (100). Diyetle birlikte alinan polifenoller
bol miktarda antioksidan igerigine sahiptir. Ultraviyole radyasyon ve patojenlere karsi
koruyucu bir etki gostermektedirler. Epidemiyolojik arastirmalar, ortaya ¢ikan gesitli
hastaliklarin polifenollerden zengin bir diyet sayesinde Onlenebilecegini gostermistir
(21). Antioksidan o6zelliklerinin yaninda anti inflamatuar, antimikrobiyal, anti alerjik,
antiviral, anti kanser, immiin diizenleyici ve anti trombosit agregasyonu olarak bilinen
insan saghg iizerinde avantajli pek ¢ok etkileri mevcuttur (21, 101). Bu nedenle
polifenoller, kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe etmek ig¢in kullanilabilir.
Polifenoller, insan viicudunda zayif emilme etkisinin yaninda hizl bir sekilde atilima
(yiiksek metabolizma hizina) sahiptir. Kanser hiicrelerine verilen dozun etkili olmasi
gerekmektedir. Bu sorunu ortadan kaldirmak i¢in tedavide tek bir polifenol yerine diger
anti kanser ilaglariyla veya farkli polifenoller ile kombinasyon olusturularak kullanil

masi 6nerilmektedir (21).
2.6.1. Flavonoidlerin Genel Ozellikleri ve Yapisi

Flavonoidler, hidroksil, metil, galloil, glukozil, agil gibi kisimlar igeren polifenolik
flavan iskeletine dayanan bir bilesik grubudur. Flavonoidler, metal iyonlari, cesitli
molekiiller ve pek ¢ok flavonoidler ile kompleks olusturabilir. Flavonoidler ayrica
cesitli biyolojik ve kimyasal kosullar altinda polimerler ve oligomerler olusturabilirler
(100). Son zamanlarda, bitkilerden elde dilen dogal iiriinler, kemoterapotik

potansiyelleri nedeniyle dikkat ¢ekmistir. Flavonoidler antikanser, antifungal, antiviral,
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antioksidan, antiinflamatuar, immiin artirici etkileri ile c¢esitli biyolojik 6zellikler
sergileyen bitkisel sekonder metabolitlerdir (102).

Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve fenolik alkoller gibi bir fenol halkasina sahip ¢ok
cesitli molekiiller icermektedirler. Polifenoller fenol halkalarinin sayisina gore birkag

smifa ayrilir (103).

Flavonoidler ortak bir C6-C3-C6 (benzo-y-pyrone) karbon iskeletine sahip yapisal
olarak cok c¢esitli, genis heterojen gruplar igeren polifenollerdir. Hidroksilasyon,
metoksilasyon, glikozilasyon veya glukuronizasyonun gibi kisimlar1 bulundurmalarina
bagli olarak meydana gelmektedirler. Bu olusum sonucunda polifenol ailesi diger bitki
gruplar1 igerisinde en biiylik grubu olusturmaktadir. Polifenollerin gesitli fizyolojik
fonksiyonlara sahip olmasi bakimindan giiniimiize kadar tanimlanmis 6000'den fazla

flavonoid oldugu bilinmektedir (104).
2.6.2. Polifenollerin Simiflandirilmasi

Polifenoller ¢ok ¢esitli bilesiklerden olusmaktadir. Bu bilesikler bir veya daha fazla
hidroksil grubu tasiyan en az bir aromatik halkaya sahiptirler. Polifenoller bir halkay1
digerine baglayan yapisal elementlere ve icerdikleri fenol halkalarinin sayisina gore
siniflandirilmaktadir. Polifenollerin ana siniflari; flavonoidler, fenolik asitler, stilbenler
ve lignanlardir (21, 105).

Flavonoidler: Flavonoidlerde sikimik asit ve asilpolimalonat yolunun biyosentezinde
fenilalaninden olugmaktadir. C6-C3-C6 konfigiirasyonunda diizenlenen on bes karbon
atomundan olusan diisiik molekiiler agirlikli bilesiklerdir. Flavonoidler, 3-karbon
kopriisti ile baglanmig 2 aromatik halkaya (A ve B halkalari) sahiptirler. Ayrica
flavonoidler B ve C halkalar1 arasinda cesitli bag yapisindan ve C halkasinda farklh
fonksiyonel gruplarin bulunmsindan dolay: farkli alt siniflara ayrilabilmektedir (Sekil
2.7) (103).
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Sekil 2.7. Flavonoidlerin genel yapisi (103).

Flavonoidlerin en o6nemli alt smiflar;, flavonoller, flavonlar, flavan-3-ols,
antosiyaninler, flavanonlar ve izoflavonlardir (21, 101). Epikatesin-3-gallat (ECG) ve
epigallokatesin-3-gallat (EGCG) flavonoidler sinifina aittirr. ECG ve EGCG’nin
kimyasal yapis1 Sekil 2. 8’ de gosterilmistir (106).

OH
OH
H OH
OH 0 OH
OH O-Lom OH
OH ‘5
OH H
(-)-Epicatechin-3-gallate (ECG) (-)-Epigallocatechin-3-gallate (EGCG)

Sekil 2.8. Epikatesin-3-gallat epikatesin-3-gallat (ECG) ve epigallokatesin-3-gallat (EGCG)
kimyasal yapisi (106).

Fenolik Asitler: Fenolik asitler, sinnamik asit ve benzoik asitlerin turevleridir.
Hidroksibenzoik asitler C6-C1 yapisina sahiptirler, birkag¢ yenilebilir bitkide bulunurlar
ve yliksek besin degeri tagimazlar. Fenolik asitlerden en yaygin olani protokatesik asit
ve gallik asittir (Sekil 2.9). Uziim, sarap, mango, siyah ve yesil ¢ayda bulunmaktadir.
Gallik asit kompleks seker esterleri olarak olusan hidrolize olabilen tanenlerin
(gallotannin ve elagitannin) biyosentetik Onciilidiir. Gallotanninler mangoda
bulunurken elagitanninler ¢ilek, ahududu ve bdgirtlen gibi kirmizi meyvelerde

bulunmaktadir (21). Gallik asitin kimyasal yapis1 Sekil 2.9 da gosterilmistir (107).
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OH

HO OH

HO (0]
Sekil 2. 9. Gallik asitin kimyasal yapisi. (107)

Stilbenler: Stilbenler, patojenlere, hastaliklara, hasarlara ve stres kosullarina karsi
savunma olarak bitkiler tarafindan iiretilen (C6-C2-C6) fitoaleksinlerdir. Ana iiyesi
resveratrol (3,5,4'-trihidroksistilben) olup, diyet ile smrli miktarda alinirlar.
Resveratrol, cis ve trans izomerlerinin yani sira konjuge tiirevleri de (trans resveratrol-3-
0-glukosid) bulunmaktadir. Uziim, ¢ilek, erik, yer fistig1 ve ¢am fistiginda bulunan
resveratrol antioksidan, anti inflamatuar, antikanser ve yaslanma karsiti gibi degerli
biyolojik 0Ozelliklere sahiptir (21). Resveratrol’iin kimyasal yapist Sekil 2.10° da
gosterilmistir (103).

HO
Q \ O oH
HO

Resveratrol

Sekil 2.10. Resveratrol’{in kimyasal yapisi (103)

Lignanlar: Lignanlar, fitodstrojenler olarak Ostrojenlerle yapisal benzerlikleri olan,
bitki kokenli bilesikler olup izoflavonlara benzer sekilde siniflandirilmaktadirlar. Bu
grup 2 fenilpropan biriminin oksidasyonu ile olusmakta ve yaygin olarak dogada serbest
formda bulunmaktadirlar. Lignanlar keten tohumunda yiiksek miktarda; bakliyat

hububat, sebze ve meyvelerde ise diisiik konsantrasyonda bulunmaktadirlar (21).

2.6.3. Flavonoidlerin Antikanser Aktiviteleri

Yapilan ¢esitli calismalarda meyve, sebze ve tiim tahillarin biyoaktif fitokimyasal
icerige sahip olmalarinin yam sira antiproliferatif ve antineoplastik 6zelliklere sahip
olduklar1 da gosterilmistir. Bu biyoaktif fitokimyasal maddelerin kronik hastaliklarin

riskini azaltabilmesinin yaninda, hiicresel sistemlerin oksidatif hasardan korunmasini da
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sagladig1 belirtilmektedir. Yapilan in vivo bir ¢alismada kersetin ve diger flavonoidlerin

kemirgenlerde tiimo6r olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir (108).

Flavonoidlerin kansere karsi koruyucu etkisini kanitlamak i¢in ¢ok sayida
epidemiyolojik calisma yapilmistir (109). Epidemiyolojik verilere gore, diyetle birlikte
fazla miktarda alinan flavonoidlerin kanser riskini azalttigi belirtilmektedir (110).
Metillenmis flavonoidlerin, 16semi ve hepatokarsinomlar gibi tiimor hiicrelerindeki
sitotoksisiteyi artirabildigi gozlenmistir (22). Flavonoidlerin antitiimoral aktiviteleri

Sekil 2.11° de gosterilmistir (111).

Protein Kinaz

Apoptozun
Tiimsr Hii
tmor Here Aktivitesinin
isimini Uyarilm
Gelisiminin Durdurulmas: yarilmasi
Durdurulmas: \ ﬁ /
Anti Anjiyogenik - Flavonoidlerin MMP
Ozellikleri Anti-Tiimiéral Aktiviteleri Sekresyonunun
/ \ Durdurulmas:
Invaziv Tiimér Tiimér Hiicrelerinin
Hiicrelerinin Yapisma / Yayilmasimn
Durdurulmas:

Durdurulmas:

Sekil 2.11. Flavonoidlerin antitiimoral aktiviteleri (111).

2.7. KECIBOYNUZU (Ceratonia siliqua L.) BITKiSI VE OZELLIKLERI

Ceratonia siliqgua L. (C. siliqua) bircok Akdeniz {iilkesinde sekerleme ve igecek
hazirlamada kullanilan dogal terapotik bir bitkidir. Gida endiistrisinde ise
tohumlarindan elde edilen regine kullanilmaktadir (8, 112). Sekil 2.12° de C. siliqua
agacinin yapraklari gosterilmektedir (113).
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Sekil 2.12. Ceratonia siliqua L. agacinin yapraklari (113)

C. siliqua iilkemizde ke¢iboynuzu agaci ya da harnup agaci olarak da bilinmektedir.
Ke¢iboynuzunun yapraklar1 ve pulpalar1 fenolik bilesikler bakimindan zengin olup
servikal adenokarsinoma, prostat, meme, kolon gibi cesitli kanser hiicre hatlarinda
antioksidan, antiproliferatif, antimikrobiyal, antidepresan ve antikanser etkiye sahip
oldugu bilinmektedir (114, 115). Bu gidalarin tiiketilmesinin belli kanser tiirlerinde ve
kalp hastaliklarinda mortalite riskini azaltabildigi belirtilmektedir. Oral yolla alinan

polifenollerin karsinogeneze karsi koruma sagladig: bildirilmektedir (8, 13).

Keg¢iboynuzuna ait meyve kabugunda (tohum zarflarinda) protein, yag, karbonhidrat,
polifenol ve taninler bulunmaktadir. Agacin yapraklari, tlkemizde geleneksel olarak
ishal kesici ve idrar soktiiriicii olarak kullanilmaktadir (9, 114). Yine yapraklar1 yiiksek
antioksidan Ozelligine sahiptir. Meyvelerinin ise Oksiiriige karsi iyi geldigi
bilinmektedir. Sakizi dondurma, tatlilar ve ¢orbalar gibi cesitli iiriinlerde dogal gida
katki maddesi olarak kullanilan bir galaktomannandir. Meyvelerinde seker igerigi
yiikksek oldugundan dolay: tathilar, biskiiviler ve islenmis igeceklerde uzun siiredir
kullanilmaktadir (112). Ayrica mikroorganizmalar igin biiyiime ortami ve gida
stabilizotorli olarak kullanilirken tekstil, kozmetik, ila¢ endiistrisi gibi pek ¢ok kullanim

alanina da sahiptirler (9).
2.7.1. C. siligua’nin Anatomisi ve Taksonomisi

C. siligua Akdeniz bolgesinde yaygin olarak yetisen siirekli yesil cali ya da agag
formunda olan Fabaceae ailesine ait baklagillerin bir alt ailesinden Caesalpinaceae'ye
aittir (112).
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C. siliqua, Akdeniz bolgesine araplar tarafindan getirilip bu bolgede yayilis
gostermistir. Boyu 6-12 m arasinda yiikseklige ulasir ve dallar1 yer seviyesine
uzanmaktadir. Meyvesi kahverenkli olup boyutu bazi durumlarda 25 c¢cm'i bulmaktadir.
Kegiboynuzu meyvesinin iki temel bileseni mevcuttur. Bunlar kabuk (tohum zarfi) ve
cekirdekleridir. Meyvenin agirhiginin yaklagik %10'unu olusturan ¢ekirdekler esas

olarak galaktomannanlardan olusmaktadir (9).
2.7.2. C. siliqua’nin I¢eriginde Bulunan Aktif Bilesikler

C. siligua’nin meyve kabugu ve yapraklarinda kersetin, gallik asit, katesin, EGCG ve
ECG gibi antioksidan 6zellige sahip fenolik bilesikler tespit edilmistir. (8, 116)

Kanser tedavisinin yiiksek maliyetli olmasindan dolay1 son zamanlarda 6zellikle dogal
olarak bulunan iiriinlerin koruyucu 6zelligi vurgulanmaktadir. Epidemiyolojik ve klinik
Oncesi arastirmalar, yesil caydan elde edilen polifenollerin kemopreventif ve antitiimor
etkilere sahip oldugunu gostermis ve fenolik bilesiklerin bu 6zellilerinden yararlanilarak

kanser hiicreleri izerindeki etkilerinin arastirilmasi gerektigini belirtilmistir (117).

Gallik asit (GAc) (3, 4, 5- trihidroksibenzoik asit), diyette yaygin olarak bulunan
bitkisel bir fenolik bilesiktir (118). Cesitli dogal iirlinlerde ve yesil cay, iiziim, ¢ilek,
muz gibi pek ¢ok farkli meyvede bulunmaktadir. Serbest radikalleri yok edici olmasinin
yaninda 16semi, akciger kanseri ve kolon adenokarsinoma hiicre hatlarinda apoptoz
indiikleyici ajan olarak islev gordiigii belirtilmektedir (119). Kanser ve depresyon gibi
hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir fenolik bilesik oldugu belirtilmektedir. Bunun
yan1 sira anti mikrobiyal, antimutagenik, antianjiyogenik ve antiinflamatuar ajanlar
olarak da bilinmektedir (120). GAc'nin kanser gelisiminin 6nlenmesinde 6nemli bir rol
oynadigi belirtilmektedir (119).

Yesil c¢ay polifenolleri arasinda, EGCG ve ECG’ nin tiimor hiicreleri iizerinde giiglii
antiproliferatif etki gosterdigi belirtilmektedir. HCT-116 ve SW-480 insan kolorektal
kanser hiicrelerinde G1 fazinda hiicre dongiisiinii durdurdugu ve hiicrelerde apoptozu
uyardigr belirtilmistir. ECG’nin prostat, pankreas, kolon, karaciger, akciger, meme ve
melanoma dahil olmak {izere gesitli kanser hiicre hatlarinda hiicre biiyiimesini inhibe
ettigi belirtilmistir. Ayrica ECG’ nin malign melanoma B16F10 hiicrelerinde metastatik

timor yayilma siirecinde 6nemli bir rol oynadigi belirtilmistir (121).
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EGCG akciger kanserinde terapotik bir ajan olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
Bir fincan yesil ¢ayda 100-150 mg EGCG polifenolii bulunmaktadir. Bu oran cayda
bulunan tiim polifenollerin % 50'sinden fazlasini olusturmaktadir (122). EGCG'nin
transmembran reseptor kinazlar ve diger anahtar proteinlerle ilgili molekiiler hedeflerde
rol alabilecegi belirtilmektedir (123). Anjiyojenez, telomeraz aktivitesi, apoptoz, hiicre
dongiisii ve karsinogenezle ilgili sinyal iletim yollarinda rol oynadig1r gdosterilmistir.
EGCG'nin potansiyel bir antitiimdral ajan olarak apoptozun uyarilmasindan sorumlu
olabilecegi ve kardiyovaskiiler hastaliklart 6nlemede etkili bir ajan oldugu

belirtilmektedir (32, 117, 122).

Klorojenik asitin, kafeik asit ve kuinik asitin esterlesmesiyle olustugu bilinmektedir.
Diyette fazla miktarda bulunan polifenolik bir bilesik olup kanser hiicreleri tizerinde
antioksidan ve antikanserojenik etki gosterdigi belirtilmistir (124). Klorojenik asitin

kimyasal yapist Sekil 2.13” te gosterilmektedir (124).

OH

HO 0 =

OH

OH H
H

Sekil 2.13. Klorojenik asitin kimyasal yapis1 (124).

2.7.3. C. siliqgua’nmin Farmakolojik Aktiviteleri

C. siliqua agaci, antidiyare, antibakteriyel, antiiilser, antioksidan, antiinflamatuar,
antidepresan, antitimoéral, — anksiyolitik  sedatif, antikonstipasyon (kabizlik),
kemopreventif ve kolesterol diisiiriicli olarak bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmak
tizere farkli farmakolojik aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Diyetle alinan
keciboynuzunun gastrointestinal sistem iizerinde rahatlatici bir etkiye sahip oldugu ve
yiiksek antioksidan igerigi nedeniyle bir¢ok hastaligin dnlenmesinde dogal bir takviye

olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (125).

Kegiboynuzu yapraginda bulunan polifenollerin kanser dahil olmak {iizere c¢esitli

hastaliklarda yararli olabilecegi goriilmiistiir. Ke¢iboynuzu agacinin meyvesinden elde
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edilen metanol ekstraktinin meme kanseri (MDA-MB-231) ve insan servikal
adenokarsinoma hiicre hattinda (HeLa) hiicre canliligin1 giiglii bir sekilde azalttig1 yine
ke¢iboynuzu yapragmin metanol ekstresinin ise, HeLa hiicreleri {izerinde anti

proliferatif ve anti kanser etkilere yol agtig1 gdzlenmistir (126).

Ceratonia siliqua ekstraktlarinin genotoksisitesinin, murin 16semi (L1210) hiicrelerinde
¢ekirdek DNA’smin yikimi ile iligkili oldugu belirtilmistir. C. siliqgua'nin sulu
ekstrelerinin giiglii antioksidan ve genoprotektif aktivite sergiledigi goriilmistiir (115).
Yine C. siligua’ nin meyve kabugu ve yapraklarindan elde edilen sulu ekstre ile sigan
hepatoselliiler karsinoma hiicrelerinde (T1) kaspaz 3 yolunu aktive ederek apoptozu

indiikledigi tespit edilmistir (8, 13).
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Dalinda gergeklestirildi.

3.1. GERECLER

3.1.1. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

LC/MS/MS Cihazi(Shimadzu, LC/MS-8040)

Multifonksiyonel Mikroplate Okuyucu (BioTek, Synergy HT)
Real Time-PCR (Roche, Light Cycler480)

Hiicre Sayim Cihazi (Roche-Innovatis, Cedex XS)

Thermal Cycler (Biorad, T100)

Nanodrop (Denovix, DS-11)

Western Blot Dikey Elektroforez Sistemi (BioRad, Mini-Protean Tetra System)
Gii¢ Kaynagi (BioRad, PowerPac™ Basic)

CO2’li inkiibator (New Brunswick Galaxy, 170R)

Laminar Akim Kabini (Safe Fast Elite, 212S)

Jel Goriintiileme Sistemi (BioRad, ChemiDoc MP Sistem)
Invert Mikroskop (Nikon, TS100)

Sogutmali Santrifiijler (Hettich Universal 320R ve Micro 200R)
Multispin cihazi (Gilson, GmClab )

Vorteks (Wise Mix VM-10)



- Hassas terazi (Ohaus, PA214C)

- Terazi(Ohaus, PA4102C)

- Dijital 1sitici/sogutucu kuru blok (Bioer, CHB-202)

- Etiiv (EcoCell)

- Otoklav (Hirayama, HMC HV 50)

- Isitic1 ve Manyetik karistirici (Heidolph, MR Hei-Standart)
- pH metre (Mettler Toledo, SC S210U)

- Su banyosu (Memmert, WNB 29)

- Calkalayic1 (IKA KS130 Basic)

- Multipipet ve Mikropipet Seti (Eppendorf, Gilson)

- -80°C dondurucu (New Brunswick Scientific U570-86)

- -20°C Derin dondurucu (Vestel)

Buzdolabi (Argelik)

3.1.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Besiyeri (Sigma, D5546)
- Fenol Redsiz Besiyeri (Capricorn Scientific, DMEM-HXRXA)
- Fetal bovine serum (Thermo Fisher, 10500056)

- Dimetil Sulfoksit (DMSO) (Sigma, 41640)

- L-Glutamin (Biological Industries, 03-020-1B)

- Penisilin-Streptomisin (Biological Industries, 03-031-1C)

- Tripsin-EDTA (Sigma, T4049)

- Etanol (Merck, K21078586 )

- Metanol (Merck, 502K5275408)

- TC Flask T75 (Sarstedt, 83.3911.002-100)

- Hiicre Kiiltiirii Petri Kab1 100x20 mm (Sarstedt, 83.1802-100)

- TC 96 Kuyucuklu Mikroplate (Sorfa,SCP-11-096)
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Cedex Smart Slides (Roche, 05650801001)

Steril Tek Kullanimlik Plastik Pipetler Sml’lik (Orange Scientific, PNSE1)
Steril Tek Kullanimlik Plastik Pipetler 10ml’lik (Orange Scientific, PN10E1)
Steril Tek Kullanimlik Plastik Pipetler 25ml’lik (Sarstedt, 86.1685.020)
Falcon Tiip Steril 15ml’lik (Isolab, 078.02.007)

Falcon Tiip Steril 50ml’lik (Isolab,078.02.008)

Bisinkoninik asit (BCA) protein analiz kiti (Thermo Fisher, 23225)
Trizol kit (Roche, 11 667 157 001)

Proteaz/Fosfataz Inhibitér Kokteyl (Boster, 1182-1)

RIPA Lysis Buffer (Santa Cruz, SC-24948)

PCR Tiipii 0.2 mI’lik (Biologix, 60-0082)

Light Cycler 480 Prob Master Kiti (Roche, 04707494001)

Light Cycler 480 96 Kuyucuklu Plate (Roche, 04729692001)
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, 05091284001)
Bax geni (Roche, RealTime ready Katalog Assays 102861)

Bcl-2 geni (Roche, RealTime ready Katalog Assays 100083)

Kaspaz 3 geni (Roche, RealTime ready Katalog Assays 148589)
GAPDH geni (Roche, RealTime ready Katalog Assays 141139)
1-Butanol (Fluka, 437603 )

2-Merkapta etanol (Sigma, M3148)

2- Propanol (Riedel-de Haen, 24137)

Bisakrilamid (AppliChem, A3636)

Kloroform(Sigma,)

Gliserol (Merck, 1040922511)

Glisin (Merk, 1042011000 )

N,N,N,N-Tetrametil-etilenediamin (Sigma, T9281)



N,N -Metilen-bisakrilamid (Sigma, M7256)

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (Sigma,71725)

Siit Tozu (Fluka, 70166)

4x Laemmli Sample Buffer (Bio Rad, 161-0747)

Tris Hidroklorid (Amresco, 0234)

Trizma Baz (Sigma, T1503)

Tween 20 (Sigma, P5927)

Kemiliiminesans Tesbit Etme Ayiraci (ECL) (Bio Rad, 1705061)
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) (Sigma, M5655)
B-Actin (D6A8) Monoklonal Antibadi (Cell Signaling, 8457)
Bax Poliklonal Antibody (Cell Signaling, 2774)

Bcl-2 Poliklonal Antibadi (Cell Signaling, 2872)

Kaspaz-3 Poliklonal Antibadi (Cell Signaling, 9662)
LC3A/B Poliklonal Antibadi (Cell Signaling, 4108)

Atg5 Poliklonal Antibadi (Cell Signaling, 2630)

Beklin-1 Poliklonal Antibadi (Cell Signaling, 3738)
3-Metiladenin (Sigma, M9281)

QVD-OPh hidrat (Sigma, SML0063)

Resveratrol (Santa Cruz, SC-200808)

Taxol (Santa Cruz, SC-201439)

Epikatesin Gallat (ECG) (Sigma, E3893)

Epigallokatesin Gallat (EGCG) (Sigma, E4143)

Gallik Asit (GAc) (Fluka, 91215)

Klorojenik Asit (Sigma, C3878 )

36
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3.2. YONTEM
3.2.1. Ceratonia siliqua (C. siliqua) Yaprak Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda daha Onceki ¢alismalarimiz i¢in C. siliqua yapraklarindan

hazirlanmis olan %70’lik metanol ve %70’lik etanol ekstreleri kullanilmistir.

Calisma kapsaminda, olgun (yillardir meyve veren) ve gen¢ (heniiz hi¢ meyve
vermemis) aga¢ olmak iizere iki farkli C. siliqua agacina ait yapraklardan hazirlanmis
olan %70’lik metanol ve %70’lik etanol ekstreleri fenolik bilesik igerikleri bakimindan
birbirleri ile karsilastirildilar. Boylece, olgun ve geng C. siliqua agaglarina ait yapraklar
arasinda fenolik bilesik igerigi bakimindan bir farklilik bulunup bulunmadiginin
belirlenmesi ve calismaya en yiiksek fenolik icerige sahip ekstre ile devam edilmesi

amaglandi (127, 128).

%70’lik Metanol Ekstrelerinin Hazirlanmasi; Geng ve olgun iki farkli C. siliqua
agacina ait olan yapraklar mekanik bir milde ayr1 ayr ogiitiilerek toz haline getirildi.
Elde edilen C. siliqua yaprak tozlarindan 100’er gram alinarak, %70’lik metanol (3x0.5
L) icinde 37°C’de 3 giin ekstre edildi. Daha sonra elde edilen sivi ekstreler
birlestirilerek ekstrelerden metanol vakum altinda uzaklastirildi ve ardindan ekstreler
liyofilize edildi. Boylece Geng aga¢ Yaprak Metanol (GYM) ve Olgun aga¢ Yaprak
Metanol (OYM) ekstre ornekleri elde edildi. Liyofilize edilen 6rnekler, analiz anina

kadar -20°C’de saklandi (129).

%70’lik Etanol Ekstrelerinin Hazirlanmasi; Geng ve olgun iki farkli C. siliqua
agacina ait olan yapraklar mekanik bir milde ayr1 ayr1 dgiitiilerek toz haline getirildi.
Elde edilen C. siliqua yaprak tozlarindan 100’er gram alinarak, %70’lik etanol (3x0.5
L) iginde 37°C’de 3 giin ekstre edildi. Daha sonra elde edilen sivi ekstrelerden etanol
vakum altinda uzaklastirildi ve ardindan ekstreler liyofilize edildi. Boylece Geng agac
Yaprak Etanol (GYE) ve Olgun aga¢ Yaprak Etanol (OYE) ekstre ornekleri elde edildi.
Liyofilize edilen 6rnekler, calismada kullanilmak tizere -20°C’de saklandi (128, 130).

3.2.2. C.siliqua Yaprak Ekstrelerindeki Toplam Fenol Miktar Tayini

Ekstrelerin icerdikleri toplam fenol miktar1 gallik asite esdeger olarak Folin-Ciocalteu
yontemi kullanilarak hesaplandi. 6 mL distile su igeren 10 mL’lik kap icerisine 100 pL.
ornek cozeltisi ve 500 pL Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edildi. 1 dakika sonra 1.5 mL

%20’lik sulu Na,COg ilave edilip 10 mL’ye su ile tamamlandi. Kontrol olarak ekstre
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icermeyen reaktif karigimi kullanildi. 25 °C’de 2 saat inkiibe edildikten sonra 760 nm’de
absorbansi Olgiildii ve toplam fenolik madde miktarlar1 gallik asit kalibrasyon egrisi
kullanilarak hesaplandi ve sonuglar gallik asite esdeger (GAE) olarak mg GAE/gekstre
olarak verildi (Tablo 4.2). Deneyler ii¢ paralel olacak sekilde yapildi ve sonuglar
ortalama degerler olarak verildi (128).

3.2.3. C. siliqua Yaprak Ekstrelerindeki Toplam Flavonoid Miktar Tayini

1 ml ekstre t=0. dakikada 0.3 ml %5’lik NaNO, ¢ozeltisi ile karistirildi, t=5. dakika’ da
0.3 ml %10’luk AICl3.6H,0 ¢o6zeltisi ilavesinden sonra, t=6. dakika’da 2 ml 1 M NaOH
¢ozeltisi eklendi ve 2.4 ml su ilave edilerek karistirildi. 510 nm’de kore karsi absorbans
Olciildii ve Katesinin kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplandi. Ekstrelerin igerdikleri
toplam flavonoid miktarlar1 katesine esdeger olarak (CE) mg CE/gekstre Olarak verildi
(Tablo 4.2). Biitiin 6l¢timler 3 paralel olacak sekilde yapildi ve ortalama degerler alindi
(131).

3.2.4. LC/MS/MS Analizi ile C. siliqua Yaprak Ekstrelerinin Fenolik Bilesik

Iceriklerinin Belirlenmesi

C. siliqua yapraklarindan hazirlanan ekstrelerdeki gallik asit (GAc), epikatesin-3-gallat
(ECG), epigallokatesin-3-gallat (EGCG), katesin (C), epikatesin (EC), epigallokatesin
(EGC), elajik asit (EAC), teofilin (T), kafein (CA) ve klorojenik asit (ClAc) igerikleri
LC/MS/MS cihazi kullanilarak analiz edildi. LC/MS/MS analizinde, ekstrelerdeki
bilesiklerin icerikleri kiitle/yiik (m/z) oranlar1 karsilastirilarak kesin olarak teshis edildi
ve ppb diizeyinde miktarlar1 standartlara karsi tayin edildi. Biitiin standart ve 6rnek

cozeltiler licer kere analiz edilerek ortalama degerler verildi.
LC/MS/MS Analiz Sartlari;

Cihaz : Shimadzu LC/MS 8040

Iyonlasma Modu : Elektro Sprey Iyonizasyon (ESI), negatif iyonlasma
Kolon : Restek C18 (3.0 x 70 mm, 3 pum partikiil ¢ap1)
Kolon Sicakligr : 40 °C

Akis hiz1 : 0.4 mL/dk

Hareketli Faz ~ : A) %1 asetik asitli su; B) %1 asetik asitli metanol



39

Akis Programi : %30 B ile baslanip ilk 3 dk’da %60 B’ye ¢ikip, sonraki 10 dk’da %60
B’ye cikar

3.2.5. A549 Hiicre Kiiltiiri

Caligmada Amerikan Tip Kiiltiir Kolleksiyonundan (ATCC) temin edilen insan kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hatti, A549 hiicreleri (ATCC®, CCL185™)
kullanildi. A549 hiicreleri, 75 cm? lik flaskta, %10 fetal sig8ir serumu (FBS), 2 mM L-
glutamin, 100 U/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin igeren Dulbecco Modified
Eagle’s Minimum Essential Medium (DMEM) besiyerinde 37°C’de ve % 5 CO‘li
ortamda %80-90 yogunluga ulasincaya kadar kiiltiire edildiler. Hiicrelerin besiyerleri iki
giinde bir degistirilerek canliliklari, cogalma hizlart ve morfolojik yapilart invert
mikroskop ile takip edildi. Gerekli yogunluga ulasan hiicreler, % 0.25 Tripsin-EDTA
kullanilarak kiiltiir kabi tabanindan uzaklastirildilar. Kiiltiir kaplarindan toplanan
hiicrelerin bir kism1 -80 derecede donduruldu, bir kismi da baska bir flaska pasajlanarak

kiiltire devam edildi. Sekil.3.1°de A549 hiicrelerinin gériinimii gosterilmektedir (132).

ATCC Number: CCL-185
Designation: A-549

2 N}
Low Density Scale Bar = 100pum High Density Scale Bar = 100um

Sekil 3. 1 A549 hiicrelerinin goriiniimii (132).

3.2.6. MTT (3(4,5-dimethyl thiazolyl-2)2,5-diphenyl tetrazolium bromide) Hiicre
Canliligx Testi

MTT deneyi, sari renkli tetrazolyum tuzunun (3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) canli hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan siiksinat
dehidrogenaz enzimi tarafindan indirgenerek mor renkli formazan kristaline

dontistiiriilmesi  prensibine dayanmaktadir (133). Bu sebeple, MTT analizi canh
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hiicrelerin mitokondrial aktivitesi {izerinden hiicre canliliginin saptanmasinda

kullanilmaktadir (134).

Calisma kapsaminda etkisi arastirilan test maddelerinin [C. siliqua yaprak ekstreleri
(GYE ve OYE ekstreleri) ile ekstrelerin igeriginde bulunan saf bilesiklerin (GAc, ECG,
EGCG ve CIAc)] A549 hiicrelerinin canliliklar1 tizerindeki etkileri MTT testi
kullanilarak doza ve zamana bagli olarak analiz edildi. Calisma kapsaminda etkisi
arastirilan GYE ve OYE ekstreleri DMSO icinde, saf bilesikler ise ¢oziiniirliiklerine

gore deiyonize su yada PBS tamponu i¢inde ¢oziindiiler.

MTT analizinde, A549 hiicreleri 96 kuyucuklu kiiltiir kabina her bir kuyucukta 12.500
hiicre olacak sekilde 100 pl fenol kirmizisi igermeyen DMEM besiyeri igerisinde
ekildiler. Hiicreler, kiiltiir kab1 tabanina tutunmalari i¢in 37°C’de ve % 5 CO»‘li etiivde
24 saat inkiibe edildiler. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklardaki besiyerleri
ortamdan uzaklastirildi ve hiicreler C. siliqua yaprak ekstrelerinin  farkli
konsantrasyonlari ile 6, 12, 24 ve 48 saat, ekstrelerin i¢eriginde bulunan saf bilesiklerin
farkli konsantrasyonlar1 ile de 24 saat inkiibe edildiler. Hiicre canliligina etkisi
arastirilan  ekstreler icin giderek artis gosteren 100-400 pg/mL  arasindaki
konsantrasyonlar (100, 150, 200, 250, 300, 350 ve 400 pg/mL), saf bilesikler i¢in de
yine giderek artis gosteren 20-200 uM arasindaki (20, 40, 80, 120, 160, 180 ve 200
uM) konsantrasyonlar kullanild: ve tiim saf bilesik konsantrasyonlar1 pg/mL cinsinden
hesaplandi. Buna gére GAC igin 3.4-34 pg/mL arasindaki (3.4, 6.8, 13.6, 20.4, 27.2,
30.6, 34 pg/mL), EGCG igin 9.1-91.6 ng/mL arasindaki (9.1, 18.3, 36.6, 55, 73.3,
82.5, 91.6 ng/mL), ECG igin 8.8-88.4 pug/mL arasindaki (8.8, 17.6, 35.3, 53.1, 70.7,
79.6, 88.4 ug/mL) ve ClAc i¢in 7.0-70.8 pg/mL arasindaki (7.0, 14.1, 28.3, 42.5, 56.6,
63.7, 70.8 pg/mL) konsantrasyonlar kullanildi. Her bir test maddesinin her bir
konsantrasyonu i¢in 3 kuyucuk kullanildi ve hiicrelere her bir konsantrasyondan 100
pL ilave edildi. igerisinde hiicre bulunan fakat test maddesi igermeyen 3 kuyucuga
sadece besiyeri eklendi bu kuyucuklar ¢alismada kontrol grubu olarak kullanildi.
Icerisinde hiicre ve test maddesi icermeyen 3 kuyucuga da sadece besiyeri eklendi ve
bu kuyucuklar da caligmada negatif kontrol olarak kullanildi. Calisilan ekstreler DMSO
icinde ¢ozlinmekle birlikte, DMSO’nun kiiltiir ortamindaki final konsantrasyonu %
I’den daha distiktii. Bununla birlikte, igerisinde hiicre bulunan fakat test maddesi

icermeyen 3 kuyucuga da ekstrelerin en yiiksek konsantrasyonunda bulunan DMSO
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miktarini igeren besiyeri eklendi ve bu kuyucuklar da ¢alismada DMSO kontrol grubu
olarak kullanildi. Belirtilen inkiibasyon siireleri sonunda tiim kuyucuklardaki
besiyerleri ortamdan uzaklastirildi ve hiicrelere 100 ul besiyeri igerisinde 10 ul MTT
reaktifi eklendi. Ardindan hiicreler 37°C’de 2 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra
her bir kuyucuga ¢oziicii solusyon olarak 100 pl DMSO eklenerek olusan mor renkli
formazan {irtiniinlin ¢6ziinmesi saglandi. Her bir kuyucuktaki formazanin absorbans
degeri 570 nm dalga boyunda mikroplate okuyucuda 6l¢iildii ve Olgiilen absorbans

degerlerinden yiizde hiicre canlilig1 hesaplandi.

3.2.7. RNA Izolasyonu, cDNA Sentezi ve Kantitatif Gercek Zamanh-Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (RT-qPCR) Analizi

Bax, Bcl-2, kaspaz-3 ve kontrol genlerinin mRNA transkript diizeyleri gergek zamanli-
PCR kullanilarak kantitatif olarak belirlendi. Bunun igin 6ncelikle A549 hiicrelerinden
total RNA’lar izole edildi. Total RNA izolasyonu i¢in, ticari olarak satin alinan Trizol
kit kullanild1 ve kit tireticisi firma tarafindan saglanan protokol uygulandi. Total RNA
izolasyonu i¢in A549 hiicreleri her bir kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde 100x20
mm’lik kiiltiir kabina 5 mL DMEM besiyeri igerisinde ekildiler ve kiiltiir kab1 tabanina
tutunmalar1 igin 24 saat CO>’li steril etiivde 37°C’de inkiibe edildiler. 24 saat sonunda
kiiltir kaplarindaki besiyerleri ortamdan uzaklastirildi ve hiicrelerin bir grubu GYE ve
OYE ekstrelerinin MTT analizi ile belirlenen 1Csq (hiicrelerin %50 inhibisyonuna neden
olan konsantrasyonu) ve ICsp’nin bir alt konsantrasyonlari ile 24 saat inkiibe edildiler.
Hiicrelerin bir grubu ise, apoptoz ve otofajinin inhibe edilmesi i¢in sirasiyla apoptoz
inhibitori QVD-OPh (20 uM’a karsilik gelen 10.3 pg/mL’lik konsantrasyonu) ve
otofaji inhibitorii 3-MA (5 Mm’a karsilik gelen 746 pg/mL’lik konsantrasyonu) ile 1
saat inkiibe edildiler. Bir diger hiicre grubu ise, inhibitérlerle 1 saatlik 6n inkiibasyonun
ardindan ekstrelerin 1Csq ve 1Csp‘nin bir alt dozlari ile yeniden 24 saat inkiibe edildiler.
Bir bagka hiicre grubu da, apoptoz ve otofajinin indiiklenmesini saglayan ve ¢alismada
pozitif kontrol olarak kullanilan taxol (2 pM’a karsihik gelen 1.7 pg/mlL’lik
konsantrasyonu) ve resveratrol (100 pM’a karsihik gelen 22.8 upg/mL’lik
konsantrasyonu) ile 24 saat inkiibe edildiler. Belirtilen inkiibasyon siireleri sonunda
hiicre gruplarindaki besiyerleri ortamdan uzaklastirildi ve hiicreler soguk PBS ile bir
kez yikandi. Bu asamadan sonra tiim ¢alismalar buz iizerinde gerceklestirildi. Daha

sonra hiicrelerin iizerine 1 mL soguk PBS eklendi ve hiicre kaziyicisi ile hiicreler kiiltiir
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kabi1 tabanindan kazinarak steril tiip icinde toplandilar. Soguk PBS ile kazima islemi 3
kez tekrarland1 ve tiip i¢inde toplanan hiicre siispansiyonlar1 4°C’de 4000 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonunda siipernatan uzaklastirilarak hiicre pelleti lizerine 500
uL trizol eklendi ve izolasyon protokolii takip edilerek total RNA izolasyonu yapildi.
Elde edilen RNA’larin saflig1 ve miktar1 spektrofotometrik olarak 260 ve 280 nm dalga

boylarinda optik dansite 6l¢iimii ile hesaplandi.

A549 hiicrelerinden izole edilen total RNA ornekleri ters transkripsiyon (reverse
transcription) yontemi ile cDNA ya doniistiiriildii. Total RNA’lardan cDNA sentezi
gerceklestirmek igin, ticari olarak satin alinan ¢cDNA sentez kiti kullanildi ve Kit
tireticisi  firma tarafindan saglanan protokole uygun olarak cDNA sentezi
gerceklestirildi. Bunun i¢in her bir drnege ait total RNA ve kit karigimlari, ayri ayri
uygun sicakliklarda belirli siirelerde inkiibe edildi ve boylece RNA’larin cDNA’ya ters

transkripsiyonlart saglandi.

Elde edilen her bir drnege ait cDNA ile, incelenecek genlere spesifik primer-problar
kullanilarak, kit {ireticisi firma tarafindan saglanan protokole uygun sekilde LightCycler
480 cihazinda gercek zamanli-PCR gerceklestirildi. Boylece incelenen genlerin mRNA
transkript diizeyleri kantitatif olarak belirlendi. Sonuglar, her dokuda ifade edildigi
bilinen pB-Aktin kontrol geninin ifade seviyesi ile normalize edildi. Boylece, incelenen
her bir genin A549 hiicrelerinde ifade edilip edilmedigi veya ifade seviyesindeki
degisiklikler tesbit edildi. Tiim analizler dublike calisildu.

3.2.8. Western Blot Analizi

Etkileri arastirilan test maddelerinin A549 hiicrelerindeki Bax, Bcl-2, LC3A/B, Atg5,
Beklin-1 ve GAPDH proteinlerinin ekspresyon diizeylerine olan etkileri Western Blot
analizi ile belirlendi. Bax, Bcl-2, LC3A/B, Atg5, Beklin-1 ve GAPDH proteinleri i¢in
total hiicre lizat1 kullanildi. Bunun icin éncelikle A549 hiicreleri 1x10° hiicre 100x20
mm’lik hiicre kiiltiirti petri kaplarina 6 mL DMEM besiyeri igerisinde ekildiler ve kiiltiir
kabi tabanina tutunmalar1 igin 24 saat CO3’li steril etiivde 37°C’de inkiibe edildiler. 24
saat sonunda petri kaplarindaki besiyerleri ortamdan uzaklastirildi ve ardindan hiicrelere
C. siliqua yaprak ekstreleri, inhibitorler ve pozitif kontrol olarak kullanilan ilag gruplar
RT-gPCR yonteminde belirtilen ayn1 dozda ve inkiibasyon siirelerinde uygulanarak
farkli hiicre gruplart olusturuldu. Belirtilen inkiibasyon siireleri sonunda hiicre

gruplarindaki besiyerleri ortamdan uzaklastirildi ve hiicreler soguk PBS ile bir kez
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yikandi. Bu asamadan sonra tiim ¢alismalar buz iizerinde gergeklestirildi. Daha sonra
hiicrelerin iizerine 1 mL soguk PBS eklendi ve hiicre kaziyicisi ile hiicreler kiiltiir kab1
tabanindan kazinarak steril tiip i¢inde toplandilar. Soguk PBS ile kazima islemi 3 kez
tekrarlandi. Tiip iginde toplanan hiicre siispansiyonlart 4°C’de 4000 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi. Santriflij sonunda siipernatan uzaklastirilarak hiicre pelletleri elde edildi.
Elde edilen hiicre pelletlerinden de ¢alisilacak proteine gore total hiicre lizat1 hazirlandi.
Total Hiicre Lizatimin Hazirlanmasi: AS549 hiicrelerinden total hiicre lizatlarinin
hazirlanmas1 i¢in proteaz ve fosfataz inhibitor kokteyli iceren RIPA (radio
immunoprecipitation assay) lizis tamponu kullanildi. Hiicre pelletinin biiyiikliigiine
RIPA (50mM Tris-HCI; pH 7.4, 150 mM NaCl, %0.1 SDS, %0.5 sodyum deoksikolat,
%1 Triton X-100, 200 mM PMSF, 100 mM sodium orthovanadate (NazVO,) ve proteaz
inhibitor kokteyl) ¢cozeltisinden 40-100 pL kullanildi.

Total hiicre lizatlarindaki protein konsantrasyonlari, Pierce™ BCA (Bisinkoninik asit)
protein analiz kiti kullanilarak kit iireticisi firma tarafindan saglanan protokole uygun

sekilde ol¢iildii.

Her bir protein 6rnegiden jel kuyucuklarina 40 pg protein yiiklendi ve proteinler
arastirilan proteinin biylikliigiine gore % 8-15’lik SDS-PAGE’de elektroforez edildiler.
Ardindan proteinler, 1slak transfer yontemi ile PVDF membran iizerine transfer edildi.
Daha sonra membrana, spesifik olmayan baglanmalardan kaginmak i¢in % 5 yagsiz siit
tozu igeren TBS-T tamponu (50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl ve % 0.1 Tween
20) ile 3 saat boyunca kapatma (blocking) islemi uygulandi. Kapatma isleminin
ardindan membran TBS-T tamponu ile 10’ar dakika 3 kez yikanarak siit tozu ortamdan
uzaklastirildi. Daha sonra membran TBS-T i¢inde hazirlanan uygun diliisyondaki
spesifik bir primer antikorla (Bax, Bcl-2, LC3A/B, Atg5 veya beklin-1) ile 4°C de gece
boyu inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan membran TBS-T tamponu ile 3 kez
yikanarak spesifik olmayan baglanmalar ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra membran
TBS-T i¢inde hazirlanan uygun diliisyondaki horseradish peroksidaz (HRP) bagh
sekonder antikor ile 1 saat oda 1sisinda inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda
membran tekrar TBS-T tamponu ile 10’ar dakika 3 kez yikandi ve yikama isleminin
ardindan arastirilan hedef protein kemilliiminesans tesbit etme ayiraglari (ECL)
kullanilarak belirlendi. Olugan kemiliiminesans sinyaller uygun bir yazilima sahip olan

bilgisayara bagli jel goriintiileme sisteminde goriintiilendi. Ayn1 membranlarda daha
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sonra, GAPDH kontrol proteini de antikorlar kullanilarak goriintiilendi. Jel goriintiileme
sisteminde elde edilen bantlarin goriintiileri Image J programi kullanilarak analiz edildi
ve arastirilan hedef proteinin ifade seviyesi, aynt membranda goriintiillenen kontrol
proteininin ifade seviyesi ile normalize edildi. Sarf malzeme yetersizligi nedeni ile,

western blot ile ilgili tim analizler bir kez yapildu.
3.2.9. istatistiksel Analiz

In vitro deneylerdeki her bir grubun verileri, ortalama + Standart Sapma (SS) olarak
degerlendirildi. Istatistiksel analizler SPSS ver. 15.0 bilgisayar programi kullanilarak
gerceklestirildi. A549 hiicrelerinde, C. siliqua yaprak ekstresi ve saf bilesiklerinin
antitiimoral aktivitesini belirlemek iizere, deney gruplarinin ortalamalar1 arasindaki
farkliliklar One-way ANOVA post hoc Dunnett ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak
analiz edildi. Farkliliklar, p<0.05, p<0.01 ve p<0.001 de istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1 C. siliqua Yapraklarindan Elde Edilen Ekstraksiyon Verimi

Olgun ve geng¢ Ceratonia siliqgua agaglarina ait yapraklardan %70’lik metanol ve
%70’1ik etanol ekstreleri hazirlandi. Bunun sonucunda Olgun aga¢ Yaprak Metanol
(OYM), Geng agag¢ Yaprak Metanol (GYM), Olgun aga¢ Yaprak Etanol (OYE) ve Geng
aga¢ Yaprak Etanol (GYE) ekstre oOrnekleri elde edildi. Baslangigta 100 g toz
yapraklardan hazirlanan ekstrelerden elde edilen ekstraksiyon verimi Tablo 4.1°de

gosterilmigtir.

Tablo 4.1. Olgun ve geng C. siliqua agaglarina ait yapraklardan hazirlanan %70’lik metanol ve
%70’lik etanol ekstrelerinden elde edilen ekstraksiyon verimi.

Ekstreler Verim (%)
GYE 20.68
GYM 19.15
OYE 26.97
oYM 23.21

Ekstraksiyon verimi bakimindan ekstreler birbirleri ile karsilastirildiginda, %70’lik
etanol ekstrelerinin %70’lik metanol ekstrelerinden daha yiiksek verime sahip oldugu
gorildi.

4.2 C. siliqua Yapraklarmdan Elde Edilen Ekstrelerin icerdikleri Toplam Fenol ve

Flavonoid Miktarlar:

C. siliqgua yapraklarindan elde edilen GYE, GYM, OYE ve OYM ekstrelerinin

igerdikleri toplam fenol ve flavonoid miktarlart Tablo 4.2°de gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Ekstrelerin i¢erdikleri toplam fenol ve flavonoid miktarlar1 (*ortalama + SD)

Toplam fenol miktari Toplam flavonoid
Ekstreler miktar:
(mg GAE/gekstre)
GYE 1.23 £ 0.08%* 2.59+0.01
GYM 0.98 £0.02 1.63 +£0.05
OYE 1.08 = 0.05 2.36 £0.07
oYM 0.93 £0.02 1.07 £0.03

*: ortalama + SD

Ekstreler en diisiikten en yliksege dogru igerdikleri toplam fenol miktar1 bakimindan
karsilastirildiginda  OYM<GYM<OYE<GYE seklinde, toplam flavonoid miktari
bakimindan da OYM<GYM<OYE<GYE seklinde siralandiklar1 bulundu. Boylece
%70’lik etanol ekstrelerinin %70’lik metanol ekstrelerinden daha fazla fenol ve
flavonoid miktarina sahip olduklari belirlendi. GYE ekstresinin de en fazla fenol ve

flavonoid miktarina sahip oldugu goriildii.
4.3 C. siliqua Yapraklarindan Elde Edilen Ekstrelerin Fenolik Bilesik I¢cerikleri

C. siliqua yaprak ekstrelerinin fenolik bilesimi LC/MS/MS analizi ile belirlendi.
LC/MS/MS analizinde standart olarak; gallik asit (GAc), epikatesin-3-gallat (ECG),
epigallokatesin-3- gallat (EGCQG), katesin (C), epikatesin (EC), epigallokatesin (EGC),
elajik asit (EAc), teofilin (T) ve klorojenik asit (ClAc) kullanild1 ve ekstrelerin bilesik
icerikleri bu standartlara karsi belirlendi. LC/MS/MS cihazinda yapilan analiz
sonucunda elde edilen ve standart olarak kullanilan saf bilesiklere ait kromatogramlar
Sekil 4.1°de gosterilmistir. Standart olarak kullanilan saf bilesiklerden EGC’nin
temininin ge¢ saglanmasi nedeniyle analizi tek olarak sonradan yapilmis olup, EGC’ye

ait kromotogram Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Standartlara ait toplam iyon kromatogrami (1, GAc; 2, EC; 3, ClAc; 4, T; 5, CA; 6,
EGCG; 7, C; 8, ECG)
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Sekil 4.2. EGC’ye ait toplam iyon kromatograma.

LC/MS/MS cihazinda yapilan analiz sonucunda elde edilen ve 4 farkli ekstreye ait olan

kromatogramlar Sekil 4.3-4.6’da gosterilmistir.
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Sekil 4.3. GYE ekstresine ait toplam iyon kromatogrami (1, GAc; 3, ClAc; 6, EGCG; 8, ECG)
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Sekil 4.4. GYM ekstresine ait toplam iyon kromatogrami (1, GAc; 6, EGCG; 8, ECG)
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Sekil 4.5. OYE ekstresine ait toplam iyon kromatogramu (1, GAc; 6, EGCG; 8, ECG)

u:u:-:-:-:u:n—f
gn:-:-:n:-:n—f
su:-:-:um—f
ru:-:-:u:-:'—f
5::-:-::::-3—5
51:-:-::1:-:'—5

Loo00H £

30000+

20000H

kI AR SV

IZI.IZII o 10 E:IZII o 30 Lo S0 &0 .0 a0 ag mh

Sekil 4.6. OYM Ekstresine ait toplam iyon kromatogrami (1, GAc; 6, EGCG; 8, ECQG)

LC/MS/MS kullanilarak yapilan analizde, ekstrelerdeki bilesiklerin igerikleri kiitle/yiik
(m/z) oranlan karsilastirilarak kesin olarak teshis edildi ve miktarlari ppb diizeyinde
standartlara karsi tayin edildi. LC/MS/MS cihazinda yapilan analiz sonucunda elde

edilen ekstrelerin sahip olduklari bilesik icerikleri ve miktarlar1 Tablo 4.3’de verilmistir.
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Tablo 4.3. LC/MS/MS analiz sonuglari.

Ekstreler

Madde Rt (dk) GYE GYM OYE OYM

(Ppb) (ppb) (ppb) (ppb)
GAC 1.00 53.62+0.34*  55.18+0.74  41.01£0.89  38.98+0.28
EC 2.70
ClAc 3.30 0.50+0.26
T 3.68
CA 3.70
EGCG 3.80 115.7343.39  21.77+0.72  123.75+1.09  35.80+2.47
C 4.00
ECG 5.18 3.76+0.04 1.68+0.13  5.83+0.19  2.73+0.07
EGC 0.70

*0rt + SD; Rt, tutunma zamant

LC/MS/MS analizi sonucunda, GYE ekstresinde; GAc, CIAc, EGCG ve ECG
bilesiklerinin bulundugu, GYM, OYE ve OYM ekstrelerinde ise; GAc, EGCG ve ECG
bilesiklerinin bulundugu belirlendi. Yapilan analizde ayni1 zamanda, GYE ve OYE
ekstrelerinin en fazla total bilesik miktarina sahip olduklar1 goriildi. Ekstreler
icerdikleri toplam bilesik miktar1 agisindan birbirleri ile karsilastirildiklarinda;
OYM<GYM<OYE<GYE seklinde siralandiklari bulundu. Elde edilen bu sonucun,
ekstrelerde ol¢limii yapilan ekstrelerin icerdigi toplam fenol ve flavonoid miktarlar ile

de uyumlu oldugu goriildii.

Ekstrelerin icerik analizlerinden elde edilen veriler sonucunda, ¢alismaya saf bilesik
icerikleri birbirinden farklilik gdsteren ve en fazla bilesik igerigine sahip olan GYE ve
OYE ekstreleri ile bu ekstrelerde bulunan GAc, ClAc, EGCG ve ECG bilesikleri ile
devam edilmesine karar verildi. Bdylece, ¢alisma kapsaminda A549 hiicrelerinde C.
siliqgua yapraklariin antitiimoral etkilerini belirlemeye yonelik gergeklestirilecek olan
MTT, kantitatif Real time-PCR ve Western Blot analizlerinde kullanilacak ekstreler ve

saf bilesikleri kesin olarak belirlenmis oldu.
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44 C. siligua Yaprak Ekstreleri ve Saf Bilesiklerinin A549 Hiicrelerinin
Canliliklar1 Uzerindeki Etkileri

Calisma kapsaminda etkisi arastiritlan C. siliqua yaprak ekstreleri (GYE ve OYE
ekstreleri) ile ekstrelerin igeriginde bulundugu tespit edilen; GAc, EGCG, ECG ve CIAc
bilesiklerinin A549 hiicrelerinin canliliklari lizerindeki etkileri MTT testi kullanilarak
doza ve zamana bagli olarak analiz edildi. Bunun i¢in, A549 hiicreleri GYE ve OYE
ekstrelerinin farkli konsantrasyonlar1 ile 6, 12, 24 ve 48 saat inkiibe edildiler. A549
hiicrelerinin canliliklarina etkilerini arastirmak ig¢in C. siliqua yaprak ekstrelerinin
giderek artis gosteren 100-400 pg/mL arasindaki konsantrasyonlari (100, 150, 200, 250,
300, 350 ve 400 pg/mL) ile saf bilesiklerin yine giderek artis gdsteren 20-200 uM
arasindaki (20, 40, 80, 120, 160, 180 ve 200 uM) konsantrasyonlara karsilik gelen
ug/mL’lik konsantrasyonlari kullanildi. Boylece, yapilan MTT analizi ile ekstre ve saf
bilesiklerin A549 hiicreleri i¢in en uygun inkiibasyon siireleri ile ¢alismalar siiresince
kullanilacak olan ve hiicrelerin %50 inhibisyonuna neden olan konsantrasyonlari (ICsg
dozlar1) belirlenmis oldu. MTT analizi sonucunda, tez ¢alismasimin sonraki
asamalarinda ekstrelerin ICsy dozu ile ICso’nin bir alt dozu olmak tiizere iki farkl

konsantrasyonlar1 kullanildi.
4.4.1 GYE Ekstresinin A549 Hiicrelerinin Canhlig Uzerindeki Etkisi

MTT hiicre canlilik testi kullanilarak elde edilen GYE ekstresine ait doza ve zamana
bagli % hiicre canlilig1 grafigi Sekil 4.7°de gosterilmistir. MTT analizi sonucunda,
GYE ekstresinin A549 hiicrelerinin canlilifin1 doza ve zamana bagl olarak azalttig

gorilmistir.
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Sekil 4.7. Artan konsantrasyonlarda GYE ekstresinin A549 hiicreleri ile 6, 12, 24 ve 48 saat
inkiibasyonu sonucunda elde edilen hiicre canliligi (%) grafigi. *p<0.001, **p<0.01, kontrol
grubu ile kiyaslandiginda (n=3).

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, GYE ekstresinin artan konsantrasyonlari
ile 6 saatlik inkiibasyon sonucunda,; kullanilan higbir ekstre konsantrasyonunun A549
hiicrelerinin canliligin1 kontrol grubuna gore anlamli olarak azaltmadigi, 12 ve 24
saatlik inkiibasyonlarda; 150 pg/mL ve daha yiiksek konsantrasyonlardaki GYE
ekstresinin hiicre canliligini doza bagiml olarak anlamli sekilde azalttig1 (p<0.001), 48
saatlik inkiibasyonda ise; 100 pg/mL (p<0.01) ve daha yiiksek konsantrasyonlardaki
(p<0.001) GYE ekstresinin hiicre canliligint kontrol grubuna gore doza bagimli olarak
anlaml sekilde azalttig1 tespit edildi.

Boylece, tez c¢alismasinin sonraki asamalarinda (RT-gPCR ve western blot
analizlerinde) kullanilacak olan GYE ekstresinin A549 hiicreleri ig¢in en uygun
inkiibasyon siiresi; 24 saatlik inkiibasyon, ICso dozu; 300 pg/mL ve ICso’nin bir alt
dozu; 250 pg/mL olarak belirlenmis oldu (Sekil 4.7).

4.4.2 OYE Ekstresinin A549 Hiicrelerinin Canlihg1 Uzerindeki Etkisi

MTT hiicre canlilik testi kullanilarak elde edilen OYE ekstresine ait doza ve zamana

bagli % hiicre canlilig1 grafigi Sekil 4.8’de gosterilmistir. Yapilan MTT analizi
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sonucunda, OYE ekstresinin A549 hiicrelerinin canliligin1 doza ve zamana bagl olarak

azalttig1 gorilmiistiir.
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Sekil 4.8. Artan konsantrasyonlarda OYE ekstresinin A549 hiicreleri ile 6, 12, 24 ve 48
inkiibasyonu sonucunda elde edilen hiicre canlihigi (%) grafigi. *p<0.001,**p<0.01, kontrol
grubu ile kiyaslandiginda (n=3).

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, OYE ekstresinin artan konsantrasyonlari
ile 6 saatlik inkiibasyon sonucunda; kullanilan hicbir ekstre konsantrasyonunun A549
hiicrelerinin canliligint kontrol grubuna gore anlamli olarak azaltmadigi, 12 saatlik
inkiibasyonda; 250 pg/mL ve daha yiiksek konsantrasyonlarm, 24 ve 48 saatlik
inkiibasyonlarda; kullanilan tim OYE ekstresi konsantrasyonlarinin hiicre canliligin
doza bagiml olarak kontrol grubuna gore anlamli sekilde azalttiklar1 (p<0.001) tespit
edildi.

Boylece, tez c¢alismasinin sonraki asamalarinda (RT-gPCR ve western blot
analizlerinde) kullanilacak olan OYE ekstresinin A549 hiicreleri i¢in en uygun

inkiibasyon stiresi; 24 saat, ICsp dozu; 350 pg/mL ve ICsp’nin bir alt dozu; 300 pg/mL
olarak belirlenmis oldu (Sekil 4.8).

Calisma kapsaminda etkisi arastirilan GYE ve OYE ekstreleri DMSO iginde
¢oziindiiler. Bununla birlikte, DMSO’nun kiiltiir ortamindaki final konsantrasyonu %

I’den daha diisiiktii. Yapilan MTT analizinde DMSO’nun kiiltiir ortamindaki final
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konsatrasyonunun A549 hiicreleri iizerinde sitotoksik bir etkiye sahip olmadigi ve

kontrol grubuna gore AS549 hiicrelerinin canliliklarini anlamli olarak azaltmadigi

gortildii (p>0.05) (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8).
4.4.3 Gallik Asit (GAc)’in A549 Hiicrelerinin Canlihig: Uzerindeki Etkisi

A549 hiicreleri i¢in GYE ve OYE eksteleri ile 24 saatlik inkiibasyon en uygun
inkiibasyon siiresi olarak belirlendigi icin, ekstrelerin igeriginde bulunan saf bilesikler
(GAc, EGCG, ECG ve ClAc) i¢in de en uygun inkiibasyon siiresi 24 saat olarak
belirlendi. Bu sebeple, ekstrelerin igeriginde bulunan her bir saf bilesigin A549
hiicrelerinin canliliklar1 tzerindeki etkileri, MTT testi kullamilarak 24 saatlik

inkiibasyonlar1 sonucunda doza bagli olarak analiz edildi.

MTT hiicre canlilik testi kullanilarak elde edilen GAc’ye ait doza bagli % hiicre
canliligr grafigi Sekil 4.9°da gosterilmistir. Yapilan MTT analizi sonucunda, GAc’nin

3.4-30.6 pg/mL doz araliginda A549 hiicrelerinin canlilifin1 anlamli olarak azaltmadig:

goriilmiistiir.
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Sekil 4.9. A549 hiicrelerinin GAc’nin artan konsantrasyonlari ile 24 saat inkiibasyonu
sonucunda elde edilen hiicre canliligi (%) grafigi. *p<0.001, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
(n=3).
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Yapilan istatistiksel degerlendirmede, GAc’nin giderek artig gésteren konsantrasyonlari
ile A549 hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda; GAc’nin 30.6 pg/mL’lik
konsantrasyonuna kadar A549 hiicrelerinin canliliginda anlamli bir azalma olmadigi
(p>0.05), 34 pg/mL’lik konsantrasyonda ise hiicre canliliginin kontrol grubuna goére
anlamli olarak azaldigi (p<0.001) tespit edildi. Bununla birlikte, GAc’nin en yliksek
konsantrasyonu olan 34 pg/mL’lik konsantrasyonda bile hiicre canliliginin %90 ’nin
tizerinde (%93.01) oldugu goriildii (Sekil 4.9). Boylece 3.4-34 pg/mL arasindaki GAC
konsantrasyonlarinin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde A549 hiicrelerinin canliliklarini
giicli sekilde azaltamadiklari belirlendi. Bu nedenle, GAc’nin belirlenen konsantrasyon
araliginda A549 hiicreleri tizerindeki ICsp dozu elde edilemedi. Sonug olarak, GAc’nin

tez ¢calismasinin RT-qPCR ve western blot asamalarindan ¢ikarilmasina karar verildi.

4.4.4 Epigallokatesin-3-gallat (EGCG)’mn A549 Hiicrelerinin Canhlig1 Uzerindeki
Etkisi

MTT hiicre canlilik testi kullanilarak elde edilen EGCG’ye ait doza bagli % hiicre
canliligi grafigi Sekil 4.10°da gosterilmistir. MTT analizi sonucunda, EGCG’nin 24
saatlik inkiibasyon sonucunda 9.1-82.5 pg/mL doz araliginda AS549 hiicrelerinin

canliligint anlamli olarak azaltmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.10. A549 hiicrelerinin EGCG’nin artan konsantrasyonlar1 ile 24 saat inkiibasyonu

sonucunda elde edilen hiicre canlilig1 (%) grafigi. *p<0.001, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
(n=3).
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Yapilan istatistiksel degerlendirmede, giderek artis gdsteren EGCG konsantrasyonlari
ile  A549 hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda; 82.5 pg/mL’lik
konsantrasyona kadar A549 hiicrelerinin canliliginda kontrol grubuna gore anlamli bir
azalma olmadigr (p>0.05), 91.6 pg/mL’lik konsantrasyonda ise hiicre canliliginin
anlamli olarak azaldig1 (p<0.001) tespit edildi. Bununla birlikte, EGCG’nin en yliksek
konsantrasyonu olan 91.6 ug/mL’lik konsantrasyonda bile hiicre canliliginin yaklasik
%80 oldugu (%80.99) goriilmiistiir (Sekil 4.10). Boylece, 24 saatlik inkiibasyon
stiresinde 9.1-91.6 pg/mL arasindaki EGCG konsantrasyonlarinin A549 hiicrelerinin
canliliklarmi etkili sekilde azaltamadiklari belirlendi. Bu nedenle, EGCG’nin belirlenen
konsantrasyon araliginda A549 hiicreleri lizerindeki ICsp dozu elde edilemedi. Sonug
olarak, EGCG’nin tez c¢alismasinin RT-gPCR ve western blot asamalarindan

c¢ikarilmasina karar verildi.
4.4.5 Epikatesin-3-gallat (ECG)’mn A549 Hiicrelerinin Canlihg1 Uzerindeki Etkisi

MTT hiicre canlilik testi kullanilarak elde edilen ECG’ye ait doza bagli % hiicre
canliligi grafigi Sekil 4.11°de gosterilmigtir. MTT analizi sonucunda, ECG’nin 24
saatlik inkiibasyon sonucunda 8.8-17.7 pg/mL doz araliginda AS549 hiicrelerinin

canliligint anlamli olarak azaltmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.11. A549 hiicrelerinin ECG’nin artan konsantrasyonlari ile 24 saat inkiibasyonu
sonucunda elde edilen hiicre canlilig1 (%) grafigi. *p<0.001, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
(n=3).
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Yapilan istatistiksel degerlendirmede, ECG’nin giderek artis gosteren konsantrasyonlari
ile A549 hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda; ECG’nin 17.7 pg/mL’lik
konsantrasyona kadar A549 hiicrelerinin canliligini anlamli sekilde azaltmadigi
(p>0.05), 35.3 ug/mL ve daha yiiksek konsantrasyonlarda ise hiicre canliligini kontrol
grubuna gore anlamli olarak azalttig1 (p<0.001) tespit edildi. Bununla birlikte, ECG’nin
en yliksek konsantrasyonu olan 88.4 pg/mL’lik konsantrasyondaki hiicre canliliginin
azalmaya ragmen yine de %75’in tizerinde (%76.61) oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.11).
Boylece, 8.8-88.4 nug/mL arasindaki ECG konsantrasyonlarinin 24 saatlik inkiibasyon
stiresinde A549 hiicrelerinin canliliklarini etkili sekilde azaltamadiklar1 belirlendi. Bu
nedenle, ECG’nin belirlenen konsantrasyon araliginda A549 hiicreleri tizerindeki ICs
dozu elde edilemedi. Sonug olarak, ECG’nin tez ¢alismasinin RT-qPCR ve western blot

asamalarindan ¢ikarilmasina karar verildi.
4.4.6 Klorojenik Asit (ClAc)’in A549 Hiicrelerinin Canhlig1 Uzerindeki Etkisi

MTT hiicre canlilik testi kullanilarak elde edilen ClAc’e ait doza ve zamana bagli %
hiicre canlilig1 grafigi Sekil 4.12°de gosterilmistir. MTT analizi sonucunda, Cl1Ac’nin 24
saatlik inkiibasyon sonucunda A549 hiicrelerinin canliligint 7-56.6 pg/mL’lik

konsantrasyonlarda hiicre canliligini azaltamadigi gorilmistiir.
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Sekil 4.12. A549 hiicrelerinin ClAc’nin artan konsantrasyonlar1 ile 24 saat inkiibasyonu
sonucunda elde edilen hiicre canliligi (%) grafigi. *p<0.05, **p<0.001, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda (n=3).
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Yapilan istatistiksel degerlendirmede, ClAc’nin giderek artis gdsteren konsantrasyonlari
ile A549 hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda; ClAc’nin 56.6 ug/mL’lik
konsantrasyona kadar A549 hiicrelerinin canliligin1 anlamli sekilde azaltmadigi
(p>0.05), 63.7 ve 70.8 pg/mL’lik konsantrasyonlarda ise hiicre canliligin1 kontrol
grubuna gore anlamli olarak azalttigi (sirasiyla p<0.05 ve p<0.001) tespit edildi.
Bununla birlikte, ClAc’nin en yiiksek konsantrasyonu olan 70.8 pg/mL’lik
konsantrasyondaki hiicre canliligiin azalmaya ragmen yine de %80’in iizerinde
(%84.71) oldugu gorilmistiir (Sekil 4.12). Boylece, 7-70.8 pg/mL arasindaki CIAC
konsantrasyonlarinin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde A549 hiicrelerinin canliliklarini
etkili sekilde azaltamadiklari belirlendi. Bu nedenle, CIAc’nin belirlenen konsantrasyon
araliginda A549 hiicreleri tizerindeki ICsy dozu elde edilemedi. Sonug olarak, ClAc’nin

tez ¢alismasinin RT-qPCR ve western blot asamalarindan ¢ikarilmasina karar verildi.

4.5. A549 Hiicrelerinde Pozitif Kontrol Olarak Kullanilan Taxol ve Resveratrol

Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Klinikte akciger kanserinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan ve terapotik etkisini
kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyerek gosteren anti kanser bir kemoterapi ilaci
olan Taxol (Paclitaxel), A549 hiicrelerinde apoptozun indiiklenmesinde pozitif kontrol
olarak kullanildi. Yine, klinik uygulamasi sinirli olmakla birlikte, anti kanser etkileri
bilinen Resveratrol de A549 hiicrelerinde otofajinin indiikklenmesinde pozitif kontrol
olarak kullanildi (2, 53, 135-139). Apoptoz ve otofajinin indiiklenmesinde pozitif
kontrol olarak kullanilan taxol wve resveratrol’tin A549 hiicrelerindeki 1Csg
konsantrasyonlari1 ise MTT hiicre canlilik testi ile belirlendi. Bunun i¢in, A549 hiicreleri
taxol ve resveratroliin artan konsantrasyonlari ile 24 saat inkiibe edildiler. Taxol igin
giderek artig gosteren 1-50 uM arasindaki (1, 2, 5, 10, 25 ve 50 uM) konsantrasyonlar,
resveratrol i¢in de yine giderek artig gosteren 5-200 uM arasindaki (5, 10, 25, 50, 100
ve 200 uM) konsantrasyonlar kullanildi. Taxol ve resveratrol konsantrasyonlar: pg/mL
cinsinden hesaplandi. Buna gore; taxol i¢in 0.9-42.7 pg/mL arasindaki (0.9, 1.7, 4.3,
8.5, 21.3, 42.7 pg/mL) konsantrasyonlar, resveratrol i¢in ise 1.1-45.6 ng/mL arasindaki
(1.1, 2.3, 5.7, 11.4, 22.8, 45.6 ng/mL) konsantrasyonlar kullanildi. Yapilan MTT analizi
sonucunda, taxol ve resveratroliin 24 saatlik inkiibasyonda A549 hiicrelerindeki ICsp

konsantrasyonlari belirlendi.
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MTT hiicre canlilik testi kullanilarak elde edilen Taxol’e ait % hiicre canlilig1 grafigi
Sekil 4.13°de gosterilmistir.  MTT analizi sonucunda, kullanilan tiim taxol

konsantrasyonlarinin A549 hiicrelerinin canlili§ini azalttig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.13. A549 hiicrelerinin Taxol’iin artan konsantrasyonlar1 ile 24 saat inkiibasyonu
sonucunda elde edilen hiicre canlilig1 (%) grafigi. *p<0.001, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
(n=3).

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, Taxol’iin giderek artis gosteren
konsantrasyonlari ile A549 hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyonunda, kullanilan tiim taxol
konsantrasyonlarinin A549 hiicrelerinin canliligini kontrol grubuna gére anlaml sekilde
azalttiklar1 (p<0.001) tespit edildi. Boylece, 24 saatlik inkiibasyonda taxol’iin A549
hiicrelerindeki 1Csp dozu 1.7 pg/mL olarak belirlendi (Sekil 4.13).

MTT hiicre canlilik testi kullanilarak elde edilen Resveratrol’e ait % hiicre canlilig
grafigi Sekil 4.14°de gosterilmistir. MTT analizi sonucunda, resveratroliin 24 saatlik
inkiibasyonda A549 hiicrelerinin canliligin1 1.1-2.3 pg/mL’lik doz araliginda anlamli

olarak azaltmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.14. A549 hiicrelerinin Resveratrol’iin artan konsantrasyonlar1 ile 24 saat inkiibasyonu
sonucunda elde edilen hiicre canlilig1 (%) grafigi. *p<0.001, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
(n=3).

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, resveratrol’in giderek artis gdsteren
konsantrasyonlarinin A549 hiicreleri ile 24 saatlik inkiibasyonunda, 1.1 ve 2.3
ng/mL’lik resveratrol konsantrasyonlarmin A549 hiicrelerinin canliligini anlamli
sekilde azaltmadiklar1 (p>0.05), bununla birlikte 5.7 pg/mL’lik ve daha daha yiiksek
konsantrasyonlarda hiicre canlilifinin kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldig:
(p<0.001) tespit edildi. Bdylece, 24 saatlik inkiibasyonda resveratrol’iin A549
hiicrelerindeki 1Cso dozu 22.8 pg/mL olarak belirlendi (Sekil 4.14).

Calismada kullanilan taxol ve resveratrol DMSO iginde ¢6ziindiiler. Bununla birlikte,
DMSO’nun kiiltiir ortamindaki final konsantrasyonlar1 % 1°den daha diisiiktii. Yapilan
MTT analizi ve istatistiksel degerlendirmede DMSO’nun kiiltiir ortamindaki final
konsatrasyonunun A549 hiicreleri iizerinde sitotoksik bir etkiye sahip olmadigi ve
kontrol grubuna goére AS549 hiicrelerinin canliliklarini anlamli olarak azaltmadigi

goriildii (p>0.05) (Sekil 4.13 ve Sekil 4.14).
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4.6. C. siligua Yaprak Ekstrelerinin A549 Hiicrelerinde Apoptoz Yolaginda Gorev
yapan genlerin mRNA Ekspresyonlarina EtKileri

GYE ve OYE ekstrelerinin A549 hiicrelerinde apoptotik yolakta énemli roller oynayan
antiapoptotik Bcl-2, proapoptotik Bax ve kaspaz 3 genlerinin mRNA transkripsiyon
(ifadelenme) diizeylerine etkileri kantitatif ger¢ek zamanli-PCR (RT-qPCR) yontemi
kullanilarak belirlendi. Genlerin ifade diizeyleri, B-actin kontrol geninin ifade seviyesi

ile normalize edildi.

GYE ve OYE ekstrelerinin A549 hiicrelerinde hem apoptotik yolaga etkilerini
calismada pozitif kontrol olarak kullanilan taxol (2 pM’a karsilik gelen 1.7 pg/mL’lik
konsantrasyonu) ve resveratrol’tin (100 puM’a karsilik gelen 22.8 pg/mL’lik
konsantrasyonu) yani sira, apoptozu inhibe eden genel kaspaz inhibitéric QVD-OPh (20
uM’a karsilik gelen 10.3 pg/mL’lik konsantrasyonu) ve otofaji inhibitéri 3-MA (5
mM’a karsilik gelen 746 pg/mL’lik konsantrasyonu) kullanildi. Calismada kullanilan
QVD-OPh ve 3-MA inhibitorlerinin konsantrasyonlar1 ilgili inhibitorlerin bilgi

formlarinda 6nerilen dozlara ve literatiire gore belirlendi (67,140-143).

GYE ve OYE ekstrelerinin A549 hiicrelerinde apoptotik yolaga etkilerini belirlemek ve
ayni1 zamanda otofaji ile apoptoz arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarmak iizere, hiicrelerin
bir grubu apoptoz ve otofaji inhibitorleri ile 1 saat 6n inkiibasyona maruz birakildilar ve
daha sonra ekstrelerin MTT analizi ile belirlenen konsantrasyonlari (ICsq ve 1Csp‘nin bir
alt dozlar) ile yeniden 24 saat inkiibe edildiler. Ardindan hiicre gruplarindan RNA’lar1
izole edilerek RT-gPCR yontemi ile Bax, Bcl-2 ve kaspaz 3 genlerinin mRNA

transkripsiyon diizeyleri belirlendi.

4.6.1. C. siligua Yaprak Ekstrelerinin A549 Hiicrelerinde Proapoptotik Bax ve
Antiapoptotik Bcl-2 genlerinin mRNA Ekspresyonuna Etkileri

GYE ve OYE ekstrelerinin A549 hiicrelerinde proapoptotik Bax ve antiapoptotik Bcl-2

genlerinin mRNA transkripsiyon diizeyine etkileri Sekil 4.15°de gosterilmistir.
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Sekil 4.15. A549 hiicrelerinde proapoptotik Bax ve antiapoptotik Bcl-2’nin mRNA
ekspresyonlarina GYE ve OYE ekstrelerinin etkileri. *p<0.001, **p<0.05 kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, (n=2).

Yapilan RT-gPCR analizi sonucunda, yalnizca otofaji inhibitorii 3-MA ile inkiibe edilen
hiicre grubu diginda, diger tiim gruplarda proapoptotik Bax’in mRNA ekspresyon
diizeyinin kontrol grubuna gore artis gosterdigi goriildii. Yalnizca ekstreler ile inkiibe
edilen hiicre gruplarinda OYE ekstresinin GYE ekstresine gore Bax mRNA diizeyini
daha fazla artirdig1 belirlendi. Otofaji inhibitorii 3-MA ile 6n inkiibasyon yapildiktan
sonra GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe edilen hiicre gruplarinda ise, Bax mRNA
diizeylerinin daha fazla artis gosterdigi, Bcl-2 mRNA diizeylerinin ise azalma gosterdigi
goriildii. Bax mRNA diizeyindeki en fazla artis ise 3-MA ile 6n inkiibasyon yapildiktan
sonra GYE ekstresinin 250 pg/mL’lik konsantrasyonu ile inkiibe edilen hiicre grubunda
goriilmiis olup bu hiicre grubundaki Bax mRNA diizeyi kontrol grubuna gore yaklasik
3.5 kat arttig1 goriilmiistiir. Apoptoz inhibitérii QVD-OPh ile 6n inkiibasyon yapildiktan
sonra GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe edilen hiicre gruplarinda ise antiapoptotik Bcl-
2 mRNA diizeylerinin diger gruplardan daha yiiksek oldugu goriildii. Taxol ile inkiibe
edilen hiicre grubunda ise Bcl-2 mRNA ekspresyonunun tamamen inhibe oldugu
gorildii (Sekil 4.15).

Yapilan istatistiksel analizde, tek basina 3-MA ile inkiibe edilen hiicre grubundaki Bax
mRNA diizeyinin kontrol grubundan farkli olmadigi (p>0.05), diger tiim gruplarda ise
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kontrol grubuna gore anlamli olarak artis gosterdigi tespit edildi (p<0.001). Bununla
birlikte, tek basina QVD-OPh ile inkiibe edilen hiicre grubundaki Bax mRNA diizeyi
kontrol grubuna gore 1.5 kat artis gostermekle birlikte, bu artis kontrol grubuna goére
daha az anlamli (p<0.05) bulundu. Antiapoptotik Bcl-2 mRNA diizeyinin ise, yalnizca
QVD-OPh ve GYE ekstresinin 300 pg/mL’lik konsantrasyonunun birlikte inkiibe
edildigi hiicre grubunda anlamli olarak artis gosterdigi (p<0.001), diger gruplardaki
artiglarin kontrol grubundan farkli olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05).

4.6.2. C. siliqua Yaprak Ekstrelerinin A549 Hiicrelerinde Kaspaz 3 geninin mRNA
Ekspresyonuna Etkileri

GYE ve OYE ekstrelerinin A549 hiicrelerinde Kaspaz 3 geninin mRNA transkripsiyon
diizeyine etkileri Sekil 4.16°de gosterilmistir.
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Sekil 4.16. A549 hiicrelerinde Kaspaz 3’tin mMRNA ekspresyonuna GYE ve OYE ekstrelerinin
etkileri. *p<0.001, **p<0.01 kontrol grubu ile kiyaslandiginda, (n=2).

Yapilan RT-gPCR analizi sonucunda, resveratrol, sadece 3-MA, sadece QVD-OPh ve
sadece GYE ekstresinin 250 pg/mL’lik konsantrasyonu ile inkiibe edilen hiicre gruplar
disindaki diger tiim gruplarda kaspaz 3 mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore artis
gosterdigi gorildi. Yalmizca GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe edilen hiicre
gruplarinda, kaspaz 3 mRNA diizeyinin artis gosterdigi belirlendi. Kaspaz 3 mRNA
diizeyideki bu artigin ise, otofaji inhibitorii 3-MA ve ekstrelerin birlikte inkiibe edildigi
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hiicre gruplarinda ve apoptoz inhibitori QVD-OPH ve ekstrelerin birlikte inkiibe
edildigi hiicre gruplarinda daha fazla oldugu goriildii. Kaspaz 3 geninin mRNA
transkripsiyon diizeyindeki en fazla artis ise Taxol ile inkiibe edilen hiicre grubunda
goriilmiis olup, bu gruptaki kaspaz 3 mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore yaklasik 6
kat arttig1 goriilmistiir (Sekil 4.16).

Yapilan istatistiksel analizde, resveratrol, sadece 3-MA, sadece QVD-OPH ve sadece
GYE ekstresinin 250 pg/mL’lik konsantrasyonu ile inkiibe edilen hiicre gruplarindaki
kaspaz 3 mRNA diizeylerinin kontrol grubundan farkli olmadig: (p>0.05), diger tiim
gruplarda ise kaspaz 3 mRNA diizeylerinin kontrol grubuna gére anlamli olarak artis
gosterdigi tespit edildi (p<0.001). Bununla birlikte, sadece OYE ekstresinin 300
pg/mL’lik konsantrasyonu ile inkiibe edilen hiicre grubundaki artisin kontrol grubuna
gore daha az anlamli oldugu (p<0.01) gorilldii. OYE 350 ve GYE 300 pg/mL’lik
konsantrasyonu ile inkiibe edilen hiicre grubu kontrol grubuna gore kiyaslandiginda

yaklasik 4.5 kat arttig1 gortilmiistiir.

4.7. C. siliqgua Yaprak Ekstrelerinin A549 Hiicrelerinde Apoptoz Yolaginda Gorev

yapan Proteinlerin Ekspresyonlarina Etkileri

A549 hiicrelerinde, GYE ve OYE ekstrelerinin apoptoz yolaginda gorev yapan Bax ve
Bcl-2 proteinlerinin ekspresyonlar iizerindeki etkileri Western blot analizi ile belirlendi.
Bax ve Bcl-2 proteinlerinin ifade diizeyleri, GAPDH kontrol proteininin ifade seviyesi

ile normalize edildi.

Bununla birlikte, western blot deneylerinde 6rnek sayisinin ¢ok fazla olmasi nedeni ile,
sarf malzeme sikintis1 yagsanmis ve gere¢ ve yontem boliimiinde de belirtildigi gibi sarf
malzeme yetersizligi nedeni ile western blot analizleri ile ilgili tiim deneyler bir kez
yapilabilmistir. Bu nedenle, western blot analizlerinden elde edilen sonuglarin
istatistiksel degerlendirmeleri yapilamamis ve elde edilen sonuglar kontrol gruplarina
(normal kontrol grubu, pozitif kontrol gruplari olan QVD-OPh, 3-MA, Taxol ve
Resveratrol gruplar1) gore artma ya da azalma gosterdi seklinde ifade edilmistir. Fakat
bu artis ya da azalmalarin istatistiksel olarak anlamliliklart belirlenememistir. Diger
taraftan, yine 6rnek sayisinin ¢ok fazla olmasi nedeni ile, tiim 6rnekler tek bir membran
lizerinde goriintiilenememistir. Bu sebeple, sadece GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe
edilen hiicre gruplar1 ve ¢alismada pozitif kontrol gruplar1 olarak kullanilan ve

hiicrelerle tek basina inkiibe edilen QVD-OPh, 3-MA, Taxol ve Resveratrol hiicre
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gruplart ile tek bir membranda, apoptoz ve otofaji inhibitdrleri QVD-OPh ve 3-MA ile
On inkiibasyon yapildiktan sonra tekrar GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe edilen hiicre

gruplari ise baska bir membranda goriintiilenmistir.

47.1. C. siligua Yaprak Ekstrelerinin AS549 Hiicrelerinde Hiicrelerinde
Proapoptotik Bax ve Antiapoptotik Bcl-2 Protein Ekspresyonlarina Etkileri

GYE ve OYE ekstreleri, taxol, 3-MA, QVD-OPh ve resveratrol’iin A549 hiicrelerindeki
proapoptotik Bax ve antiapoptotik Bcl-2 proteinlerinin ekspresyonlarina etkilerini
gosteren western blot goriintiileri ve goriintiilerin analizi ile elde edilen Bax/Bcl-2

oranina ait grafik sirasiyla Sekil 4.17, Sekil 4.18 ve Sekil 4.19°da gosterilmistir.
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OYE 300 pg/mL
OYE 350 pg/mL

Sekil 4.17. GYE ve OYE ekstreleri, taxol (1.7 pg/mL), 3-MA (746 pg/mL), QVD—OPH (10.3
nug/mL) ve Resveratrol (22.8 pg/mL) ile inkiibe edilen A549 hiicre gruplarindaki Bax protein
ekspresyonunu gosteren western blot goriintiisii.
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Sekil 4.18. GYE ve OYE ekstreleri, taxol (1.7 pg/mL), 3-MA (746 png/mL), QVD-OPH (10.3
pug/mL) ve Resveratrol (22.8 ug/mL) ile inkiibe edilen A549 hiicre gruplarindaki Bcl-2 protein
ekspresyonunu gosteren western blot goriintiisii.
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Sekil 4.19. GYE ve OYE ekstreleri, taxol (1.7 pg/mL), 3-MA (746 pg/mL), QVD-OPH (10.3
pg/mL) ve resveratrol (22.8 pg/mL) ile inkiibe edilen A549 hiicre gruplarindaki Bax/Bcl-2
oranini gosteren grafik.

Western blot analizi sonucunda, Bax/Bcl-2 oraninin resveratrol grubu diginda diger tiim
gruplarda kontrol grubuna gore artis gosterdigi goriildii. Bax/Bcl-2 oranindaki en fazla
artig 1Ise GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe edilen hiicre gruplarinda goriildii. Bununla
birlikte, GYE ekstresinin 300 pg/mL’lik konsantrasyonu ile inkiibe edilen hiicre
grubundaki Bax/Bcl-2 orani kontrol grubuna goére yaklagik 1.5 kat arttigi goriilmistiir
(Sekil 4.17-19).

Apoptoz inhibitori QVD-OPH ve otofaji inhibitérii 3-MA ile 6n inkiibasyon
yapildiktan sonra GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe edilen hiicre guplarindaki
proapoptotik Bax ve antiapoptotik Bcl-2 proteinlerinin ekspresyonlarini gosteren
western blot goriintiileri sirasiyla Sekil 4.20 ve Sekil 4.21°de, goriintiilerin analizi ile

elde edilen Bax/Bcl-2 oranina ait grafik de Sekil 4.22°de gosterilmistir.
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Sekil 4.20. Apoptoz ve otofaji inhibitérleri QVD-OPH (10.3 ug/mL) ve 3-MA (746 ug/mL) ile
6n inkiibasyon yapildiktan sonra GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe edilen A549 hiicre
guplarinda Bax protein ekspresyonunu gosteren western blot goriintiisii.
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Sekil 4.21. Apoptoz ve otofaji inhibitorleri QVD-OPH (10.3 pg/mL) ve 3-MA (746 ng/mL) ile
on inkiibasyon yapildiktan sonra GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe edilen A549 hiicre
guplarinda Bcl-2 protein ekspresyonunu gosteren western blot goriintiis.
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Sekil 4.22. Apoptoz ve otofaji inhibitérleri QVD-OPH (10.3 pg/mL) ve 3-MA (746 pg/mL) ile
on inkiibasyon yapildiktan sonra GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe edilen A549 hiicre
guplarinda Bax/Bcl-2 oranimi gosteren grafik.
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Western blot analizi sonucunda, Bax/Bcl-2 oraninin tiim gruplarda kontrol grubuna gore
artig gosterdigi goriildi. Bununla birlikte, 3-MA 06n inkiibasyon yapilan hiicre
gruplarinda Bax/Bcl-2 oranindaki en fazla artis kontrol grubuna gére OYE ekstresinin
300 pg/mL’lik konsantrasyonunda yaklasik 3.5 Kat artis goriilmiistiir. QVD-OPH ile 6n
inkiibasyon yapilan hiicre gruplarinda ise Bax/Bcl-2 oranindaki en fazla artig kontrol
grubuna gore GYE ekstresinin 300 pg/mL’lik konsantrasyonunda 7.5 kat artis oldugu
gortilmistiir (Sekil 4.20-22).

4.8. C. siliqua Yaprak Ekstrelerinin A549 Hiicrelerinde Otofaji Yolaginda Gorev

yapan Proteinlerin Ekspresyonlarina Etkileri

A549 hiicrelerinde, GYE ve OYE ekstrelerinin otofaji yolaginda gorev yapan Beklin 1,
Atg 5 ve LC3A/B proteinlerinin ekspresyonlar: iizerindeki etkileri Western blot analizi
ile belirlendi. Beklin 1, Atg 5 ve LC3A/B proteinlerinin ifade diizeyleri GAPDH

kontrol proteininin ifade seviyesi ile normalize edildi.

48.1. C. siligua Yaprak Ekstrelerinin A549 Hiicrelerinde Beklin 1 Protein

Ekspresyonuna Etkileri

GYE ve OYE ekstreleri, taxol, 3-MA, QVD-OPH ve resveratrol’in A549
hiicrelerindeki Beklin 1 protein ekspresyonuna etkilerini gosteren western blot
goriintiileri Sekil 4.23’de, goriintiilerin analizi ile elde edilen beklin 1 ekspresyon

diizeylerine ait grafik ise Sekil 4.24°de gosterilmistir.
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Sekil 4.23. GYE ve OYE ekstreleri, taxol (1.7 pg/mL), 3-MA (746 pg/mL), QVD-OPH (10.3
pg/mL) ve Resveratrol (22.8 pg/mL) ile inkiibe edilen A549 hiicre gruplarinda Beklin 1 protein
ekspresyonunu gosteren western blot goriintiisii.
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Sekil 4.24. GYE ve OYE ekstreleri, taxol (1.7 pg/mL), 3-MA (746 pg/mL) , QVD-OPH (10.3
ug/mL) ve resveratrol (22.8 ug/mL) ile inkiibe edilen A549 hiicre gruplarinda beklin 1 protein
ekspresyon diizeylerini gosteren grafik.

Western blot analizi sonucunda, taxol, 3-MA, QVD-OPH ve resveratrol ile inkiibe
edilen tiim pozitif kontrol hiicre gruplarindaki beklin 1 protein ekspresyonunun kontrol
grubuna gore azaldigr gorildi. Bununla birlikte, GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe
edilen hiicre gruplarinda beklin 1 protein ekspresyonunu kontrol grubuna gore giiglii
sekilde azalma gorilmiis olup, en giclii inhibisyon ise OYE 350 pg/mL’lik
konsantrasyonda beklin 1 protein ekspresyonu kontrol grubuna gore yaklagik 0.7 kat
inhibe oldugu gortldi (Sekil 4.23-24).

Apoptoz inhibitori QVD-OPH ve otofaji inhibitorii 3-MA ile 6n inkiibasyon
yapildiktan sonra GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe edilen hiicre guplarindaki beklin 1
protein ekspresyonunu gosteren western blot goriintiileri Sekil 4.25°de, goriintiilerin
analizi ile elde edilen beklin 1 ekspresyon diizeylerine ait grafik ise Sekil 4.26’da

gosterilmistir.
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Sekil 4.25. Apoptoz ve otofaji inhibitorleri QVD-OPH (10.3 pg/mL) ve 3-MA (746 png/mL) ile
on inkiibasyon yapildiktan sonra GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe edilen A549 hiicre
guplarinda beklin 1 protein ekspresyonunu gosteren western blot goriintiis.
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Sekil 4.26. Apoptoz ve otofaji inhibitorleri QVD-OPH (10.3 pg/mL) ve 3-MA ( 746 ug/mL) ile
on inkiibasyon yapildiktan sonra GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe edilen A549 hiicre
gruplarinda beklin 1 protein ekspresyon diizeylerini gosteren grafik.

Western blot analizi sonucunda, GYE ve OYE ekstrelerinin tiim gruplarda beklin 1
protein ekspresyon diizeyini kontrol grubuna gore giiclii sekilde inhibe ettigi goriildii.
Bununla birlikte QVD-OPH ile 6n inkiibasyon yapildiktan sonra GYE ve OYE
ekstreleri ile inkiibe edilen hiicre gruplarinda beklin 1 protein ekspresyonu kontrol

grubuna gore azalmis olup, en giiclii inhibisyon ise QVD-OPH ile 6n inkiibasyon
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yapildiktan sonra GYE 300 pg/mL'lik konsantrasyonda beklin 1 protein ekspresyonu
kontrol grubuna gore yaklasik 0.8 kat azalma oldugu gorilmustiir (Sekil 4.25-26). Daha
da oOtesi, tek basina 3-MA ve tek basmna QVD-OPH ile inkiibe edilen hiicre
gruplarindaki beklin 1 ekspresyon diizeylerinin (Sekil 4.23 ve 4.24), 3-MA ve QVD-
OPH ile 6n inkiibasyon yapildiktan sonra GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe edilen
hiicre gruplarinda ¢ok daha etkili sekilde azaldig1 belirlenmistir.

4.8.2. C. siligua Yaprak Ekstrelerinin A549 Hiicrelerinde Hiicrelerinde Atg5
Protein Ekspresyonuna Etkileri

GYE ve OYE ekstreleri, taxol, 3-MA, QVD-OPH ve resveratrol’in A549
hiicrelerindeki Atg 5 protein ekspresyonuna etkilerini gosteren western blot gortintiileri
Sekil 4.27°de, goriintiilerin analizi ile elde edilen Atg 5 ekspresyon diizeylerine ait

grafik ise Sekil 4.28”de gosterilmistir.

AtgS
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Kontrol

Taxol

3-MA
QVD-OPh
Resveratrol
GYE 250 pug/mL
GYE 300 pg/mL
OYE 300 pg/mL
OYE 350 pg/mL

Sekil 4.27. GYE ve OYE ekstreleri, taxol (1.7 pg/mL), 3-MA (746 pg/mL), QVD-OPH
(10.3ug/mL) ve resveratrol (22.8 pg/mL) ile inkiibe edilen A549 hiicre gruplarinda Atg 5
protein ekspresyonunu gdsteren western blot goriintiisi.
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Sekil 4.28. GYE ve OYE ekstreleri, taxol (1.7 pg/mL), 3-MA ( 746 ug/mL), QVD-OPH (
10.3pug/mL) ve resveratrol (22.8 pg/mL ) ile inkiibe edilen A549 hiicre gruplarinda Atg 5
protein ekspresyon diizeylerini gosteren grafik.

Western blot analizi sonucunda, taxol ve resveratrol hiicre grubu disindaki diger tiim
gruplarda Atg 5 protein ekspresyonunun kontrol grubuna gore azaldigi goriildii. En
gliclii inhibisyon ise kontrol grubuna gére GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe edilen
hiicre gruplarinda olup, en giiglii inhibisyon ise OYE 350 pg/mL'lik konsantrasyonda
Atg 5 protein ekspresyonu kontrol grubuna gore yaklasik 0.7 kat azaldigi goriilmiistiir.
(Sekil 4.27-28).

Apoptoz inhibitori QVD-OPH ve otofaji inhibitorii 3-MA ile 6n inkiibasyon
yapildiktan sonra GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe edilen hiicre guplarindaki Atg 5
protein ekspresyonunu gosteren western blot goriintiileri Sekil 4.29°da, goriintiilerin
analizi ile elde edilen Atg 5 ekspresyon diizeylerine ait grafik ise Sekil 4.30°da

gosterilmistir.
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Sekil 4.29. Apoptoz ve otofaji inhibitorleri QVD-OPH (10.3 pg/mL)ve 3-MA (746 pg/mL) ile
on inkiibasyon yapildiktan sonra GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe edilen A549 hiicre
guplarinda Atg 5 protein ekspresyonunu gosteren western blot goriintiisii.
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Sekil 4.30. Apoptoz ve otofaji inhibitérleri QVD-OPH (10.3 pg/mL ) ve 3-MA (746 pg/mL) ile
on inkiibasyon yapildiktan sonra GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe edilen A549 hiicre
gruplarinda Atg 5 protein ekspresyon diizeylerini gosteren grafik.

Western blot analizi sonucunda, 3-MA ve QVD-OPH ile 6n inkiibasyon yapilan tim
hiicre gruplarimda GYE ve OYE ekstrelerinin Atg 5 protein ekspresyonunu kontrol
grubuna gore giiclii sekilde inhibe ettikleri gortildi. En gii¢lii inhibisyon ise QVD-OPH
ile 6n inkiibasyon yapildiktan sonra GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe edilen hiicre
gruplarinda goriilmiis olup, en giiglii inhibisyon ise QVD-OPH ile 6n inkiibasyon
yapildiktan sonra GYE 350 pg/mL'lik konsantrasyonda Atg 5 protein ekspresyonu
kontrol grubuna goére yaklasik 0.8 kat azaldigi goriilmiistiir (Sekil 4.29 ve 4.30). Daha
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da otesi, 3-MA ve QVD-OPH ile 6n inkiibasyon yapildiktan sonra GYE ve OYE
ekstreleri ile inkiibe edilen hiicre gruplarindaki Atg 5 ekspresyon diizeylerinin, Sadece
3-MA ve sadece QVD-OPH ile inkiibe edilen hiicre gruplarindakine gore (Sekil 4.27 ve
4.28) ¢ok daha etkili sekilde azaldig1 belirlendi.

48.3. C. siliqua Yaprak Ekstrelerinin A549 Hiicrelerinde LC3A/B Protein

Ekspresyonuna Etkileri,

LC3 A/B (Mikrotiibiil iligkili protein 1 hafif zincir 3 A/B), otofaji belirteci olarak
kullanilmaktadir. Otofaji sirasinda LC3 A/B (LC3) kesilir ve sitozolik LC3 A/B-1
(LC3-1) tipi olusturulur. LC3-1"de, fosfatidiletanolamine baglanarak LC3 A/B-Il (LC3-
I1)’ye doniisiir. LC3-11 ise otofajinin belirteci olarak kullanilmaktadir.

GYE ve OYE ekstreleri, taxol, 3-MA, QVD-OPH ve resveratrol’in A549
hiicrelerindeki LC3-1 ve LC3-1l protein diizeylerine etkilerini gdsteren western blot
goriintiileri Sekil 4.31°de, goriintiilerin analizi ile elde edilen LC3-1 ve LC3-1I protein
diizeylerine ait grafik de Sekil 4.32’de gosterilmistir.
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3-MA
QVD-OPh
Resveratrol
GYE 250 pg/mL
GYE 300 pg/mL
OVYE 300 pg/mL
OYE 350 pg/mL

Sekil 4.31. GYE ve OYE ekstreleri, taxol (1.7ug/mL), 3-MA ( 746 png/mL), QVD-OPH (10.3
pug/mL) ve resveratrol (ug/mL) ile inkiibe edilen A549 hiicre gruplarinda LC3-11 protein
diizeyini gosteren western blot goriintiisii.



75

mLC3A
WLC3-ll
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Sekil 4.32. GYE ve OYE ekstreleri, taxol (1.7 pg/mL), 3-MA (746 ng/mL), QVD-OPH (10.3
nug/mL) ve resveratrol ( 22.8 pg/mL) ile inkiibe edilen A549 hiicre gruplarinda LC3-11 protein
diizeyini gosteren grafik.

Western blot analizi sonucunda, taxol ve QVD-OPH hiicre grubu digindaki diger tiim
hiicre gruplarinda LC3-Il protein diizeyinin kontrol grubuna gore arttigi goriildii. En
etkili artisin ise 3-MA ile inkiibe edilen hiicre grubunda oldugu ve kontrol grubuna gore
yaklagik 1.7 kat arttig1 goriilmiistiir. OYE ekstreleri ile inkiibe edilen hiicre gruplarinda
gorildi (Sekil 4.31-32).

Apoptoz inhibitori QVD-OPH ve otofaji inhibitorii 3-MA ile 6n inkiibasyon
yapildiktan sonra GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe edilen hiicre guplarindaki LC3-I ve
LC3-II protein diizeylerini gosteren western blot goriintiileri Sekil 4.33°de, goriintiilerin
analizi ile elde edilen LC3-1 ve LC3-II protein diizeylerine ait grafik ise Sekil 4.34’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.33. Apoptoz ve otofaji inhibitorleri QVD-OPH (10.3 pg/mL) ve 3-MA (746 ng/mL) ile
on inkiibasyon yapildiktan sonra GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe edilen A549 hiicre
guplarinda LC3-II protein diizeyini gosteren western blot goriintiisii.
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Sekil 4.34. Apoptoz ve otofaji inhibitérleri QVD-OPH (10.3 pg/mL) ve 3-MA (746 ng/mL) ile
on inkiibasyon yapildiktan sonra GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe edilen A549 hiicre
gruplarinda LC3140-I1 protein diizeyini gosteren grafik.

Western blot analizi sonucunda, 3-MA ve QVD-OPH ile 6n inkiibasyon yapilan tim
hiicre gruplarinda LCS3-II protein diizeyininin kontrol grubuna gore artis gosterdigi
goriildii. Kontrol grubuna gore en etkili artig ise 3-MA ile 6n inkiibasyon yapildiktan
sonra OYE 350 ve GYE 300 pug/mL’lik ekstre konsantrasyonlari ile inkiibe edilen hiicre
gruplarinda goriilmiis olup, bu gruplardaki LC3-II protein diizeyi kontrol grubuna gore
yaklasik 6 kat artis gostermistir (Sekil 4.33-34). Daha da 6tesi, sadece 3-MA ve sadece
QVD-OPH ile inkiibe edilen hiicre gruplarindaki LC3-Il protein diizeylerinin (Sekil
4.31-32), 3-MA ve QVD-OPH ile 6n inkiibasyon yapildiktan sonra GYE ve OYE
ekstreleri ile inkiibe edilen hiicre gruplarinda ¢ok daha etkili sekilde arttig1 goriilmiistiir.



5. TARTISMA VE SONUC

Kanser vakalar1 son yiizyll icerisinde Oliim nedenleri arasinda kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra ikinci siraya yiikselerek halk sagligi a¢isindan agilmasi gereken bir
problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (1, 18, 19).

Akciger kanseri tedavi stratejileri genellikle kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini
saglayan hiicre sag kalim mekanizmalarinin baskilanmasi ve hiicre 6liimiine neden olan
sinyal yolaklarmin tetiklenmesi gibi molekiiler mekanizmalar1 hedef almaktadir.
Antitiimoral olarak kullanilan c¢esitli kemoterapdtik ajanlarin hiicre i¢i molekiiler
mekanizmalarinin arastirilmast biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu kapsamda malign
timorlerin ortadan kaldirilmasinda kullanilabilecek ve bireye yan etkisi en aza
indirgenmis kemoterapétik ajanlarin gelistirilmesine yonelik c¢alismalar yapilmaktadir
(144).

Ulkemizde kegiboynuzu olarak da bilinen ve Fabaceae familyasina ait olan Ceratonia
siliqua L. (C. siliqua) agaci Akdeniz bolgelerine 6zgii bir bitki olup, Tiirkiye’de yaygin
olarak Bati ve Giiney Anadolu bolgelerinde dogal olarak yetismektedir (7).
Kegiboynuzu agacinin yapraklari fenolik bilesikler agisindan zengin olup, meyve ve
yapraklarindan elde edilen ekstrelerin gesitli kanser hiicre hatlari iizerinde antioksidan
ve antiproliferatif aktiviteye sahip olduklari bildirilmistir (115). C. siliqua yaprak
ekstresinin yiiksek antioksidan ve antiproliferatif aktviteye sahip olmasi sebebi ile, bu
bitkinin nutrasétik ya da farmasotik bir driin olarak gelistirilmesi gerektigi

belirtilmektedir (8, 9, 11-16).

Yapilan bir ¢alismada, C. Siliqua yapraklarindan hazirlanan su ekstresi ve total
oligomer flavonoid (TOF)’lerin murin 16semi hiicre hatti (L1210) {izerinde antioksidan
etkileri arastirilmistir. L1210 hiicreleri, 25-400 ug/mL doz araligindaki TOF ve su
ekstresi ile 48 saat inkiibe edilmis ve MTT analizi ile TOF ve su ekstresinin L1210

hiicrelerindeki 1Csy degerleri sirasiyla 65 ve 140 pg/mL olarak belirlenmistir (115).
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Bizim c¢alismamizda ise, C. siliqua yapraklarindan hazirlanan GYE ve OYE
ekstrelerinin 24 saatlik inkiibasyon sonucu A549 hiicreleri tizerindeki 1Cso degerleri

sirastyla 300 pg/mL ve 350 pg/mL olarak bulunmustur.

Yapilan bir ¢alismada, C. siliqua yapraklarindan % 70’lik etanol ekstresi hazirlanarak
ekstrenin toplam flavonoid igerigi yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) ile
tespit edilmistir. HPLC analizi sonucunda, ekstre igeriginde yiiksek miktarda mirsetin,
kersetin ve kamferol bulundugu belirlenmistir (130). C. siliqua kabuk (tohum zarfi) ve
yapraklarindan elde edilen ekstrelerin fare hepatoselliiler karsinoma (T1) hiicre hatti
tizerindeki antitiimoral etkilerinin arastirildigi bir baska ¢alismada ise; ekstrelerin HPLC
analizi yapilmis ve analiz sonucunda bizim sonug¢larimizla uyumlu olarak ekstrelerin
iceriginde GAc, EGCG ve ECG’nin bulundugu tespit edilmistir. Ayni ¢alismada her iki
ekstrenin T1 hiicreleri ile 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda kaspaz 3 aktivasyonunun
artti@1 ve boylece apoptozun indiiklendigi belirtilmistir (8). Bizim ¢alismamizda ise, C.
siligua yapraklarindan elde edilen %70’lik metanol ve %70’lik etanol ekstrelerinin
fenolik bilesik icerikleri LC/MS/MS ile analiz edilmis ve analiz sonucunda %70’lik
metanol ekstresinin igeriginde GAc, EGCG ve ECG bilesiklerinin, %70’lik etanol
ekstresinin igeriginde ise GAC, EGCG, ECG ve CIAc bilesiklerinin bulundugu tespit

edilmistir.

C. siliqua yaprak ekstrelerinin igeriginde bulunan GAc, ClAc, EGCG ve ECG
bilesiklerinin ¢esitli timdr hiicre hatlarinda, tiimor hiicrelerinin canliliklar1 {izerindeki
etkilerinin arastirlldigi ¢alismalara yonelik literatiir taramasi yapilmistir. Yapilan
literatiir taramasi sonucunda, EGCG’nin 10-500 uM’lik konsantrasyonlari ile 24 saat
inkiibe edilen mezotelyoma hiicre hatlarinda (EHMES-10, EHMES-1, ACC-meso, Y-
meso, ve MSTO-211H) EGCG’nin ICs degerleri belirlenmistir. Buna gére, EGCG’nin
EHMES-10, EHMES-1, ACC-meso, Y-meso, ve MSTO-211H hiicre hatlarindaki 1Csg
degerleri sirasiyla 179, 29, 42, 128, 35 uM olarak belirlenmistir (145). Bizim
calisgmamizda ise, EGCG’nin 9.1-91.6 pg/mL (20-200 uM) araligindaki
konsantrasyonlar1 ile 24 saat inkiibe edilen A549 hiicre hattinda, EGCG’nin A549
hiicrelerinin canliliklarini anlamli sekilde azaltamadig goriildii. Bu sebeple, EGCG’nin

A549 hiicreleri tizerindeki 1Csg dozu elde edilememistir.

Yapilan bir bagka caligmada, GAC’nin ¢esitli konsantrasyonlar1 ile 48 saat inkiibe edilen

kiicik hiicreli karsinoma (SBC-3), skuaméz hiicreli karsinoma (EBC-1) ve
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adenokarsinoma (A549) kanseri hiicre hatlarinin canliliklar1 tizerindeki etkisi MTT
analizi ile belirlenmis ve ICso degeri sirasiyla 10, 20, 60 ug/mL olarak belirlenmistir
(118). Bizim c¢alismamizda ise GAC’nin 3.4-34 pg/mL (20-200 uM) araligindaki
konsantrasyonlari ile 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda A549 hiicre hattindaki 1Csg

dozu elde edilememistir.

Yapilan bir ¢alismada Klorojenik asitin 30 ve 50 uM’lik konsantrasyonlari ile 24 saat
inkiibe edilen A549 hiicre hattinda kontrol grubu ile kiyaslandiginda hiicre canliliginin
sirastyla %27 ve %39 oraninda inhibe oldugu belirtilmektedir (146). Bizim
calisgmamizda ise klorojenik asitin  7-70.8 ug/mL (20-200 uM) araligindaki
konsantrasyonlari ile 24 saat inkiibe edilen A549 hiicre hattinda klorojenik asitin A549
hiicrelerinin canliliklarini anlamli sekilde azaltamadig1 goriildii. Bu sebeple, klorojenik

asitin A549 hiicreleri tizerindeki ICsqg dozu elde edilemedi.

ECG’nin insan melanom kanseri (A375) hiicre hatt1 tizerindeki antitiimoral etkisinin
arastirlldigi  bir c¢alismada, ECG’nin 100 pM’lik konsantrasyonunun Kkaspaz 3
aktivitesini artirarak apoptozu indiikledigi belirtilmistir (121). Bizim ¢aligmamizda ise
A549 hiicre hattinda 8.8-88.4 pg/mL (20-200 uM) konsantrasyon araliginda ECG’nin

ICs5p dozu belirlenememistir.

Tez caligmas1 kapsaminda, ekstrelerin iceriginde bulunan GAc, CIAc, EGCG ve ECG
bilesiklerinin  A549 hiicrelerinin canliliklar1  tizerindeki etkileri 200 pM’lik
konsantrasyona kadar incelenmistir. Calisma sonucunda, etkileri arastirilan fenolik
bilesiklerden higbirinin A549 hiicrelerindeki ICso degerleri belirlenememis ve ¢calismada
kullanilan doz araligi (20-200 uM) ICsy degerini belirlemede yetersiz kalmistir.
Bununla birlikte, fenolik bilesiklerin 200 uM’dan daha yiiksek konsantrasyonlar
kullanildiginda A549 hiicrelerindeki ICsq degerleri elde edilebilmekle birlikte, fenolik
bilesiklerin daha yiiksek konsantrasyonlarinin saglikli hiicreler iizerinde de sitotoksik
etkiye neden olabileceklerinden dolayr 200 uM’dan daha yiiksek konsantrasyonlar

calismaya dahil edilmemistir.

Akciger kanserinin tedavisinde antitiimoral bir ilag olarak kullanilan taxol’iin B lenfoma
hiicre hattinda (BJAB) bcl-2 gen ve protein diizeylerine etkilerinin arastirildigi bir
caligmada, taxol ile muamele edilen hiicrelerde bcl-2 gen ve protein diizeylerinin

azaldig1 belirtilmektedir (147). Bizim ¢alismamizda da taxol apoptozun uyarilmasinda
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pozitif kontrol olarak kullanilmisg ve taxol’iin 1.7 pg/mL’lik konsantrasyonda A549
hiicrelerinde Bax’in gen ifadesini artirdigi Bcl-2 gen ifadesini ise tamamen inhibe ettigi

gorilmistir.

Resveratrol, anti tiimoral ve antioksidan aktiviteye sahip oldugu olduke¢a iyi bilinen
polifenol bir fitoaleksindir. Calismamizda resveratrol, A549 hiicrelerinde otofajiyi
indiikleyerek otofaji ve apoptoz arasindaki iliskiyi agiga ¢ikarmak igin pozitif kontrol
olarak kullanilmigtir (139). Yapilan bir ¢aligmada, insan kronik myeloid 16semi hiicresi
olan K562 hiicre hatti 5-160 uM konsantrasyon araligindaki resveratrol ile 72 saat
inkiibe edilmis ve resveratroliin hiicre canliligi {izerindeki etkisi MTT analizi ile
belirlenmistir. Calisma sonucunda resveratroliin kanser hiicrelerinin canliligin1 doza ve
stireye bagli olarak inhibe ettigi belirtilmistir (148). Baska bir ¢alismada, resveratroliin
25 uM'n tzeri dozlarda sisplatin, etoposid ve 5-florourasil ile kombine edildiginde
cesitli kanser hiicreleri tizerindeki terapotik etkinliginin arttigi belirtilmektedir (57).
Bagka bir ¢alismada da, A549 hiicre hattinda 50 uM resveratrol ile 24 ve 72 saatlik
inkiibasyon sonucunda resveratrol ile 24 saat inkiibe edilen hiicre grubunun inhibisyon
oran1 % 65.8 iken 72 saat inkiibe edilen hiicre grubundaki inhibisyon oraninin % 40’lara
kadar dastigli  belirtilmektedir  (139). Bizim ¢alismamizda ise, otofajinin
indiiklenmesinde pozitif kontrol olarak kullanilan resveratrol 1.1-45.6 pg/mL (5-200
uM) konsantrasyon araliginda A549 hiicreleri ile 24 saat inkiibe edilerek MTT analizi
ile 1Csq degeri belirlenmistir. Resveratroliin 11.4 ug/mL’lik (50 pM) konsantrasyonunun
hiicre canliligini ancak % 70’lere kadar distirdiigi, 22.8 pg/mL'lik (100 puM)
konsantrasyonunun ise hiicre canliligint % 50’ye diistirdiigii gorilmistiir. Bu verilere
gore c¢alismamizda kullanilan resveretroliin 1Cso dozu literatiir verileri ile uyumlu

bulunmustur.

Yapilan bir ¢alismada, A549 hiicre hattinda apoptoz ve otofaji yolaklari arasindaki
baglantiyr ortaya ¢ikarmak igin apoptoz inhibitéri QVD-OPh (20 pM) kullanilmis ve
QVD-OPh’in kaspaz 9 flizerindeki etkisi arastirilmistir. Calisma sonucunda, QVD-
OPh’1n kaspaz 9 aktivasyonunu gii¢lii bir sekilde inhibe ettigi goriilmistiir (140). Bizim
calisgmamizda da QVD-OPh literatiir bilgisi ile uyumlu olarak 10.3 pg/mL (20 pM)’lik
konsantrasyonda kullanilmis ve A549 hiicrelerinde QVD-OPh’in kaspaz 3 mRNA gen
ifadesini kontrol grubuna gore anlamli olarak degistirmedigi goriilmiistiir. Diger taraftan

QVD-OPh ile 1 saat 6n inkiibasyon yapildiktan sonra GYE (300 ug/mL) ekstresi ile
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muamele edilen hiicre grubunda, kaspaz 3 mRNA gen ifadesinin tek basina QVD-OPh
ile muamele edilen hiicre grubuna gore yaklasik 2 kat, kontrol grubuna gore de yaklasik
5 kat arttig1 gortlmistiir. Bu artis GYE (300 pg/mL) ekstresinin A549 hiicre hattinda
kaspaz 3 gen ifadesini artirarak apoptotik hiicre 6liimiinii uyarici etkiye sahip oldugunu

gostermistir.

Yine A549 hiicreleri ile yapilan bir bagka calismada, 5mM 3-MA ile iki saat 6n
inkiibasyon yapildiktan sonra, A549 hiicreleri sfingozilfosforilkolin maddesi ile 3, 6, 12
saat inkiibe edilmis ve ¢alisma sonucunda A549 hiicrelerinde LC3-I1 protein ekpresyon
diizeyinin zamana ve doza bagli olarak artis gosterdigi belirtilmistir (142). Bizim
calismamizda da 5mM (746 pg/mL) 3-MA ile 1 saat 6n inkiibasyon yapildiktan sonra
ekstrelerle inkiibe edilen A549 hiicre gruplarinda LC3-1l protein diizeyinin kontrol
grubuna gore arttigi goriilmiistiir. Bu gruplarda ayrica Bax/Bcl-2 ve kaspaz 3 mRNA
diizeylerinde de kontrol grubuna gore artis oldugu goriilmistiir. Bu sonuglar, OYE ve
GYE ekstrelerinin otofaji inhibitorii varliginda apoptotik belirteglerin ifadelerini

arttirdigini gostermistir.

Ayrica, ¢alismamiz sonucunda otofaji inhibitorii 3-MA ile 6n inkiibasyon yapilan hiicre
grubu disinda, sadece OYE ve GYE ektreleri ile inkiibe edilen hiicre gruplarinda da
kontrol grubuna gére proapoptotik Bax gen ifadesinin arttigi goriilmiistiir. Bu sonuglar

ise, GYE ve OYE ekstrelerinin apoptozu uyarmada etkili oldugunu gostermistir.

Gallik asitin (GAc), farkli kanser hiicre hatlarinda apoptozu uyardigi bilinmektedir.
Yapilan bir ¢alismada, kii¢iik hiicreli olmayan insan akciger kanseri NCI-H460 hiicre
hattinda GAc (250 uM) ile 0, 6, 12, 24 ve 48 saat inkiibasyon sonucunda Bax ve Bad
protein diizeyleri arastirilmistir. Calisma sonucunda, GAc’nin NCI-H460 hiicre hattinda
proapoptotik Bax protein diizeyini kontrol grubuna gore artirdigi, antiapoptotik Bcl-2 ve
Bcl-xL diizeylerini ise azalttigi belirtilmistir. Ayrica, GAc’nin NCI-H460 hiicrelerinde
kaspaz 3 gen ekpresyon diizeyini de siireye baglh olarak artirdigi belirtilmistir (149).

Tez galismasi kapsaminda OYE ve GYE ektrelerinin A549 hiicrelerinde kaspaz 3
MRNA diizeyini artirdig1 goriilmistiir. En etkili artigin ise anti kanser bir ilag olan taxol
ile muamele edilen hiicre grubunda oldugu goriilmiistiir. 3-MA ile 6n inkiibasyon
yapildiktan sonra OYE ve GYE ekstreleri ile inkiibe edilen hiicre grubu, tek basina
ekstre ile inkiibe edilen hiicre grubu ile kiyaslandiginda kaspaz 3 mRNA diizeyinin daha
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da artt1g1 goriilmiistiir. Bu verilere gére 3-MA ile 6n inkiibasyon yapildiktan sonra OYE
ve GYE ekstreleri ile inkiibe edilen hiicre gruplarinda kontrol grubuna gore kaspaz 3
gen ifadesinin artmasi ekstrelerin otofajinin inhibisyonu sonucunda apoptotik yolagi

aktiflestirdigini gostermistir.

Yapilan farkli bir ¢alismada ise, A549 akciger kanseri hiicrelerinin 40 ve 80 umol/L
EGCG ile 24 saat inkiibasyonu sonucunda Kontrol grubuna gore antiapoptotik Bcl-xL
protein diizeyinin azaldig1 ve proapoptotik Bax protein diizeyinin ise arttig1 goriilmiistiir
(150). Bizim ¢alismamizda ise, EGCG’nin kullanilan doz araliginda (20-200 uM) A549
hiicreleri iizerinde sitotoksik etkiye sahip olmadigi belirlenmistir. Bununla birlikte,
OYE ve GYE ektrelerinin A549 hiicrelerinde Bax/Bcl-2 protein diizeyini artirdigi
goriilmistiir. Ayrica 3-MA ile 6n inkiibasyon yapildiktan sonra OYE (300 pg/mL)
ekstresi ile muamele edilen hiicre grubu, tek bagina OYE (300 pg/mL) ekstresi ile
muamele edilen hiicre grubu ile kiyaslandiginda Bax/Bcl-2 protein diizeyinin yaklagik

2.5 kat att1g1 goriilmistiir.

Beklin-1 proteininin otofajinin uyarilmasinda 6nemli bir rol oynadigi belirtilmektedir
(26, 88). Bununla birlikte, yapilan literatiir taramas1 sonucunda Ceratonia siliqua L. ve
igeriginde bulunan fenolik bilesiklerin (GAc, EGCG, ECG ve CIAc) A549 hiicre
hattinda beklin 1 protein diizeyine etkileri ile ilgili herhangi bir caligmaya
rastlanilamamustir. Farkli kanser tiirleri {izerinde yapilan bazi ¢alismalarda, otofajiyle
ilgili beklin-1 proteininin kanser hiicrelerinde diisiikk diizeyde ifade edildigi ve kanser
olusumunda timor baskilayict olarak gorev yaptigr belirtilmistir (151). Bizim
calismamizda ise, beklin-1 protein diizeyinin A549 hiicrelerinde yiiksek diizeyde ifade
edildigi goriilmiis ve 3-MA ile 6n inkiibasyon yapildiktan sonra GYE ve OYE ekstreleri
ile muamele edilen hiicre gruplar1 sadece GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe edilen
hiicre gruplar1 ile Karsilastirildiginda, tim hiicre gruplarmdaki beklin 1 protein
diizeyinin kontrol grubuna gore olduk¢a azaldigi goriilmiistiir. Bu sonuglar, OYE ve
GYE ekstrelerinin A549 hiicre canlilg1 iizerinde inhibe edici etkilerini beklin 1 protein

ekpresyonunu azaltarak gosterdiklerini ortaya ¢ikarmstir.

Atg 5, izolasyon memrani ya da fagofor olusumu igin otofajinin ilk evresinde gereklidir
ve iki ubiqutin benzeri bir konjugasyon sisteminde gorev almaktadir (152). Yapilan
literatiir taramasi sonucunda Ceratonia siliqua L.’nin A549 hiicre hattinda Atg 5 protein

diizeyine etkileri ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanilamamistir. Caligmamizdan
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elde edilen sonuglar, tek basina GYE ve OYE ekstrelerinin A549 hiicreleri tizerinde Atg
5 protein diizeyini kontrol grubuna gore azalttigi gorilmiistiir. Calismamizda western
blot ile ilgili analizler gere¢ ve yontem bolimiinde de belirtildigi gibi, bir kez
yapilabilmistir. Bu sebeple, GYE ve OYE ekstrelerinin A549 hiicrelerindeki Atg 5
protein diizeyine etkilerinin tam olarak anlasilabilmesi ig¢in western blot ile ilgili

analizlerin tekrarlanmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

LC3-II otofagozom zarina baglanarak otofaji siirecine 6nemli bir rol oynamaktadir.
Yapilan bir ¢alismada, EGCG’nin otafajik yolak tizerindeki etkisini belirlemek igin
insan mesotheliyoma hiicre hatlarinda (ACC-meso, Y-meso ve EHMES-10) LC3-II
protein ifadeleri arastirilmistir. ACC-meso hiicre hatt1 50 uM, Y-meso hiicre hatt1 200
uM ve EHMES-10 hiicre hatt1 ise 250 uM EGCG ile 3, 6, 9 saat inkiibe edilmistir. Bu
verilere gore 3 ve 6. saatlerde EGCG’nin ii¢ hiicre hattinda da LC3-11 protein diizeyini
artirdigr gozlenmistir. Bu sonuglar EGCG’nin mesotheliyoma hiicrelerinde otofajnin

belirteci olarak goriilen LC3-1I"yi uyarmakta etkili oldugunu géstermistir (145).

Bir baska ¢alismada ise, gastrit kanseri HGC-27 hiicre hatt1 lizerinde resveratroliin LC3-
IT protein diizeyine etkisi arastirilmistir. Resveratrol ile 6 saat inkiibasyona maruz
birakilan hiicre grubunda LC3-II protein diizeyinde artis goriilmedigi, 16 ve 24 saat
inkiibasyona birakilan hiicre grubunda ise LC3-II protein diizeyinde artis goriildiigii
belirtilmektedir (137). Calismamizda resveratrol ile muamele edilen hiicre grubundaki

LC3-II protein diizeyinin kontrol grubuna gore arttig1 goriilmiistiir.

Calismamizda, GYE ve OYE ekstreleri ile inkiibe edilen tiim hiicre gruplarindaki LC3-
Il protein diizeylerinin kontrol grubuna gore artig gosterdigi goriilmiistiir. LC3-11 protein
diizeyindeki en etkili artis ise OYE (350 pg/mL) ekstresi ile inkiibe edilen hiicre
grubunda goriilmiis olup, bu gruptaki LC3-II protein diizeyinin kontrol grubuna gore
yaklagik 1.5 kat arttigi gortilmistiir. 3-MA ile 6n inkiibasyon yapildiktan sonra OYE
(350 pg/mL) ekstresi ile inkiibe edilen hiicre grubunda ise, LC3-1I protein diizeyinin
kontrol grubuna gore yaklasik 5.5 kat arttig1 gortilmiistiir. Calismamizdan elde edilen

sonuglar, ekstrelerin otofajiyi etkili sekilde indiikledigini gostermistir.

Yapilan pek ¢ok antikanser ¢alismalarinda otofaji ve apoptoz arasindaki baglanti ortaya
cikarilmaya calisilmaktadir. Bu calismalarin asil hedefi, kanser hiicrelerinde hiicre

Olimii ve yasamui arasindaki bozulan dengenin diizenlenmesi amaciyla hiicre 6lim
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yolaklarinda rol olan temel molekiiler mekanizmalarinin agiga ¢ikarilmasidir. Otofaji ve
apoptoz arasinda li¢ farkli baglanti s6z konusudur. Tez g¢alismasi kapsaminda elde
ettigimiz sonuglara gore, tek basina ekstre ile inkiibe edilen ve inhibitorlerle birlikte
inkiibe edilen hiicre gruplarimin kontrol grubu ve pozitif kontrollerle kiyaslanmasi
sonucunda otofaji ve apoptoz arasindaki baglanti tam olarak anlasilamamistir. Bu
sebeple, A549 hiicrelerinde otofaji ve apoptoz arasindaki mekanizmanin ortaya
cikarilmast i¢in farkli molekiiler yontemlerin de kullanilmasi  gerektigini

diistinmekteyiz.
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