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OZET
Yiksek Lisans Tezi

Pelargonium quercetorum Agnew.
METANOL EKSTRAKTININ AKCiGER KANSERI HUCRE SOYLARI
UZERINE SITOTOKSIK AKTiVITESININ ARASTIRILMASI

Nazlihan AZTOPAL

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Yrd. Dog. Dr. Egemen DERE

Akciger kanseri halen ¢ok ciddi bir saglik sorunudur ve tedavisinde kullanilan yeni
kemoterapi rejimlerine ragmen tam bir basari saglanamamistir. Bu nedenle, akciger
kanseri hastalarinda kullanilabilecek yeni tedavi yaklasimlari gerekmektedir. Bu
calisma, Pelargonium quercetorum ckstraktinin akciger kanseri hiicreleri Uzerindeki
anti-kanser etkisini belirlemeye yoneliktir. Bu amacgla ilk basamak olan in vitro
sitotoksisiteyi  belirlemede kullanillan MTT ve ATP canlihik testlerinden
faydalanilmistir. Pelargonium quercetorum ekstraktinin hiicreler tzerindeki sitotoksik
etkilerinden sorumlu hicre 6lumu (apoptozis/nekrozis) mekanizmasinin belirlenmesi
amaciyla M30 ve Mo65-antijen yontemi kullanilmistir. Hicrelerde apoptozis varligi
Anneksin-V ve Hoechst 33342 boyama yontemleri ile floresan mikroskopta
gorintilenerek gosterilmistir.  Ayrica Western blot yontemiyle de sonuglar
desteklenmistir. Sonuc¢ olarak, Pelargonium quercetorum ekstraktinin hicrelerde
sekonder nekrozis/ge¢ apoptozisi indukleyerek sitotoksik etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Ekstraktin kanser tedavisinde tamamlayic1 bir yaklasim olarak
kullanilabilecegi Ongoriisiiyle ileri analizleri yapilarak etken maddenin arastirilmasi
gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pelargonium quercetorum, akciger Kkanseri, sitotoksisite,
apoptozis.
2013, ix + 85 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis

INVESTIGATION OF CYTOTOXIC EFFECT
OF METHANOL EXTRACT OF Pelargonium quercetorum Agnew.
AGAINST LUNG CANCER CELL LINES

Nazlihan AZTOPAL

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Egemen DERE

Lung cancer is still a very significant health problem and there is not enough success in
its treatment despite new chemotherapy regimens. Therefore, novel treatment
approaches are required for better management for lung cancer patients. The aim of this
study is to determine the anticancer activity of Pelargonium quercetorum extract on
lung cancer cell lines. For this purpose, MTT and ATP cell viability tests are utilized to
determine in vitro cytotoxicity. M30 and M65-antigen methods are used to determine
the cell death mechanism (apoptosis/necrosis) of cytotoxic effects of Pelargonium
quercetorum extract on cells. Presence of apoptosis is demonstrated by Annexin-V and
Hoechst 33342 staining methods with flurescence microscope. Furthermore, results are
supported with Western blot method. In conclusion, it has been determined that
Pelargonium quercetorum extract has an cytotoxic effect on cells and inducing
secondary necrosis/ late stage of apoptosis. In conclusion there is need for further
analyses to determine the active ingredient and the prediction of usage of extract as a
complementary approach in the treatment of cancer.

Keywor ds: Pelargonium quercetorum, lung cancer, cytotoxicity, apoptosis.
2013, ix + 85 pages.
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gllqlc{llgser kanseri 20. ylizyilin baslarinda nadir rastlanan bir hastalik iken bugiin diinyada
yaygin olarak gorilen ve yiiksek 6liim oranina sahip kanser tiirlerinden biridir. Diinyada
her yil akciger kanseri sebebiyle bir milyondan fazla kisi 6lmektedir. Erken evrelerde
bes yillik sagkalim %60-70 iken, ileri evre olgularda bu oran %5’in altina diismektedir
(Travis ve ark. 1996, Mountain 1997, Ginsberg 2005). Akciger kanserinin kabul goren
en iyi tedavi sekli cerrahi opererasyondur. Basar1 ise ancak hastaliga erken evrede tani
konulmasi ile miimkiin olmaktadir. Ancak akciger kanserlerinin birgogu erken donemde
bulgu vermedigi igin, teshiste ge¢ kalinmaktadir. Mortalitesi oldukga yuksek olan bu
kanser tlrlinde lokal ve sistemik adjuvan tedavilerdeki gelismelere ragmen, olimlerin
cogu tedaviye direngli metastazlardan kaynaklanmaktadir (Ginsberg ve Rubinstein
1995, Shields 2000, Myrdal ve ark. 2001). Bu sekilde farkli organlarda ve ayni organin
farkli bolgesinde olusan metastazlarin cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi ile tamamen
yok edilmesi neredeyse imkansiz olup 6zellikle cerrahi sansini yitirmis hastalar i¢in
kemoterapiyi destekleyici yeni tedavi yaklasimlari biiyiik 6nem tagimaktadir.

Fitoterapi, bitkiler kullanilarak yapilan tedavi yaklasimi olup bitkilerin sagligi korumak
ya da geri kazanmak icin tarihin her doneminde, her toplum tarafindan kullanildigi
bilinmektedir. Giiniimiiz tibbinda da bitkisel ilaglarla tedaviye olan ilgi giderek
artmaktadir. Diinya saglik orgiiti (WHO; World Health Organization) 2000 yilindaki
raporunda, Avrupa, Avustralya ve Kuzey Amerika’da yasayan insanlarin yaklasik
%50’sinin  destekleyici tedavi metodlarindan birini kullandiklarinit ve en ¢ok
kullanilanin ise bitkisel ilaglar oldugunu agiklamistir (Giiriin ve Stizer 2005).

Geraniaceae ailesinin iiyeleri, dogal olarak gelencksel tedavilerde kullanilan bitki
gruplarindan Dbirisidir. Geraniaceae ailesine ait bitkilerin koklerinden elde edilen
ekstraktlar Guney Afrika'da yerli bitkisel ilaclar olarak uzun yillardir kullanilmaktadir
(Seidel and Taylor, 2004). Geraniaceae ailesine ait olan ve geleneksel tedavide yaygin
kullanim1 olan Pelargonium tirleri, olduk¢a degerli esansiyel yaglara sahiptir.
Monoterpenik ugucu yaglar ise kanser olusumunu ve ilerlemesini gerileten anti-ttimoral
aktiviteye sahiptir. Pelargonium kaynakli Geranium monoterpen yaglari, inflamasyon,
dizenteri, agir adet kanamalar1 ve kanser tedavisinde kullanilmaktadir (Fayed 2009).
Ayrica Pelargonium tirlerinin ham ekstraktlarinin anti-mikrobiyal, anti-fungal, anti-
oksidan, anti-malaryal ve anti-kanser etkileri oldugu bilinmektedir (Datta ve ark. 1998,

Lalli ve Jacqueline 2006). Fakat literatirde Pelargonium quercetorum’un biyolojik



aktivitesinin  gosterildigi herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma,
Pelargonium quercetorum bitkisinden elde edilen ekstraktin akciger kanseri hiicre
soylar1 (A549, PC3 ve H1299) iizerindeki sitotoksik/apoptotik etkisinin belirlenmesi

amaciyla yapilmistir.



1.LKAYNAK OZETLERI
1.1.Karsinogenezis
Normal hiicreler sinirli sayida bdliinme yetenegine sahip olup yaslandiklarinda veya

hasar gordiiklerinde olerek yerlerini yeni hiicreler almaktadir. Bazen bu siire¢ dogru
islememekte ve bu hasarli ya da yaslanmis hiicreler 6lmeyerek boéliinmeye devam
etmektedir. Kanser, hiicrelerin dogal biiylime siirecinden ¢ikarak asir1 ve kontrolsiiz
cogalmalar1 sonucu olusan tiim lezyonlarin genel ad1 olup kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalan
bu hiicrelerin komsu dokular1 iggali (invazyon) ve/veya kaynagim aldigi organdan
vicudun  diger  kisimlarina  kan-lenf  yoluyla  yayilmasiyla  (metastaz)
sonuglanabilmektedir (National Cancer Institute 2012). Kanser olgularinda, hiicreler bu
denli hizli cogalirken ayn1 oranda hiicre kayb1 olmamasi sonucunda hiicreler birikmeye
baslamakta ve bu durum hem kanser hiicrelerindeki genetik anormalliklerden hem de
immin sistemin bu hiicreleri tanimada ve yok etmedeki basarisizligindan
kaynaklanmaktadir. Bu sayede biriken kitlelere tiimér adi verilmektedir (Yilmaz ve
Altunok 2011). Timor gelisiminin baslangi¢ asamasinda tek bir hiicrenin anormal
cogalmasina yol acan genetik degisikliklerin rol aldig1 diigiiniilmektedir. Sonrasinda ise
hlcre ¢cogalmasi (proliferasyon) ile klonal bir sekilde tiimor hiicrelerinin populasyonu
artmakta ve yine bu hiicrelerde meydana gelen ek mutasyonlar ile timor gelisimi
ilerlemektedir. Ayrica olusan bu mutasyonlardan bazilar1 hiicrelere daha hizli
biiyiiyebilmeleri i¢in segici bir avantaj saglamakta ve bu sekilde mutasyon tasiyan
hiicreler tlimor populasyonu igerisinde baskin hale gelmektedir. Mutasyona ugramis tek
bir hiicreden gelisen ilk hiicre kitlesi (tumér) iyi huylu (benign) timor olarak
simiflandirilmakta ve bu tiimor hiicrelerinin biiyiime kontroliinde azalmalar olup
viicudun diger boliimlerine yayilma kabiliyetleri bulunmamaktadir. Ancak ilerleyen
proliferatif (cogalma) siiregte kotii huylu (malign) tiimorlere dontiserek baska dokulara
yayilabilme yetenegi kazanmakta ve dolagim sistemi yoluyla gittigi dokularda kansere
neden olmaktadir (Sekil 1.1). Hem malign hem de benign timoérler, koken aldiklari
doku ve hiicre tiiriine gore siniflandirilmaktadir. Karsinomlar, epitel hiicrelerden koken
alan malignitelerken, bag dokusu ya da kas hiicrelerinden koken alan solid tlimorler
sarkom olarak adlandirilir. Kan yapici hiicrelerden tiireyen losemiler ise bu iki ana
katagoriye de girmezler (Clark 1991, Yokota 2000, Alberts ve ark. 2002, Yokota ve
Kohno 2004).
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Sekil 1.1. Kanser gelisim siirecinde ¢esitli genetik modeller. ® Normal epitelyal hiicreler @
Kanser oncist hucreler ® Metastaz yetenegi olmayan kanser hiicreleri ® Metastaz yetenegi
olan kanser hiicreleri. A ve D modellerinde yalnizca metastaz yetenegi olan kanser hlcreleri
gosterilirken, B ve C modellerinde metastaz yetenegine ek olarak primer kisimda baskin
biliylime yetenegi olan kanser hiicreleri gosterilmistir (Yokota ve Kohno 2004).

1.1.1.Kanser Hicreerinin Ozdlikleri
Kanser gelisimi ¢ok basamakli bir siire¢ olup bu siiregte rol alan kanser hiicrelerinin;
- Kendi kendine yeterli olan buylme sinyalleri Giretme,

- Buyume baskilayici sinyallere duyarsiz olma,

- Hucre 6limdine direng,

- Siirsiz replikasyon potansiyeline sahip olma,

- Anjiogenezi uyarma

- Invazyon ve metastazi uyarma gibi &ne ¢ikan alt:1 farkl1 biyolojik yetenegi
vardir. Son yillarda, kavramsal ilerlemeyle birlikte enerji metabolizmasini yeniden
programlama ve bagisiklik tahribinden kaginma 6zellikleride bu listeye eklenmistir
(Sekil 1.2) (Hanahan ve Weinberg 2011).
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Sekil 1.2. Kanser hiicrelerinin 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg 2011).

1.1.2. Kanser Olusumunda Etkili Olan Genler
1.1.2.1.0nkogenler
Onkogenler; hiicre biiylimesi, g¢ogalmasi ve farklilasmasinin kontrolii ile ilskili

protoonkogen olarak isimlendirilen normal genlerin mutasyona ugramasi veya anormal
ifade edilmesiyle olusur. Blyiime faktorleri, reseptorler, hicre ici sinyal ileticileri, hticre
doéngusund kontrol eden proteinler ve transkripsiyon faktorleri protoonkogen grubunda
yer alir. Onkogenler; kanser gelisimini dogrudan ve dolayli olarak etkileyen,
ekspresyonlar1 tiimor gelisimine neden olabilen genlerdir ve Urunleri; transkripsiyon
faktorleri, kromatin degistiriciler, biytime faktorleri, buytime faktori reseptorleri, sinyal
doniistiirtictler ve apoptozis dizenleyicileridir (Dilsiz 2004, Cooper ve Hausman 2006,
Croce 2008).

» RasGeni
Ras proteinleri normal olarak hiicrede ¢ogalma, farklilasma, biiyiime, adezyon, yer

degistirme, hiicre iskeleti biitiinliigli ve canli kalma ile ilgili bir ¢ok hiicresel gelisimin
duzenlenmesinden sorumludur (Rajalingam ve ark. 2007). Memelilerde ras onkogen
gen ailesi p21s olarak adlandirilan molekiil agirligi 21kDa olan proteinleri kodlayan (¢
tyeden (H-, K- ve N-ras) olusmaktadir. p21s, sitoplazmik membranin i¢ yiizeyinde
lokalize olmus kiiciik Guanin Trifosfat (GTP) baglayici proteinlerdir. Ras ailesi
proteinleri GTP bagl (aktif) veya Guanin Difosfat (GDP) bagli (inaktif) formlar: ile
hiicre igerisindeki ¢esitli proteinlerin fosforillenmelerine yol acarak hucre ici sinyal
iletimini tetiklerler. Guanin Degisim Faktorleri (GEF; Guanine Exchange Factor) Ras’a

baglanan GTP’nin hidrolizinden sonra, proteine bagli kalan GDP’nin uzaklastirilmasi



icin gereklidir. GEF proteinleri Ras-GDP ile etkilestiginde GDP’yi proteinden
uzaklagtirarak, Ras’in GTP’yi baglayabilmesine olanak tanir. Baglanan GTP, Ras’in
igcsel GTPaz aktivitesi ile ve bunun yani sira, Ras’a baglanan GTPaz Aktive edici
Proteinler’in (GAP) etkisi ile hidrolize ugrar (Sekil 1.3). GTPaz’in bozuk olmasi,
molekiiliin GTP formunun devamli olarak aktif kalmasma yol actigindan niikleus
proteinleri ve DNA transkripsiyonu devamli olarak aktive edilir (Lowitz ve Casciato
2000, Martinez ve ark. 2003, Telkoparan ve Tazebay 2011).

GEF

inaktif (@G Aktif

GDP

€ e
GAP

Sekil 1.3. Ras proteinlerinin dizenlenmesi (regilasyon) (Sundaram 2006).

= c-Myc
Bir transkripsiyon faktérii olan c-Myc, pek ¢ok insan tiimoriinde anormal sekilde

diizenlenmektedir. Insan c-Myc proteini 439 aminoasitten meydana gelir. Niikleusta yer
alir ve kisa bir 6mrii vardir. c-Myc; metabolizma, protein biyosentezi, hucre siklus
duzenlenmesi, apoptozis (Bcl-2’yi asagi yonde diizenleyerek), hiicre adezyonu ve
sitoiskelet yapilanmasini saglayan belirli gen siniflartyla diizenli olarak etkilesim
halindedir. Protoonkogen olan c-myc’nin hatali diizenlenmesi, hiicre proliferasyonunu
(siklinleri yukar1 ve p21°’i asag1 yonde diizenleyerek) ve neoplastik transformasyonu
tesvik eder (Dang 1999).

1.1.2.2.Tiimér Baskilayic1 Genler

Hicre biylmesinin negatif regilatéri (dizenleyici) olarak islev goren yani hiicrelerin
boliinmesine engel olan ve kanser gelisimini baskilayan genler tiimor baskilayici genler
veya antionkogenler olarak adlandirilirlar (Osborne ve ark. 2004). Timor baskilayici
genlerin kaybi veya inaktivasyonu hiicreleri negatif biiylime sinyallerinden mahrum
birakir ve malignant transformasyona sebep olur. TUmor baskilayici genlerin hicre
tizerindeki etkileri genetik degisiklikler sonrasinda ortadan kalkmaktadir. Onkogenlerle
timor baskilayict genlerin aktivasyon siirecindeki fark; onkogenlerin dominant
karakterli, tiimor baskilayici genlerin ise resesif (¢ekinik) karakterli olmasidir. TUumor

baskilayici genlerin inaktivasyonunda her iki allelde de mutasyon olmasi gerekir ve bu



sekilde hiicre iizerindeki etkileri tamamen ortadan kalkar. Inaktivasyon sonrasinda ise
hiicre iizerindeki kisitlayici etkilerinin yok olmasma bagli olarak kanser gelisimi
gozlenir (Diamandis 1997, Yilmaz ve Altunok 2011).

e Rb Geni (Retinoblastoma geni)
Ik bulunan tiimor baskilayici gen olan Rb insanlarda 13. kromozomun (zerinde

bulunur. Rb proteini (pRb), Rb gen urind olup hicre siklusunu dizenlemede énemli
role sahip nukleer bir fosfoproteindir. pRb, S fazinda hiicresel replikasyonda yer alan
nikleer transkripsiyon faktori olan E2F proteini ile etkilesime girerek E2F’nin
transkripsiyon faktorii olarak islev gérmesini énlemektedir. Rb proteininin fosforile
formu inaktif, defosforile formu ise aktiftir. Fosforlanmamis Rb, E2F’ye baglanarak
E2F tarafindan kontrol edilen genlerin transkripsiyonunu baskilar. G1’in sonunda Cdk4,
6 ve siklin D kompleksleri tarafindan fosforillenip E2F’den ayrilir. E2F ise hiicre
dongusunin S fazina girebilmesi igin gerekli proteinleri kodlayan hedef genlerin
ekspresyonunu uyarir. Boylece DNA sentezi baslamis olur. Rb mutantlar (yapisal
fosforile olmus ve E2F baglanmamis), S fazi restriksiyon bolgesinde kontrolstiz hiicre
boliinmesine neden olmaktadir. Dolayisiyla hiicreler tiimorojenik olabilmektedir
(Kopnin 2000, Liu ve ark. 2004, Ahlander ve Bosco 2009).

e P53 Slpressor Gen

Nukleer fosfoprotein p53 geni, insanda 17. kromozomun kisa kolunda (17p 13,1) yer
alir ve hiicre siklusunun ilerleyisi ile apoptozis gibi iki ana suregte 6nemli rol oynar
(Sekil 1.4). Aktivitesi bir transkripsiyon faktorii olan Mdm?2 tarafindan kontrol edilir.
Normalde Mdm2 p53’e baglanarak onun aktivitesini baskilarken, DNA’da hasar
olustugunda p53’iin fosforilasyonu artar ve Mdm?2’den ayrilir (Ozaki ve Nakagawara
2011). p53; DNA hasari, hipoksemi, onkogen aktivasyonu, oksidatif hasar ve niikleotid
diizensizligi gibi birgok hiicresel strese yanit olarak hizlica ¢ekirdekte birikir ve G1’de
hiicre donglsund durdurur. Bu sekilde DNA hasar1 olan hiicrede ya onarim saglanir ya
da hucre apoptozise yonlendirilir. DNA hasarinin onarilamadigi durumlarda Bax, Puma,
Noxa ve p53AIP1 genleri p53 tarafindan aktive edilirler ve mitokondriyal zar
potansiyelinin bozulmasina katkida bulunurlar. Mutant p53’e sahip hiicrelerde ise DNA
tamiri olmaksizin kontrolsliz bir ¢ogalma goriiliir. p53 insan kanserlerinde en sik
bozulan gendir ve mesane, meme, kolon, akciger, karaciger, prostat ve cilt kanserlerini
de iceren kanserlerin %50’den fazlas1 p53 mutasyonu ile iliskilidir (Cachot ve ark.
1998, Sandal 2002, Kokturk ve ark. 2003, Ozaki ve Nakagawara 2011).
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Sekil 1.4. p53 proteinin hicre siklusu ve apoptozis surecindeki roli (Attardi ve DePinho
2004°den degistirilerek alinmistir).

1.2.Akciger Kanseri
Akciger kanseri, akciger dokularindaki hiicrelerin kontrolsiiz cogaldig1 bir hastaliktir ve

bu kontrolsiiz ¢ogalma, hiicrelerin g¢evredeki dokulari istila etmeleri veya akciger
disindaki organlara yayilmalar1 (metastaz) ile sonuglanabilir. Akciger tiimoérlerinin
%95’i Adenokarsinom (ADK), yass1 (Skuamoz, epidermoid) Hiicreli Karsinom (SHK),
Buyuk Hucreli Karsinom (BHK) ve Kiiguk Hicreli Karsinomdan (KHAK) olusmaktadir
(Zeren 2000). ADK, SHK ve BHK benzer klinik ve biyolojik karakter gosterdigi i¢in
Kicuk Hucreli Dis1 Akciger Kanseri olarak (KHDAK) isimlendirilmektedir. SHK’da
hlcreler buyik, basik ve tabakali, ¢ekirdek (nukleus) orani yiksek, tek sitoplazmalidir
ve akciger timorlerinin yaklasik %30’u skuam6z hucreli karsinom (SHK) dur (WHO
1981). ADK’da hiicreler belirgin nikleoluslu (¢ekirdekcik), vezikiler nikleuslu ve
genis sitoplazmali olup metastaz yetenegine sahiptir. Sigara i¢imi ile daha az baglantili
olan tumor tipidir ve %25 oraninda goriilir (Erturk 2006). BHK, tiim akciger
kanserlerinin = %9’unu olusturmaktadir ve hucreler blylk nukleuslu, belirgin
nikleolusludur. Yogun niikleuslu, dar sitoplazmali, diizenli kii¢iik hiicrelerden olusan
KHAK, genellikle sigara igenlerde goriilmekte ve akciger kanserlerinin %20-25ini
olusturmaktadir (Zeren 2000).

1.2.1.Goriilme Sikhig: ve Risk Faktorleri
Akciger kanseri gelismis iilkelerdeki kanser iligkili hastaliklar temel alindiginda hem

kadinlarda hem de erkeklerde son yillardaki en énemli 6lim nedenidir. Diinya Saglik

Orgiitii'niin (WHO) raporuna gore de akciger kanseri tiim diinyada, erkeklerde en sik



6lime neden olan birinci, kadinlarda ise ikinci kanser tiirii olup her yil yaklagik 1,3
milyon 6liime neden olmaktadir (WHO 2004, 2008).

Akciger kanseri 20. yuzyilin baslarinda nadir gorilen bir hastalik iken, endiistrilesme ve
sigara i¢ciminin artmasiyla birlikte 1950’1i yillardan giiniimiize goriilme siklig1 (insidans)
giderek artmistir. Kadinlarda bu artis daha da belirgin gézlenmekte olup goriilme yasi
da diismektedir. Oliim orani (mortalitesi) oldukca yiiksek ve tedaviye ragmen hastalarin
sadece %10-15’inde 5 yillik sagkalimin saglandigi bir hastaliktir (Dunagan ve ark.
2001, Jemal ve ark. 2002, Koktirk ve ark. 2004, Pauk ve ark. 2005). Akciger kanserinin
kiiresel insidans artis hiz1 yilda %0,5 iken, 6zellikle kadinlarda her yil %4,1 artis s6z
konusudur. Erkeklerde en yuksek insidans oranlart Dogu ve Bati Avrupa, Kuzey
Amerika, Mikronezya, Polinezya ve Dogu Asya iilkelerinde goriiliirken kadinlarda
Kuzey Amerika, Kuzey Avrupa ve Avustralya/Yeni Zelanda tlkelerinde gorilmektedir.
Gelismis iilkelerde 6nceden kanserden oliimlerin %34'{inden akciger kanserleri sorumlu
iken, giliniimiizde %28'inden sorumludur. Bu azalmalarin nedeni gelismis iilkelerde
sigara kullaniminda belirgin azalma ve sigara igeriginde yapilan degisikliklere
baglanmaktadir. Ancak gelismekte olan {ilkelerde sigara kullaniminda azalma olmamasi
ve aksine artmasi sonucunda hem erkeklerde hem de kadinlarda tiim kanser 6liimleri
icinde dnemli yerini korumakta ve belirgin artis gézlenmektedir (Akkoglu 2006, Jemal
ve ark. 2011). Tirkiye'de de akciger kanserine sik rastlanmaktadir. Saghk Bakanlig
verilerine gore 1999-2008 yillar1 arasinda tilkemizdeki kanser insidansi giderek artis
gostermistir ve 2008 yilindaki kanser insidansi da 280,5/100,000 seklinde bildirilmistir.
2004-2008 yillart arasinda 9 ilde yapilan inceleme sonucunda akciger kanserinin
erkeklerde 69,2/100,000’lik insidansla ilk sirada yer aldig1 ve kadinlarda 8,2/100,000
insidans ile dordunci sirada yer aldigi saptanmistir (Sekil 1.5) (Anonim 2013).
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Sekil 1.5. Turkiye’de en sik goriilen kanserlerin yasa standardize insidans hizlart (YSH)
(Anonim 2013).

Akciger kanseri i¢in birgok risk faktorii belirlenmistir. Bunlarin arasinda sigara i¢imi
akciger kanseri olgularinin  %85-90’indan sorumludur. Polisiklik hidrokarbonlar, vinil
klorid, nikel, aldehidler, peroksitler, nitrozaminler ve benzopiren sigara dumaninda
tanimlanmis olan 40 kadar karsinojenden birkacgi olup akciger kanseri olgularinin
kadinlarda %78, erkeklerde ise yaklasik %90 oraninda direkt sigara icimi ile iligkili
oldugu tahmin edilmektedir (Alberg ve Samet 2003, Ozlu ve Bllbul 2005). Akciger
kanseri gelisimi, sigara icen bireylerde icmeyenlere oranla 10-25 katlik bir artis gosterir
ve sigara kullanimi, akciger kanserinin tlm histopatolojik tiplerinin gelisme riskini
arttirir. Bu risk, sigaranin birakilmasi ile birlikte progresif olarak azalir ve 15-30 yillik
sigarasiz bir dénemden sonra hi¢ sigara icmemis populasyonla yaklasik esit dizeye
gelir. icilen sigara miktar: ve stresi, erken yaslarda sigaraya baslamis olmak, sigaradaki
katran ve nikotin icerigi akciger kanseri gelisimine iliskin yuksek risk faktorleridir
(Loeb ve ark. 1984, Akkoclu 2006). Pasif sigara igiciligi (sigara igilen ortamda
bulunularak sigara dumanina maruz kalma) bile sigara kullanmak gibi akciger kanseri
acisindan risk faktoriidiir. Bununla beraber akciger kanseri, sigara icmeyenlerde de
goriilebilmektedir. Akciger kanserli erkeklerin %10 ve kadinlarin ise %20-25'sinde
gelisen kanser sigara ile iliskili degildir (Palmarini ve Fan 2001, Thun ve ark. 2008).

Sigara kullanim: disinda hava kirliligi, diyet, genetik ve mesleki faktorler akciger
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kanserinde potansiyel risk faktorleridir. Hava Kirliliginin tim akciger kanser olgularinin
%1-2' sinden sorumlu oldugu tahmin edilmektedir (Doll ve Peto 1981, Kabir ve ark.
2007, Gorlova ve ark. 2007). Mesleki faktorlere bagl olarak gelisen akciger kanserli
olgularin yaridan fazlasi asbest maruziyeti ile iligkilidir. Asbest; gemi, ucak, otomobil,
insaat ve tekstil sektoriinde kullanilmakta olan dogada bulunan, 1siya ve kimyasal
maddelere dayanikli bir grup fibroz silikatin genel adidir. Akciger kanseri asbest
liflerinin inhalasyonuna bagli olarak gelisebilmekte ve bu risk kiimiilatif asbest
maruziyetiyle orantili olarak artmaktadir. Sigara ile beraber asbest maruziyeti akciger
kanseri riskini sinerjistik olarak arttirmaktadir (Craighead ve Mossman 1982, O'Reilly
ve ark. 2007, Attanoos 2010). Asbestin diginda mesleki olarak radon, krom, nikel,
kémdar, kadmiyum, uranyum parcalanma urinleri, demir, arsenik, aliminyum, polisiklik
hidrokarbonlar ve formaldehite maruz kalmak da akciger kanseri riskini arttirmaktadir
(Ruano-Ravina ve ark. 2003). Akciger kanseri gelisiminde, genetik aktarim, sigaradan
sonra en onemli risk faktorudur. Sitokrom P-450, glutatyon transferaz, aril-hidrokarbon
hidroksilaz sistemlerinin hepsi sigara dumaninda bulunan karsinojen maddelerin
inaktivasyonu ve metabolik detoksifikasyonundan sorumludur ve bu enzim
sistemlerinin karsinojenlere karsi az veya daha fazla basarili olmasinin genetik aktarim
ile ilgili oldugu ileri siiriilmektedir (Sellers ve ark. 1990, Hecht 1999, Bouchardy 2001).
Onkogenler, tumor supressor genler, DNA tamirinden sorumlu olan genlerde meydana
gelen bazi degisikliklerin akciger kanseri ile olan iliskisi yapilan molekdler calismalarla
ortaya konulmustur (Economou ve ark. 1994, Lynch ve ark. 2004, Alberg ve ark.
2005).

1.2.2.Akciger Kanserinin Molekiiler Biyolojisi
Karsinogenezin temelini genetik hasar olusturur. Genetik hasarin asil hedefi olan genler;

bliylimeyi uyaran protoonkogenler, bliyiimeyi inhibe eden kanser baskilayici genler ve
hasara ugrayan DNA’nin onarimini diizenleyen genlerdir. Akciger karsinogenezinde rol
alan molekiler mekanizmalar soyle siralanabilir;

- Onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu,

- Timor baskilayict genlerin aktivasyon kaybi,

- Hucre dongisuniin dizenlenmesinde gorev alan genlerde ortaya ¢ikan

degisiklikler,
- DNA onariminda gérev alan genlerde ortaya ¢ikan degisiklikler ve
- Blyume faktorleri ile reseptorlerine iliskin degisiklikler (Fong ve Minna 2002).
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Ras ailesini olusturan H-ras, K-ras ve N-ras genlerindeki nokta mutasyonlar GTPase
aktivitesini degistirip siirekli sinyal aktiviteleri ortaya ¢ikararak malign doniisiime sebep
olurlar. Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserlerinin %15-50’si K-ras mutasyonu icerir ve
sagkalimda azalma goriiliir (Jacopson 1999). Myc ailesi, C-myc, N-myc ve L-myc’den
olusur ve hiicre proliferasyonu ve farklilasmasinda etkili olup DNA sentezinin
baglamasinda rol almaktadirlar. Myc genleri, sinyal artist ve transkripsiyonel
bozukluklar ile onkogen haline doniismektedir. Kiigiik hiicreli akciger kanserlerinin
(KHAK) %18-31’i, KHDAK lerinin ise %8-20’sinde myc aktivasyonu bulunmaktadir.
C-myc’in, timor bliylime hizinda artis ve sagkalimda kisalma ile iligkili oldugu 6ne
strilmektetir (Mabry 1998, Hussain ve Harris 2000). Akciger kanseri gelisiminde rol
alan bir diger gen retinoblastom (Rb) geni olup hiicresel farklilasmada ¢ok 6nemli bir
role sahiptir. Rb ailesi, hiicre siklusunu G1 fazinda durdurarak hiicre bélinmesini
kontrol eder ve bu yoldaki proteinlerin fonksiyon bozuklugu mitojenik aktivite ile
sonlanir. Rb protein  yoklugu KHAK’lerinin hemen hepsinde gorllirken,
KHDAK lerinin sadece %10-30’unda gortlmektedir (Fong ve Minna 2002). TUmor
baskilayic1 bir gen olan p53’tin mutasyonu tUm kanserlerin %50’sinde goérullrken,
KHAKlerinin %90’inda, yass1 hiicreli akciger kanserlerinin %65’inde, biytk hucreli
kanserlerin %60’1inda ve adenokarsinomlarin %33’0nde gosterilmistir (Mabry 1998,
Hussain ve Harris 2000).

1.3.Apoptozis
Apoptozis ya da programli hiicre Oliimii, c¢ok hiicreli canlilarin gelisimi ve

devamliliginda rol alan hiicresel bir olaydir. Viicutta ihtiya¢ duyulmayan, foksiyonlar
bozulan, fazla iiretilmis, yaslanmis, diizensiz gelismis veya DNA’sinda hasar olan
hiicreler ¢evreye zarar vermeden programli yani diizenli bir yol izleyerek Oliirler.
Hiicrelerin igeriden ve disaridan gelen cesitli uyaranlara yanit olarak aktiflestirdigi
fizyolojik bir mekanizma olup hiicrenin kendisi tarafindan kontrol edilen aktif bir
surectir (Meier ve ark. 2000, Oktem ve ark. 2001, Ulukaya 2001). Cevreden gelen
uyaranlara yanit olarak hiicreler dnce olusan DNA hasarlarin1 onarmaya calisir ve
onarilamamast durumunda apoptozis siirecine girer. Boylece hasarli hiicrelerin
cogalmast engellenerek timor olusumu gibi anormal gelisimlerin Oniine gegilir
(Altunkaynak ve Ozbek 2008). Apoptozisi baslatan hiicre dis1 uyaranlar arasinda;
Tumoér Nekroz Faktor (TNF), Koloni Uyarici Faktorler (CSF), Noron Blylme Faktor(
(NGF), Tinsiilin benzeri Biiyime Faktorii (IGF), glukokortikoidler, sfingolipidler,
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radyasyon, ilaglar ve ¢esitli antijenler bulunur. Hiicresel stres, radyasyon, kimyasallar ya
da viral enfeksiyonlar ise apoptozisi baslatan i¢ sinyaller arasinda sayilabilir (Ulukaya
2001, Kandas 2004, Aksit ve Bildik 2008).

Apoptozisin gelisim, farklilasma, proliferasyon ve homeostaz, immun sistemin
diizenlenmesi ve iglevi, hasarli ve zararli hiicrelerin ortadan kaldirilmasi gibi
streclerdeki biyolojik 6nemi biylktir. Bu nedenle, apoptozis surecinde olusacak bir
hata; kanser, otoimmiln hastaliklar ve viral enfeksiyonlarin yayilmasi ile
sonuglanabilmektedir. Apoptozisin ¢ok fazla gerceklestigi durumlarda ise Alzheimer,
Parkinson, Insiiline bagimli tip diyabet (tip 1 diyabet), Hepatit C enfeksiyonu ve
miyokard enfarktiisii gibi hastaliklar gelisebilmektedir (Fadeel ve ark.1999, Evan ve
Vousden 2001, Gewis, 2003).

1.3.1.Apoptozisin Indiiklenmesi
1.3.1.1.Kaspazlarin Apoptozisdeki Roll
Kaspazlar, zimojen (inaktif prekirsor) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif

merkezlerinde sistein igeren, sistein proteazlar olarak adlandirilan enzimlerdir ve
etkilerini, hedef proteinleri aspartik asit rezidilerinden keserek gosterirler. Su ana kadar
14 tanesi tanimlanmistir ve bunlarin ¢ogu apoptozisde rol almaktadir. Bazilar1 baglatici
kaspazlar (2, 8, 9, 10) olarak bilinirken, bazilar1 da ilerletici (efektdr) kaspazlar (3, 6, 7)
olarak bilinir. Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek preteolitik bir kaskada (selale tarzi
reaksiyon dizisi) neden olurlar (Zhang ve ark. 2003, Oliver ve Valette 2005, ElImore
2007).

Kaspazlar; bir “prodomain”, bir p20 blyuk alt birim ve bir p10 kiguk alt birim iceren
inaktif zimojenler seklinde sentez edilirler. Aktivasyonlar1 ise zimojenlerin proteolitik
kesimi sonucu biiylk ve kii¢iikk alt birimlern ayrilmast ve “prodomain’lerin
uzaklagtirilmasi ile olur (Sekil 1.6). Kaspazlar, subtratlarinda birbirini takip eden en az
dort amino asit (P4—P3-P2—-P1) yapisini tanirlar ve C-terminal rezidiistinden (P1) sonra
kirarlar. Bu ise genellikle Asp (aspartik asit) rezidisudir (Fuentes-Prior ve ark. 2004,

Timmer ve Salvasen 2007).
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Sekil 1.6. Kaspazlarin aktiflesme mekanizmasi (Budd 2001°den degistirilerek alinmistir).

Baslatic1  kaspazlar, protein-protein etkilesim motiflerini  barindiran uzun bir
“prodomain” igerir. Bu motifler, ya 6lum etkileyici alan (DED; death effector domain)
ya da kaspaz takviye alamidir (CARD; caspase recruitment domain). Kaspazlar bu
motifler sayesinde adaptor molekiillerle etkilesimlerini saglarlar. Ilerletici kaspazlar,
kisa bir “prodomain” igerirler ve apoptozisin ilerlemesini saglamak i¢in ¢ok cesitli

hiicresel substratlar kirarlar (Lamkanfi 2011).

Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir selaleyi olustururlar. Baglatici
kaspazlar, 6liim sinyalini ilerletici kaspazlara iletirler. Ilerletici kaspazlarin bazilari
lamin, hiicre i¢i iskelet ve c¢ekirdek zari proteinlerini pargalar. Kaspaz 3, DNA
onariminda gorevli olan PARP’1 kirarak inaktive eder ve DNA onarimini engeller.
Bazilar1 ise bir dizi DNaz’1 aktive ederek DNA’nin par¢alanmasina yol acar (Ulukaya
2001, Oliver ve Valette 2005). IAP’lar (apoptozis inhibitorleri) sitozolde bulunur ve
kaspazlarin inaktif veya aktif formlarina baglanarak fonksiyonlarin1 baskilar.
Smac/DIABLO ise mitokondrinin i¢ zarinda bulunur ve IAP baglanma motifi igerir.
Apoptozis surecinde sitokrom-c ile beraber salinarak IAP’lar1 baskilar ve boylece
kaspaz aktivasyonunu saglar (Zimmermann ve Green 2001a, Zhang ve ark. 2003).
1.3.1.2.Mitokondrinin Apoptozisdeki Roll

Hicre oOlumunun ddzenlenmesinde mitokondri 6nemli bir rol oynar. Mitokondri,
Apoptozis Indiikleyici Faktor (AIF), Smac/DIABLO ve sitokrom ¢ gibi birgok pro-
apoptotik proteini icermektedir. Bu faktorlerin mitokondriden salinmalar1 mitokondriyal
membranda por olusumu yoluyla gergeklesmektedir. Bu porlarin; hiicresel stres, serbest
radikal hasar1 veya biiyiime faktorii yoksunlugu gibi apoptotik sinyaller ile aktive olan

bcl-2 ailesi proteinlerinin pro-apoptotik Uyelerinin (Bax, Bad gibi) aktivitesi yoluyla
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olustugu diisiiniilmektedir. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik tyeleri olan bcl-2 ailesi
mitokondri Uzerindeki etkilerini ya sitokrom c’nin sitozole salinmasini saglayip
apoptozisi uyararak ya da sitokrom ¢ salimimina engel olup apoptozisi baskilayarak
gosterir (Palmer ve ark. 2000, Suh 2002).

1.3.1.3.Bcl-2 Ailesinin Apoptozisdeki Rolu

Bcl-2 ailesi  Uyeleri apoptozis dizenleyici faktorlerin - 6nemli  bir grubunu
olusturmaktadir. Bcl-2 6zellikle mitokondri dis membranda bulunmaktadir ve iyon
transportunu diizenlemektedir. Bcl-2 proteinlerinin bazilar1 anti-apoptotik (bcl-2, bcl-
XL, Mcl-1) bazilar1 da pro-apoptotiktir (Bax, bcl-Xs, Bad, Bim, Bak, Bok, Bid).
Apoptotik uyaranlara karst hiicrelerin duyarliligi pro-apoptotik ve anti-apoptotik
proteinlerin arasindaki dengeye baghdir. Pro-apoptotik proteinler fazla eksprese
edildiginde hiicreler apoptoza daha duyarli, anti-apoptotik proteinler daha fazla eksprese
edildiginde hiicreler apoptoza daha direngli olmaktadir. Pro-apoptotik bcl-2 proteinleri
hlcresel hasar ya da stresin algilayicilar1 olarak gorev yapar ve genellikle sitozolde
bulunur. Hucresel stresi takiben, anti-apoptotik proteinlerin bulundugu mitokondri
yiizeyine dogru yer degistirmektedirler. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler
arasindaki etkilesim, anti-apoptotik bcl-2 proteinlerinin normal fonksiyonunu bozar ve
mitokondride porlarin olusumuna, sitokrom c ve diger pro-apoptotik molekullerin zarlar
aras1 bolgeden salimimina neden olur. Bu da apoptozom olusumu ve kaspaz kaskadi
aktivasyonuna yol agmaktadir (Robertson ve Orrenius 2000, Fan ve ark. 2005).

1.3.2.Apoptozisin Mekanizmalari
Apoptozisin indiiklenmesinde ii¢ sinyal yolunun rol aldig1 bilinmektedir;

1. Hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanan 6liim aktivatorleri ile

tetiklenme/ Ekstrinsik (dissal) yolak
2. Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptozis olusturulmasy/ Intrinsik (i¢sel) yolak
3. Endoplazmik retikulum aracili apoptozis olusturulmasi

1.3.2.1.Ekstrinsik Yolak
Olum reseptorleri (DR) olarak bilinen ve Timor Nekroz Faktori Reseptort (TNFR)

geni ailesinin Uyesi olan; TNFR-1, Fas/CD95/APO-1 ve Tnf-iliskili Apoptozis
Indikleyici Ligand (TRAIL) reseptorleri olan DR-3 (TRAMP), DR-4 (TRAIL-R1) ve
DR-5 (TRAIL-R2)‘in ilgili ligandlarla etkilesime girmesi sonucunda apoptozis
indiklenir. TNFR stper ailesi tyeleri, tip | transmembran proteinleri olup hepsi sistein

bakimindan zengin ekstraselliiler subdomainler icermektedirler. Bu 6zellik TNFR siiper
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ailesi Uyelerinin kendilerine 0zgl ligandlar1 tarafindan tek tek tanimmasin
saglamaktadir. Oliim reseptorleri ayrica apoptotik sinyalin transdiiksiyonu igin gerekli
olan 80 aminoasit uzunlugunda intraseliiler Oliim Domaini (DD; Death Domain) icerir.
Oliim reseptdrlerine baglanan ligandlar (FasL, ENIVE TRAIL) yspl olarak
reseptorler ile iliskili proteinler olup TNF siiperailesine aittirler. Bu 6liim ligandlar tip
II transmembran proteinleri gibi eksprese edilirler. Bazi durumlarda, bu proteinler
proteolitik kirilabilir ve serbest kalabilirler (Ghobrial ve ark., 2005; Guicciardi ve ark.,
2009). Olum  reseptorlerinin  ligandlar1  yani  aktivatdrleri  reseptdrlerin
oligomerizasyonuna yol agarak aktiflesmelerine neden olmaktadir. Reseptorlerin
aktivasyonu, Oliim Indiikleyici Sinyal Kompleksi (DISC) denilen ve proteinlerden
meydana gelen bir kompleks olusumuna sebep olur. DISC, adaptdr protein Fas iliskili
6liim alanin1 (FADD) ve TNFR-1 iligkili 6liim bolgesi proteinini (TRADD) igerir. Bu
6lum bolgeleri prokaspaz-8’i aktiflestirmektedir. DISC yapisinda yer alan prokaspaz
8’in aktivasyonunu takiben kaspaz 8 sirasiyla kaspaz 3, 6 ve 7’nin aktive oldugu bir
kaspaz kaskatin1 harekete gecirir. Kaspaz 8’in aktif hale gecmesi ayrica Bid’in aktive
olmasina neden olur. Kirilmis Bid (tBid) sonrasinda mitokondriye geger ve sitokrom c,
SMAC ve kalsiyum salinimint uyarir (Sekil 1.7) (Elmore 2007, Solakoglu 2009,
Dickens ve ark. 2012).

Ligand

Oliim Reseptirii

Sitokrom ¢ —®*Apaf

Sekil 1.7. Reseptor aracili kaspaz aktivasyonu (Straszewski-Chavez ve ark. 2005°den
degistirilerek alinmistir).
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1.3.2.2.Intrinsik Yolak
I¢sel/mitokondriyal yolak, pro-apoptotik ve anti-apoptotik tyeleri olan Bcl-2/Bax gen

ailesi ile diizenlenmekte olup uyarildiginda mitokondriden sitokrom-c salinimina ve
boylece 6liim sinyaline sebep olur. iki yol da (dissal ve igsel), diizenleyici ve yapisal
molekiilleri kiran ve bunun sonucunda hicrenin 6limine sebep olan kaspaz denilen
proteaz kaskadinin aktivasyonunu igeren ortak bir yolda birlesir (Ghobrial ve ark.
2005). Anti-apoptotik Uyeler olan Bcl-2 ve Bcl-XL, kaspazlarin oncti formlarini
durdurarak ya da apoptogenik faktorlerin mitokondriden salinimini engelleyerek
hiicrenin yasamasini tesvik ederken; Bax, Bad, Bim, Bid gibi pro-apoptotik uyeler
hiicreyi apoptozise tesvik ederler. Normal durumda Bax ve Bak proteinleri Bcl-2
tarafindan inaktif halde tutulur. Apoptotik sinyal olustugunda Bcl-2 inaktif hale
gecerken aktiflesen Bax ve Bak mitokondri digs membraninda porlarin olusmasina ve zar
potansiyelinde degisime neden olurlar. Mitokondriyal yolun kilit olayr Mitokondri Dis
Membran Permeabilizasyonudur (MOMP) ve sonucunda; sitokrom ¢, mitokondri turevli
kaspaz aktivatorii/IAP baglayict protein Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, AIF ve
endoniikleaz D (EndoG) gibi mitokondri membran proteinleri sitozole salinir.
Mitokondri i¢ membran yuzeyinden sitokrom c’nin sitozole salinmasi ile sitokrom c,
sitoplazmik protein olan Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktor-1 (Apaf-1)’e baglanir
ve onu aktive eder, dATP/ATP’nin de ortamda bulunmasi ile Apaf-1/sitokrom c
kompleksi heptamerik bir yapiya oligomerize olur. Bu yapimin olusmasi, prokaspaz
9’un Apaf-1 ile etkilesimini miimkiin kilar ve apoptozom kompleksi olusur (Sekil 1.8).
Apoptozomun gorevi, baslatici kaspaz olan kaspaz 9’u aktive etmektir ve aktif kaspaz 9,

kaspaz-3’ii veya diger ilerletici kazpazlar1 aktive ederek kaspaz kaskadina aracilik eder.
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Sekil 1.8. Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptozis olusturulmasi (Zimmermann ve ark. 2001b).

Aktif kaspaz 3, kaspazla aktive edilmis DNaz inhibit6rii (ICAD; inhibitor of caspase-
activated DNase) poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP, DNA tamir enzimi), Rho iliskili
sarmal olusturan kinaz I (ROCKI; Rho-associated coiledcoil forming kinase 1), aktin,
fodrin ve lamin gibi hiicresel substratlar1 kirarak apoptotik morfolojinin olusumunu
saglar. CAD normal hiicrelerde ICAD’line bagli ve inaktif halde bulunur ve aktif hale
gectiginde kromatin  yogunlagsmasina ve DNA’nin niikleozamal fragmentlere
kesilmesine neden olur. Ayrica kaspaz aktivitesini inhibe eden ve aktiviteleri Smac veya
Omi/HtrA2 gibi fonksiyonel analoglar ile engellenmis birgok IAP’lar (apoptozis
inhibitdrleri) vardir. Olen hiicrelerde Smac ve Omi/HtrA2 (mitokondriyel proteinler,
pro-apoptotik proteinler) mitokondriden salindiginda IAP’lar inaktive olmakta ve
boylece ilerletici kaspazlarin inhibisyonu engellenip hucrelerin apoptozise gitmeleri
saglanmaktadir (Ulukaya 2001, Zhang ve ark. 2003, Riedl ve ark. 2007, Li ve Yuan
2008, Aksit ve Bildik 2008, Duprez ve ark. 2009).

Bu i¢sel ve digsal yol mekanizmalar1 kaspaz-bagimli apoptozisi gostermektedir. Ayrica
kaspazlardan bagimsiz olarak apoptozise neden oldugu disiiniilen kaspaz
aktivasyonunun gerceklesmedigi bir mekanizma da bulunmaktadir. Bu mekanizmada
AIF (apoptozis indiikleyici faktor) mitokondriden salinip niikleusa ge¢mekte ve
niikleazlari aktiflestirerek DNA hasarina yol agmaktadir. AIF, steroidler, granzyme B ve
endonukleaz G kaspazlardan bagimsiz olarak apoptozise neden olmaktadir (Ulukaya,
2003, Dash 2007).
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1.3.2.3.Endoplazmik Retikulum Aracili Apoptozis Olusturulmasi

Son zamanlarda amiloid f noOrotoksisitesine katkida bulunan kaspaz 12’ye bagimli
Endoplazmik Retikulum (ER) aracili apoptotik yol tarif edilmistir (Nakamura ve ark.
2000, Keane ve ark. 2001). Bu yol mitokondrial/sitokrom-c ve 6lim reseptor aracihi
apoptozisten farkl bir yol olup kaspaz 12, ER membraninda lokalize halde bulunur ve
ER aracili apoptozis icin gerekli bir kaspazdir. Son calismalar gostermistir ki Ca™
seviyelerinin yiikselmesi ve kalpainin endoplazmik retikulumu etkilemesi ile prokaspaz
12 aktiflesir. Aktiflesen kaspaz 12 sitoplazmaya yonelerek kaspaz 9 ile etkilesir ve
sitozolik kaspaz kaskadini aktive eder (Rao ve ark. 2001).

1.3.3.Hiicre Olimunde Gergeklesen Morfolojik Degisiklikler
Apoptotik hiicreler, piknoz (hiicre ¢ekirdeginin kii¢iilmesi), nilklear fragmentasyon,

deformasyon ve komsu hiicrelerle temas kaybi gibi tipik morfolojik 0Ozellikler ile
tanimlanirlar. Kromatin kondanse olarak niikleer membranin altinda konumlanir ve
plazma membran1 bleblenir. Son olarak hiicre sitozol, kondanse kromatin ve organelleri
igeren membranla gevrili yapilara yani “apoptotik cisimcikler’e pargalanir. Apoptotik
cisimcikler; makrofajlar, parankimal hucreler veya neoplastik hiicreler tarafindan
fagosite edilir ve dokudan herhangi bir inflamatuvar yanit olusmadan uzaklastirilirlar.
Bu morfolojik degisiklikler, apoptotik bir hiicrede meydana gelen Kkarakteristik
molekiiler ve biyokimyasal olaylarin neticesidir. Sitoplazma ve organellerin sekil ve
biitlinliigiinii  belirleyen bazi protein substratlarin ve DNA’nin oligoniikleozomal
parcalanmasin1 saglayan proteolitik enzimlerin aktivasyonu, bu olaylardan 0One
cikanlardir (Saraste ve Pulkki 2000, Gewis 2003, Kepp ve ark 2011). Diger bir hiicre
Oliim sekli olan nekrozis hiicrenin yaralanmalar sonucu zarar gorerek sisip, patlayarak
Olmesi olarak tanimlanir (Sekil 1.9). Apoptozis gibi programli fizyolojik bir mekanizma
olmadigr ve kontrolsiiz gerceklestigi kabul edilmektedir. Ancak nekrotik Olimde
anahtar duzenleyiciler olan Reseptor Etkilesim Protein (RIP; receptor interacting
protein) kinazlar ve PARP’in kesfiyle programli nekrozis kavrami kabul gérmeye
baslamistir. Programli nekrozisin potansiyel sinyal bilesenleri olarak RIP kinazlar, poli
(ADP-riboz) polimeraz-1 (PARP1), NADPH oxidazlar ve kalpainler tanimlanmistir.
Hicre bu yolla 6liime gittiginde hiicrenin membran biitiinliigii bozularak hiicre igerigi
disartya yayilir. Komsu hiicreler bu durumdan zarar goriirler ve dokuda gucli bir
inflamatuvar yanit olusur (Golstein ve Kroemer 2007, Galluzzi ve Kroemer 2008,

Ouyang ve ark. 2012).
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Sekil 1.9. Apoptozis ve nekrozisin sematik karsilastirtlmast (Anonim, 2011°den degistirilerek
alimmustir).

1.4.Tibbi Bitkiler
Fitoterapi, bitkileri kullanarak hastalar1 tedavi etme yaklagim1 olup terim ilk kez Fransiz

hekim Henri Lenclerc (1870-1953) tarafindan kullanilmistir. Bitkilerin sagligi korumak
ya da geri kazanmak icin tarihin her doneminde, her toplum tarafindan kullanildigi
bilinmektedir. Bu konuda ilk yazili belge M.O. 3000 yillarina ait Ninova tabletleri olup,
Mezopotamya'da kurulan Sumer, Akat, Asur medeniyetlerinde bitkisel ve hayvansal
ilaclarla tedavilerin mevcut oldugunu kanitlamaktadir. Cin ve Hint tibbinda da bitkilerin
onemli bir yeri vardir. Yunan tibbinin 6nemli isimlerinden Hipokrat'in kitabinda bitkisel
urinlerden s6z edilmektedir. Islam uygarliginda Ibn-i Sina ve Al Gafini'nin bitkisel tip
konusunda Onemli eserleri bulunmaktadir. GUnimizde ise kimya ve biyokimya
alanindaki gelismeler sonucunda bitkilere iliskin toksikolojik, farmakolojik ve klinik
calismalar yapilabilme imkani artmis olup ¢alismalarda etkinlik, zararsizlik ve kalite
prensipleri benimsenerek tibbin gereksinimlerine yanit veren pek ¢ok ilag gelistirilmistir
(Sarisen ve Caliskan 2005). Diinya Saghk Orgiitii tedavi amacl kullanilan tibbi
bitkilerin sayisinin 20,000 civarinda oldugunu ve yaklasik 4 milyar insanin saglik
sorunlarini ilk etapta bitkisel ilaglarla gidermeye c¢alistiklarini bildirmektedir (Naranjo
1995, Faydaoglu ve Siiriictioglu 2011). Ayrica gelismis iilkelerde receteli ilaglarin
%25’inin etken maddesinin bitkisel kokenli oldugu bilinmektedir (Farnsworth ve ark.
1985).
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Bitkiler genis fonksiyonlar1 olan birincil (primer) ve ikincil (sekonder) metabolitleri
tiretmektedirler. Aminoasitler, basit sekerler, niikleik asitler ve lipitler hiicresel siiregler
icin gerekli olan primer metabolitlerdir. Sekonder metabolitler ise bitkilerin
metabolizmasi sonucu olusan organik molekiillerdir (Croteau ve ark. 2000). Kugcik
molekiil yapili sekonder metabolitler; alkaloidler, terpenoidler ve fenolik bilesikler
icerisinde yer almakta olup su ana kadar 150'den fazla bitki familyasinda 12,000'den
fazla alkaloid tespit edilmistir. Alkaloidlerin giinlik olarak tuketilen kafein, analjezik
olan morfin ve kodeine, kas gevsetici tlibokiirarin, anti-kanser ajan1 vinblastine ve gut
tedavisinde kullanilan kolgisin gibi iiyeleri vardir (Ramawat ve ark. 2009). Fenolik
bilesikler igerisinde flavonoid ve izoflavonoid gibi gruplart barindirmakla beraber
izoflavon bilesikler fitoOstrojen, anti-anjiyogenik, antioksidan ve anti-kanser o6zellik
gosterebilirler (Dixon ve Ferreira 2002, Dixon ve Sumner 2003). Bitkiler arasinda en
yuksek cesitlilik terpen gruplarinda olup su ana kadar belirlenen 30,000'den fazla terpen
bilesigi, monoterpen, seskiterpen, diterpen, triterpen ve tetraterpen gruplari altinda
bulunmaktadir. Ayrica; bitkisel steroidler, saponinler ve kalp glikozitleri triterpen
gruplarindan iretilirler. Taksol grubu bilesiklerin (diterpen) de dahil oldugu terpen
bilesiklerinin biitlin gruplarinda anti-tiimoral etki gosteren pek c¢ok bilesik tespit
edilmistir (Zwenger ve Basu 2008, Salminen ve ark. 2008). Tibbi bitkilerin ve onlardan
elde edilen dogal iriinlerin, kardiyovaskiiler, analjezik, tansiyon, deri, solunum,
gastrointestinal, néromiiskiiler, kadin hastaliklar1 ve malignite gibi pek ¢ok hastaligin
tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir (Ahmad ve ark. 1998, Datta ve ark. 1998, Abo ve
ark. 2000, Lovkova ve ark. 2001, Lampronti ve ark. 2006).
En cok bilinen ve yaygin olarak kullanilan bazi 6rnekleri soyle siralanabilir:

- Salix caroliniana ve iligkili tlrleri; aspirin,

- Papaver somniferum; morfin ve kodein,

- Digitalis latana; digoksin (kalp ilaci),

- Allium sativum; bagisiklik arttirici, kan basinct ve kolesterol disiiriicii,

- Taxus brevifolia; taxol (anti-kanser ilag),

- Catharanthus roseus; vinblastin ve vinkristin (anti-kanser ilac),

- Aloe vera; dermatolojik ilaglar (Kendler 1987, Youngkin ve Israel 1996, O’Hara
ve ark. 1998, Raskin ve ark. 2002, Halberstein 2005).
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Turkiye 174 familyaya ait 1251 cins ve 12,000’den fazla tlr ve alt tlr taksonu iceren
oldukcga zengin bir floraya sahiptir (Davis 1988, Guner ve ark. 2000). Bu taksonlarin
234’0 yabanci kaynakli ve kiltar bitkisi olup geriye kalan tirler yurdumuzda dogal
yayilis gosteren bitkilerdir. Endemik bitkiler (yerylzinln yalnizca belirli bélgelerinde
yayilis gOsteren) bakimindan da Turkiye oldukga zengindir ve tum Avrupa
ulkelerindeki toplam endemik takson sayisi yaklasik 2750 iken Glkemizdeki endemik
tdr sayis1 2891 dir. Turkiye’de tibbi olarak kullanilan bitkilerin sayisinin 500 civarinda
oldugu tahmin edilmektetir ve yaklasik 200 tibbi ve aromatik bitkinin ihrag
potansiyelinin oldugu belirtilmektedir (Giner ve ark. 2000, Aydin, 2004, Faydaoglu ve
Siiriiciioglu 2011).

1.4.1.Bitkisel Kokenli Anti-kanser Ajanlar
Bitkiler etkili anti-kanser ilaglarin kesfinde o6nemli bir yer tutmakta olup kanser

tedavisinde kullanimlar1 uzun bir ge¢mise sahiptir. Su anda kullanilmakta olan anti-
kanser ilaclarin %60’indan fazlas1 bitkileri, deniz canlilarin1 ve mikroorganizmalari
igeren dogal kaynaklardan tiirevlenmektedir (Newman ve ark. 2003, Cragg ve Newman
2005). Bitkisel kaynaklar kullanilarak yapilan anti-kanser ilag arastirmalar1 1950’lerde
vinka alkoloidleri, vinblastin ve vinkristinin kesfi ile baglamigtir. United States Ulusal
Kanser Enstitust (NCI; National Cancer Institute) 1960’larda agirlikli olarak 1liman
bolgeleri kapsayan kapsamli bir bitki toplama programi baslatmis ve bu calismalarla
taksanlar1 ve kamptotesinleri kapsayan sitotoksik aktivite gosteren tiirler kesfedilmistir.
Bunlarin klinik olarak aktif sekilde tretimi 30 yillik bir siireci (1960-1990)
kapsamaktadir (Cassady ve Douros, 1980). Bu bitki toplama programi 1982°de
sonlandirimis olup 1986°da yeni tarama teknolojilerinin gelisimini takiben bitki ve diger
organizmalarin arastirilmasi devam etmistir. Ancak yeni bitkisel kaynakli anti-kanser
ajan kesfedilememis olup ¢ogu ajan klinik dncesi (preklinik) gelisim asamasindadir
(Cragg ve Newman, 2005).

1.4.1.1Klinik Olarak Kullanilan Bazi Bitkisel Kaynakh Anti-kanser Tlaclar
Vinblastin (VLB) ve Vinkristin (VCR); Endemik bir bitki olan Catharanthus roseus

G. Don. (Apocynaceae) (Madagaskar meneksesi)’den izole edilmis olup gesitli
kiiltiirlerde diyabet tedavisinde kullanilmaktadir (Gueritte ve Fahy, 2005). Yapilan
caligmalarda ekstraktin ratlarda akyuvar sayisini azalttigi ve kemik iligi baskilanmasina
neden oldugu bulunmustur. Boylece aktif ajanlar olarak vinblastine (VLB) and
vinkristine (VCR) izole edilmistir. Vinorelbin (VRLB) ve vindesin (VDS) bu ajanlarin
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yar1 sentetik analoglaridir. Bu ajanlar kemotGrapatik ilaglarla kombine edilerek I6semi,
lenfoma, meme ve akciger kanseri gibi Gesitli kanserlerin tedavisinde primer olarak
kullanilmaktadirlar (Noble 1990, Cragg ve Newman, 2005).

Etoposit (VM 26) ve Teniposit (VP 16-213); Etoposit ve teniposit dogal bir iiriin olan
epipodophyllotoksinin (podophyllotoksin izomeri) kanser tedavisinde kullanilan yari
sentetik turevleridir. Podophyllum tirlerinin (Podophyllaceae), cilt kanseri, sigiller gibi
hastaliklarin tedavisinde klinik olarak kullanimi uzun bir geg¢mise dayanmaktadir.
Yapilan kapsamli arastirmalar sonucunda Podophyllum (Podophyllaceae) tiirlerinden
izole edilen Podophyllotoxinlerle gelistirilen etoposit ve tenoposit kiiglik hiicreli akciger
kanseri, lenfoma, brons ve testis kanserlerinde kullanilmaktadir (Canel ve ark. 2000,
Meresse ve ark. 2004, Cragg ve Newman, 2005).

Paklitaksdl (taxol®) ve Dosetaksel; Paklitaksel Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae)
(Pasifik porsuk agaci) kabugundan izole edilen terpen temelli bir molekdldur.
Paklitaksel’in anahtar Onciillerinden biri olan baccatinler ¢esitli Taxus turlerinin
yapraklarinda bulunur ve yar1 sentetik dontisiimle Dosetaksel gibi Paklitaksel’in aktif
analoglar elde edilebilir. Paklitaksel; meme, yumurtalik, kii¢iik hiicreli olmayan akciger
kanseri tedavisinde kullanilirken, dosetaksel primer olarak meme ve kuglik hucreli
olmayan akciger kanseri tedavisinde kullanilmaktadir (Rowinsky 1997, Cragg 1999,
Cragg ve Newman, 2005).

Irinotekan (CPT-11; Camptosar) ve Topotekan; Cin siis agaglarindan (Chinese
ornamental tree), Camptotheca acuminata Decne (Nyssaceae)’den izole edilen
camptothesin molekulliiniin semisentetik turevleri olan topotekan (hycamptamine) ve
irinotekan (CPT-11) da klinik uygulamalari bulunan alkaloid yapidaki anti-kanser
ajanlardandir (Rahier et al., 2005). Topotekan ovaryum ve kigik hucreli akciger kanseri
tedavisinde kullanilirken, irinotekan kolorektal kanserlerin tedavisinde kullanilmaktadir
(Cragg ve Newman, 2005, Gurib-Fakim 2006).

1.5.Pelargonium Cinsinin Sistematik Simiflandirmasi
Taksonomik siniflandirmada tiim bitkiler familyalara ayrilir. Bu c¢alismada kullanilan

bitki tirl Geraniaceae familyasina aittir. Geraniaceae familyasi; Erodium, Geranium,
Monsonia, Pelargonium ve Sarcocaulon olarak isimlendirilen bes alt gruba (cins)
ayrilir. Pelargonium cinsi biiyiikk ¢cogunlugu Giiney Afrika’da bulunan yaklasik 250 tir
icerir ve Cape Floristic Bolgesinin (CFR; Cape Floristic Region) en buyik tgunci

angiosperm cinsi olarak smiflandirtlir (Williams ve ark. 2000, Goldblatt ve Manning
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2000). Filogenetik olarak tanimlanmis 16 subeye ayrilir ve taksonomik olarak 24 tur
icerir (van der Walt 1985, Bakker ve ark. 2004). Pelargonium cinsi Tulrkiye’de ise
Jenkinsonia subesine ait iki tur ile temsil edilmektedir: P. endlicherianum Fenzl, ve P.
quercetorum Agnew (Davis 1988).

1.5.1.Pelargonium Tiirlerinin Dagilim
Ik Pelargonium tiirii olan Pelargonium triste, 1632 yilinda John Tradescant tarafindan

Cape’den toplanmistir. Pelargonium cucullatum Paul Hermann tarafindan 1672’de
Table Dagindan toplanmistir. Yaklagik 200 Pelargonium tirti Guney Afrika’da bulunur.
Cogu tiire Namib ¢6liinden Cape’ye (gliney) ve dogu sahile uzanan genis kiyi
bolgesinde rastlanir. Diger 50 Pelargonium tiiri dogu tropikal Afrika, Arabistan,
Suriye, bat1 Hindistan, Avustralya ve Yeni Zelanda’da ve bir endemik tiirii St Helena’da
bulunmaktadir (Sekil 1.10). Pelargonium tiirleri ayrica Ispanya, Italya ve Kalforniya’da
dogal olarak yetisebilmektedir (van der Walt ve Vorster 1983, Lalli ve Jacqueline
2006).
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Sekil 1.10. Pelargonium cinsinin diinya ¢apinda dagilimi (Lalli ve Jacqueline 2006).

P. endlicherianum’un Tiirkiye’de genis bir dagilim gosterir ve Akdeniz ile iran-Turan
bolgeleri arasinda rastlanir. P. quercetorum ise Irak’ta genis dagilim gosterir ve
Tirkiye’deki dagilimi Iran ve Irak’a yakin giineydogu koselerinde simirhidir (Sekil 1.11)
(Johnson ve Ozhatay 1988).
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Sekil 1.11. Pelargonium tiirlerinin; P. endlicherianume P. quercetorum¥ Tiirkiye’de dagilinu
(Johnson ve Ozhatay 1988).

1.5.2.Pelargonium Cinsinin Genel Ozellikleri
Pelargonium cinsi yillik ya da ¢ok yillik bitkilerin bir grubudur. Saplar1 tabanda

odunsu, sukkulent, siklikla yapiskan ve aromatik, genellikle glandular ve degisik
tilyliidiir. Biitiin tlirler sapli yapraklara sahiptir, hemen hemen her lob seklini barindirir
ve diglidir. Baz1 yapraklar yumusak, kiigiik, ipeksi tiiylii ve bazen de yapiskandir.
Cigekleri bes petallidir. iki arka spatula veya ters yumurtamsi yaprak (obovat) {i¢ 6n
yaprakdan daha biiyiik ve genistir. Cigek rengi; beyaz, pembe, pembemsi-mor ya da
mor olabilir. Bitigik nektar tiipi en karakteristik 6zelligidir ve gogu tiirde var olan
aromatik yaglar tanimlanmasi igin 6nemli bir yoldur (Webb 1984, van der Walt, 1985,
Miller 2002). P. endlicherianum; dayanikli rizom koklu, blyuk ve ¢ekici eflatun-kirmizi
cicekli, uzun sapli, tiiylii ve elsi yaprakhidir. Tiirkiye’deki yaygin ismi solucan otudur.
P. quercetorum P. endlicherianum’a gore daha biiyiikk ve daha ¢ok sayida yapraga
sahiptir ve daha az tiylidur (Sekil 1.12) (Johnson ve Ozhatay 1988).

A 4 - ‘. X B
Sekil 1.12. Pelargonium cinsinin Turkiye’de bulunan iki turti A. P. endlicherianum B. P.
guercetorum (Anonim 2010, Anonim 2011a).
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1.5.3.Pelargonium Turlerinin Biyolojik Aktiviteleri
Dogal Pelargonium tiirlerinin pek ¢ogu, hibritleri ve kiiltiir bitkileri esansiyel yaglar

tiretmektedir ve yiiksek kaliteli bu yaglar kokulu Pelargonun’larin yaprak, govde ve
saplarinda bulunmaktadir (Williams and Harborne 2002). Pelargonium’a yonelik
aragtirmalar ugucu yaglarinin kimyasal kompozisyonuna odakli ¢caligmalardir ve ugucu
yaglarinin yaklasik 230 bileseni belirlenmistir. 120’nin {izerinde Pinen, phellandren,
myrcen, limonen, germacren, caryophyllen gibi monoterpenler ve terpenler, alkoller,
esterler, aldehitler, ketonlar, fenoller vb. olarak simiflandirilan diger organik bilesenler
Pelargonium tiirlerinden izole edilmistir.(Vernin ve ark.1983, Williams ve Harborne
2002, Kiran ve Kaul 2005).

Guney Afrika’da cesitli Pelargonium tirleri yara ve apselerde, ates diistiriicii, kolik,
nefrit ve iirin baskilayici olarak, soguk alginligi, bogaz agrisi, basur tedavisinde ve
ayrica insektisit olarak kullanilmaktadir (Lis-Balchin 1996). “Umckaloabo” P. sidoides
ve P. reniforme koklerinden elde edilen bir ila¢c olup gastrointestinal, karaciger ve
solunum yolu rahatsizliklarinda kullanilmaktadir (Kolodziej 2002, Seidel ve Taylor
2004). Halk arasinda P. endlicherianum’un taze yapraklart kurt dokici olarak,
Pelargonium radens yapraklari i¢ organ neoplazmasinin tedavisinde, P. betulinum taze
yapraklar1 karin agrisinda, P. cucullatum bobrek hastaliklari, ates, oksiiriik ve gogiis
sorunlari i¢in kullanilmaktadir (Hirose ve Shibata 1978, Bozan ve ark. 1999, May 2000,
Lawrence ve Notten 2001).

Monoterpenik ugucu yaglar kansere kars1 aktif dogal antioksidanlardir ve monoterpenler
tiimor olusumunu 6nleyen ve kanser olusumunu veya ilerlemesini gerileten anti timoral
aktiviteye sahiptir (YYanishlieva ve ark. 1999, Kris-Etherton ve ark. 2002, Saraswathi ve
ark. 2011). Pelargonium kaynakli Geranium monoterpene yaglari, inflamasyon,
dizenteri, agir adet kanamalar1 ve kanser tedavisinde kullanilmaktadir (Fayed 2009).
Geranium’dan elde edilen ve yagda ¢oziilebilen bir bilesik olan sitronelol’un anti-kanser
ve anti-inflamatuvar 6zellige sahip oldugu gosterilmistir (Zhuang ve ark. 2009). Bir
baska ¢alismada Geranium esansiyel yaglarindan Geraniol’un kolon kanser hiicrelerinde
ilacin sitotoksik etkisini arttirarak 5-FU tedavisine duyarli hale getirdigi ve kanser
olusumunu tetikleyen poliamin biyosentezinin anahtar enzimi olan ornitin dekarboksilaz
aktivitesinde %50 azalmaya yol agtigi belirtilmistir (Carnesecchi ve ark. 2002).
Geranium’un esansiyel yaglarinin anti-kanser aktivitesi iki insan promyelosit [6semi

hicre soyunda (HL-60 ve NB4) yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Fayed, 2009). Pek
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cok calisma P. graveolens ‘in servikal neoplaziye karsi potansiyel anti-tumor etkisini
gostermistir (De Moura ve ark., 2002). Ayrica Pelargonium turlerinin anti-bakteriyel,
antifungal ve anti-oksidan aktivitelerinin oldugu bilinmektedir (Deans ve Ritchie 1987,
Lis-Balchin ve Deans 1996, Lis-Balchin ve Roth, 2000, Deans 2002). Pelargonium
graveolens'den izole edilen geranium yag1 25 farkli bakteri cinsinde denenmis ve test
edilen ¢ogu mikroorganizmada biiyiimeyi inhibe edici aktivite gdstermistir (Dorman ve
Deans 2004). Tepe ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada P. endlicherianum’un methanol
ekstraktinin gii¢lii bir anti-oksidan aktivite sergiledigi gosterilmistir (Tepe ve ark.
2006). Pelargonium tarlerinin anti-mikrobiyal ve anti-oksidan aktivitelerinin yan1 sira in
vitro toksisitesine yonelik ¢alismalarda bulunmaktadir. Transforme insan bobrek epitel
hiicrelerinde yapilan bir toksisite ¢alismasinda P. sublignosum ve P. citronellum ‘un
aseton ekstraktlarinin yiiksek toksik etkisi gosterilmistir (IC50=11,89+1,54 pg/ml ve
1C50=19,14%0,98 ug/ml) (Lalli ve ark. 2008).

Yukarida Ozetlendigi iizere Geraniaceae familyasina ait Pelargonium tlrlerinin
biyolojik aktivitesine iligkin literatiirde ¢esitli c¢alismalar bulunmakla birlikte
Pelargonium quer cetorum’un biyolojik aktivitesine yonelik herhangi bir ¢alisma yoktur.
Bu nedenle Pelargonium quercetorum bitkisinden elde edilen ekstraktin akciger kanseri
hiicre soylar1 (A549, PC3 ve H1299) iizerindeki sitotoksik/apoptotik etki mekanizmalari
arastirilmistir. Pelargonium quercetorun’un icerik analizi York Universitesi, Kimya
Bolumiinde Dog. Dr. Mustafa Ozel tarafindan GCXGC-TOF/MS sistemi kullanilarak
belirlenmis olup isimlendirmeler NIST 2005 kitle spektral Kkitiiphanesine gore

yapilmistir (Cizelge 1.1).
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Bilesik® P tR” % Alan®
Asetik asit 430 1.30 0.65
2,5-Dimetil pirazin 510 2.05 0.61
Butirolakton 545 2.68 0.47
2-Metil-3-etil pirazin 655 2.06 0.33
Benzenasetaldehit 740 2.35 0.11
2,5-Dimetil-4-hidroksi-3(2H)-furanon 760 2.27 0.15
2-Pirolidon 805 3.17 2.70
5-Hidroksimetildihidrofuran-2-one 1025 3.19 0.36
Hexahidrofarnesil aseton 1980 1.54 0.73
Okzalik asit, allyl oktadesil ester 2000 1.37 0.57
n-Tridecan-1-ol 2045 1.57 0.94
Ylangene 2075 1.70 1.36
Metil 14-metilpentadecanoat 2090 1.52 0.14
17-Oktadesinoik asit, trimetilsilyl ester 2220 1.81 0.33
Trimetilsilyl palmitat 2220 1.42 0.86
Nerolidol 2490 1.96 0.11
Farnesan 2810 1.37 0.68
Heneicosyl asetat 2825 1.50 0.51
Eicosan 2900 1.42 5.15
n-Tetracosanol-1 2920 1.56 2.61
3,7-Dimetilnonan 2965 1.48 0.70
1-Hexadecanol 2990 1.45 1.06
Oktadecanol asetat 3005 1.53 2.63
Heneicosan 3075 1.56 16.23
2-Metileicosan 3150 1.45 12.37
Tetracosan 3235 1.59 40.92
Oleik Asit 3315 3381 0.85
Bilinmeyen 5.85
100.00

Cizelge 1.1. Pelargonium quer cetorum ekstraktinin igerik analizi

8 GCxGC-TOF/MS yazlimi kullanilarak belirlenmistir; isimlendirmeler NIST 2005 kiitle

spektral kiitiiphanesine gore yapilmistir.

®1t. ve %tg, birinci ve ikinci boyutta tutulum stireleri.
¢ Her bir bilesigin yiizdesi, analitin doruk noktasinin alan1 total iyon kromatogram doruk

noktasinin alanina boliiniip 100°le carpilarak hesaplandi.
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2.MATERYAL ve YONTEM

2.1.Materyal

2.1.1.Kimyasal maddeler

-MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid), Sigma

-Fetal sigir serumu (FBS), Biochrom AG

-Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10.000U/ml penisilin, 10mg/ml streptomisin), Gibco
-Fosfat tuz tamponu (PBS), Gibco

-Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Gibco

-Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI), Hyclone

-% 0,05 Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Gibco
-Dimetil sulfoksit (DMSO), Sigma

-Triton X-100, Sigma

-Adenosine 5'-triphosphate (ATP) Chemosensitivity Assay, Dcs Innovative Diagnostic
Systeme, Hamburg, Almanya

-Tripan mavisi (% 0,5), Biological Industries

2.1.2.Sarf malzemeler

-25cm? ve 75cm? lik flask, Orange Scientific

-6 kuyulu plate, Orange Scientific

-96 kuyulu flat plate, Orange Scientific

-5ml ve 10ml hacimlerinde enjektorler, Set inject

-10ul’lik pipet uglari, Biohit

-100ul’lik pipet uglari, Expell

-1000ul’lik pipet uglari, Ayset

-Steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Orange Scientific
-Steril santrifuj tpleri (15ml), Orange Scientific

-Steril santrifuj ttpleri (50ml), Nest

-Thoma lami, Bright —Line, Hausser Scientific Horsham, PA, USA
-Kriyovial, Corning Incorporated Corning

2.1.3.Cihazlar
-Spektrofotometre (FLASHScan S12, Analytik Jena, Almanya)

-Hassas terazi, SHIMADZU AUW220D

-Luminometre (FL.800 Mikroplate Floresans Okuyucu)
-CO;, inkilibatori, Sanyo, Japonya

-Mikroplate inkiibator ve ¢alkalayici, Heidolph, Almanya
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-Buharli sterilizator (Otoklav), Niive OT4060, Turkiye
-Steril kabin, ESCO, Singapur

-Multipipet cihazi, Multipette eppendorf, Hamburg, Almanya
-Inverted mikroskop, Olympus CKX41, Japonya
-Aspirator, Rocker 300, Tayvan

-Kuru hava sterilizatort, Elektro-mag M 420, Turkiye
-Santriflj, Rotina 35R, Almanya

-10ul, 100pul ve 1000ul’lik pipet seti, Orange Scientific
-0,5-5ml pipet, Brand

-10ml pipet, Eppendorf

-5-5ul Transferpipet, Thermo Scientific

-Pipet boy, ISO fill

-20-200ul Transferpipet, Brand, Almanya

2.2.Y bntem

2.2.1.Pelargonium quercetorum’un Toplanmasi ve Tanimlanmasi
Pelargonium quercetorum Turkiye: C9: Hakkari, 1300m’den 16 Haziran 2006 yilinda

Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Egitim Fakiiltesi, Biyoloji Egitimi Anabilim Dalinda
Aragtirma Gorevlisi olan Mehmet Firat (toplayict numarasi: MF.10111) tarafindan
toplanmistir ve ‘Flora of Turkey and The East Aegean Islands’ kitabindan yardim
alinarak teshis edilmistir (Davis 1988).

2.2.2.Pelargonium quercetorum’un Ekstraksiyon Islemleri
Pelargonium quercetorum’un toprak istii kisimlarindan (govde+cicek+yaprak) 30g

tartilarak 150ml metanol (MeOH) ile Soxhlet ekstraktoriinde, 1sitict metanoliin kaynama
noktasina kadar 1sinmasimi saglayacak sekilde ayarlanarak, ekstraksiyon islemleri
yapildi (24 saat). Elde edilen ekstraksiyonlarin ¢oziiciileri (MeOH) evaporator cihazinda
50°C’deki su banyosunda vakum altinda ekstrakte maddelerden tamamen uzaklastirildi
(25-30 dakika). Ekstraktlar -80°C’de muhafaza edildiler. Donmus haldeki ekstraktlar
kuru hale getirilmek Uzere vakum altinda, uygun kosullarda ve sicakliklarda liyofilize
edildiler (41-42 saat). Elde edilen kuru haldeki ekstraktlar deneylerde test edilen
maddeler olarak kullanilmak tizere hazir hale getirildiler ve -80°C’de muhafaza
edildiler.
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2.2.3.Pelargonium quercetorum Ekstraktinin Hazirlanmasi
Pelargonium quercetorum ekstraktinin (PQE) stok c¢ozeltisi 100mg/ml (0,05gr bitki

ekstrakti + 0,5ml DMSQO) olacak sekilde DMSO ile ¢oziilmesi saglandi. Bu ¢oziinmiis
stoktan 20’ser ul olacak sekilde alikot yapilarak -80°C’de saklandi. Calismalar icin
gerekli seyreltmeler ise besiyeri ile yapildi.

2.2.4.HucreKaltard
Pamukkale Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda gorev yapan

Prof. Dr. Hakan Akca’dan temin edilen A549, PC3 (JCRB,; Japanese Collection
Research Resources Bank, Osaka Japan) ve H1299 insan akciger kanseri hiicre soylari
kriyovial denen kaplar igerisinde -80°C dolaplarda saklandi. Kullanilan hiicre soylarmmn
Ozellikleri asagida belirtilen sekildedir:
A549 Hiicre Soyu:  » Adenokarsinom

» p53, yabani tip

» Rb, aberasyon yok

» pl6, homozigot delesyon

» K-Ras, Mutasyon (Ser12)

» PTEN, aberasyon yok

» EGFR, yabani tip
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PC3 Hiicre Soyu: » Adenokarsinom
» p53, mutant
» Rb, aberasyon yok
» pl16, homozigot delesyon
» K-Ras, aberasyon yok
» PTEN, aberasyon yok

» EGFR, protein Uretimi var ancak ERK stimule edilemiyor.

H1299 Hicre Soyu: ~ » Adenokarsinom
» p53, yoksun (null)
» Rb, yabani tip
» pl6, yoksun (null)
» K-Ras, yabani tip
» PTEN, inaktif
» EGFR, yabani tip

2.2.4.1 Hiicre Soylarimin Stoktan Cikartilmasi
Hiicreleri gogaltmak amaciyla kriyovialler -80°C den alinarak sicak su banyosunda hizl

bir sekilde ¢oziildl. Hicre suspansiyonu; %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 L-
glutamin (Gibco) iceren 5ml RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium) besiyeri
icerisine alindi. Falkon tiip 800rpm’de 5dk santrifiij edildikten sonra siipernatant kisim
aspire edildi ve hiicre peleti Gzerine 1ml besiyeri ilave edilerek hicrelerin suspansiyon
hale gelmesi sagland: ve hiicre siispansiyonu icerisinde 5ml besiyeri bulunan 25cm?’lik

flasklara (Thermo Scientific) alinarak 37°C’de, %5 CO; iceren ortamda inkiibe edildi.
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2.2.4.2 Hiicre Soylarimin Pasajlanmasi

Deneylerde kullanilan hiicre soylari, flask yuzeyini %60-70 kapladiklarinda (konfluent
olduklarinda) flask icerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicrelerin serumdan arindirilmasi
icin 25cm”lik flask icerisine 2ml 1X PBS (Gibco) ilave edildi ve hiicrelerin
yizeylerinin  hafifge yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek
uzaklastirildiktan sonra flask yiizeyine yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari igin
0,5ml %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu kullanildi ve hiicreler 37°C’de, %5
CO’li ortamda 5dk inkiibe edildi. Mikroskopla bakildiginda flask yiizeyinden ayrildigi
kabul edilen hucrelere, tripsinin inhibe edilmesi i¢in on kati1 kadar besiyeri ilave edildi.
Boylece tripsinin hiicreleri yiizeyden ayirdiktan sonra hiicre membranlarina zarar
vermeye baslamasi engellenmis oldu. Flask igerisindeki hiicre siispansiyonu, igerisinde
besiyeri bulunan 15ml’lik falkon tiip igerisine alindi. 800rpm’e 5dk santrifiij yapildiktan
sonra siipernatant kisim aspire edildi ve elde edilen hiicre peleti 1ml hiicre besiyerinde
coziindiikten sonra hiicre siispansiyonu 75cm?lik flasklara alinarak 37°C’de, %5 CO,
iceren ortamda inkiibasyona birakildi. Bu sekilde hiicreler istenilen sayiya gelene kadar
cogalmalar1 saglandi.

2.2.4.3.Hucre Soylarimin Stoklanmasi
Hicreler konfluent olduklarinda flask icerisindeki besiyeri aspire edilerek ortamdan

uzaklastirildi. Hicreler 1X PBS ile hafif¢ce yikandiktan sonra PBS aspire edilerek
uzaklastirildi ve hiicrelerin flask yiizeyinden kalkmalarini saglamak igin %0,05 Tripsin-
EDTA (Gibco) soliisyonu eklendi. Hucreler 37°C’de, %5 CO,’li ortamda 5dk
inklibasyona birakildi. Mikroskopla bakildiginda flask yiizeyinden ayrildigi kabul edilen
hlcrelere, tripsinin inhibe edilmesi i¢in on kati kadar besiyeri ilave edildi. Flask
icerisindeki huicre stispansiyonu icerisinde besiyeri bulunan 15ml’lik falkon tip (Orange
Scientific) igerisine alindi. 800rpm’de Sdk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim
aspire edildi ve pelet Gzerine her bir kriyovial i¢in 1.5ml dondurucu medium (5ml
DMSO + 5ml FBS + 40ml DMEM) karanlik ortamda ilave edildi. Hiicre slispansiyonu
kriyovialler icerisine dagitilarak -80°C’ye kaldirilds.

2.2.4.4 Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi
A549, PC3 ve H1299 hiicre soylart i¢in kullanilan besiyeri ortami i¢in %10 Fetal

Bovine Serum (Hyclone USA), %1 Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10.000U/ml
penisilin, 10mg/ml streptomisin, Gibco), %1 L-glutamin (Gibco) iceren RPMI 1640
(Hyclone USA) besiyeri kullanildi.

33



2.2.4.5.Hemositometre ile Hiicrelerin Sayim
Hiicreleri sayabilmek amaciyla tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen hiicre

stispansiyonundan 10upl 0,5ml’lik tiipe alindi ve (zerine esit miktarda %0,5 tripan
mavisi (Biological Industries) konarak iyice karismasi saglandi. Hematositometre
distile su ile iyice temizlendi. Bu karisimdan 10ul alinarak thoma lamina koyuldu ve
mikroskopta bu lam {izerinde bes alanda hiicre sayimi yapildi. Bulunan say1 sulandirma
katsayist ile ¢arpilarak 1ml besiyerinde ne kadar hiicre oldugu hesaplandi.

225.MTT (Mgetiltiazotetrazolium) Canlhiik Metodu
MTT yontemi, ilk kez Mosmann ve ark. tarafindan 1983 yilinda belirlenmistir ve hiicre

kalturinde baydtilen hicrelerdeki mitokondriyel dehidrogenaz enzim aktivitesinin
kolorimetrik Olglilmesi esasina dayanmaktadir (Mossman 1983). Bu enzim aktivitesi
yasayan hiicrelerde gozlenirken, 6len hiicrelerde ise gdzlenmemektedir. Ortama konulan
bilesige yanit olarak eger hiicreler 6liirse enzim aktivitesinin azaldig1 veya kayboldugu
gorilmektedir. Bu nedenle hiicreler mitokondriyel dehidrogenaz enziminin degisime
ugratigt MTT maddesine (tetrazolyum (3-(4,5-dimetiltiyazol -2)-2,5-difenil
tetrazolyum bromid) maruz birakilirlar. MTT, sar1 renkli suda ¢oziinebilen tetrazolium
tuzu olup canli hiicreler tarafindan alinir ve mitokondriyel siiksinat dehidrogenaz
enzimleri tarafindan suda ¢6ziinmeyen koyu mavi-mor renkli formazan kristallerine
doniistliriiliir. Sitotoksik bilesiklerin hiicrelere zarar vermesi MTT tetrazoliumun
formazana indirgenmesini azaltmaktadir. Sonug olarak; canli ve mitokondri fonksiyonu
bozulmamig hiicreler mavi-mor renkte boyanmakta, 6lu veya mitokondri fonksiyonu
bozulmus hiicreler ise boyanmamaktadir. Daha sonra olusan bu formazan kristalleri
SDS (%10 sodyum dodesil stlfat+steril distile su + 0,01N HCI ) kullanilarak suda
¢oziinlir hale getirilir ve olusturduklart renk siddeti 570nm dalga boyunda
spektrofotometre ile Olgiiliir. Sonug olarak; baslangigta ayni sayida ekilmis hi¢ ilag
uygulanmamis kontrol hiicrelerindeki renk siddeti ile ilaca maruz birakilmis
hiicrelerdeki renk siddeti oranlanarak ilaca maruz birakilmis hiicrelerdeki canlilik orani
(ylizdesi) hesaplanmis olur.

MTT testi icin, Pelargonium quercetorum ekstraktinin (PQE) farkli konsantrasyonlari
(3,13-100ug/ml) hazirlanarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina uygulandi. A549, PC3
ve H1299 hiicreleri sayilarak 100ul besiyeri icerisinde 1x10* hiicre olacak sekilde her
bir kuyuya ilave edildi. Hiicrelerde, 6liimiin negatif kontrolii (maksimum canlilik, MO)

olarak sadece besiyeri ortami igerisinde ekilen hiicreler kullanildi. KOr icin ayrilan
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kuyular icerisine ise 200pl besiyeri ilave edildi. Ardindan hiicreler, 48 saat 37°C, %5
CO>’li ortamda inkiibasyona birakildu.

MTT kimyasali, 5mg/ml PBS tamponu icerisinde pH=7,2 olacak sekilde stok olarak
hazirlandi. Hazirlanan MTT c¢ozeltisi filtre edilerek steril hale getirildi. 48 saat sonunda
her bir kuyucuga 20l MTT boyas: eklendikten sonra hiicreler 37°C’de 4 saat siireyle
inkiibasyona birakildi. Olusan formazan kristallerini ¢oziiniir hale getirmek ic¢in bUtin
kuyucuklarin iizerine %10’luk SDS soliisyonundan 100pl eklenerek 18 saat 37°C’de
%5’lik CO,’li etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerde olusan renk
siddeti spektrofotometrede (FLASHScan S12, Jena, Almanya) 570nm dalga boyunda
Olciildii ve okunan absorbanslar kullanilarak hiicrelerin canlilik oranlar1 belirlendi.

% Canlilik hesabi:

Ilag uygulanmanus kontrol hiicre (MO) canlilifi %100 olarak kabul edilerek, ilag
uygulanan hiicrelerin canlilik oranlar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi. Deney
icerisinde her bir konsantrasyon birbirinden bagimsiz ii¢ farkli kuyuda tekrarlandi.
% Canlilik=[100%(Bilesik ile muamele edilen hiicre absorbansi ortalamasi-kor
ortalama)/(Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi-kor ortalama)] olarak hesaplandi.

2.2.6.ATP (adenozin trifosfat) Canhihk Metodu
MTT yontemi, siklikla kullanilan ucuz bir yontem olmasina ragmen ATP yoOntemi,

liminesans temelli yonteme bagli olarak teknolojik agidan daha gelismistir ve in vitro
sitotoksisite Olcumlerini MTT yodntemine gore c¢ok daha hassas ve guvenilir
yapabilmektedir.

ATP hicre icerisindeki en 6nemli enerji deposudur ve biyolojik sentez, sinyal iletimi,
tasima, hareket gibi sirecler i¢in kullanilmaktadir. Hiicresel ATP hiicre canliligini
6lcmede en hassas parametrelerden biridir. Bu yontemin prensibi hicre kiltirtinde
biiyiitilen kanser veya normal hiicrelerdeki intraseliiler ATP igeriginin Ol¢iilmesi
esasina dayanmaktadir. Intraselliiler ATP igeriginin seviyesi yasayan hiicrelerin
sayisinin belirlenmesinde kullanilan bir gostergedir (Maehara ve ark. 1987, Andreotti ve
ark. 1995, Dexter ve ark. 2003, Ulukaya ve ark. 2008).

Hiicrelerde 6rnegin; kemoterapotik ajanlar veya mitokondriyal toksinler ile 6lduricu
hasarlar olustugunda ATP seviyesi onemli dl¢lide azalmaktadir. Bu amagla, bilesiklerle
muamele edilmis hiicrelerdeki intraseliller ATP igerigi belirlenerek total hiicre sayisi

belirlenmeye caligildi.
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ATP yontemi; lisiferinin Mg*? ve ATP varhiginda liisiferaz enzimi ile oksiliisiferine
katalize olup liiminesans sinyal olugturmasina dayanmaktadir (Sekil 2.1). Luminesans
sinyal (ATP konsantrasyonu) ile hiicre sayisi arasinda dogrusal bir iliski bulunmaktadir
(Andreotti ve ark. 1995, Mueller ve ark. 2004, Wadhawan ve ark. 2010).

HU\C[:-S NjEUDH
"/> “fs + ATP + 0

D-Lusiferin
Lusiferaz
+ Mg+ Foton
+ PPi + AMP + CO
i SJ/ Pi C0s
Olksilusiferin

Sekil 2.1. Lusiferin/lusiferaz biyoluminesans tepkimesi (Anonim 2011b’den degistirilerek
alimmugtir).

2.2.6.1.ATP Ol¢iimiiniin Yapilmasi
ATP testi icin, PQE’nin farkli konsantrasyonlari (3,13-100ug/ml) hazirlanarak 96

kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina uygulandi. A549, PC3 ve H1299 hiicreleri sayilarak
100ul besiyeri igerisinde 1x10* hiicre olacak sekilde her bir kuyuya ilave edildi.
Ardindan hiicreler, 48 saat 370C, %5 CO;’li ortamda inkiibasyona birakildi.

Negatif kontrol (maksimum canlilik, MO, muamele uygulanmamis hiicre kontroll) igin
200pl besiyeri icerisine 1x10* hiicre ekildi. Poztif kontrol (minimum canhlik, MI,
%100 oldiren doz) olarak, 100ul hicre stspansiyonu igerisine hiucre 6lumind %100
indiikledigi bilinen %1°lik Triton X-100 (Sigma, St. Louis, MO) ¢0zeltisinden 100ul
ilave edildi. Hicreler 37°C’de %5’lik CO,’li etiivde 48 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda her kuyudan 150pl atilarak 50l ATP Kitinin (Sigma FLASC-
1KT Adenosine 5' triphosphate bioluminescent+somatic cell assay kit, St. Louis, MO)
icinde yer alan hiicre lizis tamponu (2X) eklendi ve hiicre icerisindeki ATP’nin hiicre
disina ¢ikmasi saglandi. 20 dakikalik bekleme siiresini takiben, 50ul hicre
siispansiyonu beyaz renkli 96 kuyucuklu ekim kaplarina aktarildi ve ardindan
50ul/kuyucuk lusiferin-lusiferaz enzimi igeren soltisyon ilave edildi. Reaksiyon sonunda

olusan ATP miktar1 (lusiferin-lusiferaz bioluminesans reaksiyonu yardimiyla), 6lgme
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zamani 1 saniye olacak sekilde luminometre (Bio-Tek, Winooski, USA) kullanilarak
6lculdi. Boylece bilesiklerle muamele edilen ve edilmeyen hiicrelerin RLU degerlerine
gore, bilesiklerin sitotoksik/sitostatik etkileri hakkinda bilgi edinildi. % Canlilik
asagidaki formiile gore hesaplandi.

% Canlilik=[100%(Bilesik ile muamele edilen hiicre absorbansi ortalamasi-MI)/(Kontrol
hiicre absorbansi ortalamasi—MI)] olarak hesaplanda.

2.2.7.M30 Antijen (Kaspazla Kirilmis Sitokeratin 18) ve M65 Antijen Metodu
Sitokeratinler (CK), kanser tanisinda kullanilan intermediat filament protein ailesine ait

proteinlerdir. Apoptozis esnasinda sitoiskeletin 6dnemli bir protein olan CK18 sadece
apoptotik hiicrelerde aktiflesen bir enzim grubu olan kaspazlarin etkisiyle kirilarak,
kirllmig CK18’1 (CK18-Asp396) olusturmaktadir (Leers ve ark. 1999). M30
monoklonal antikor, 6zellikle CK18’in Asp396’da kirillan fragmanin1 (M30 antijen)
tantyarak CK’lerin apoptotik bir belirte¢ olarak kullanimimi saglamaktadir (Sekil 2.2)
(Ueno ve ark. 2003). Bdylece apoptozise 6zgu bir belirte¢ olan kirilmis CK18, ELISA
yontemiyle saptanmaktadir. Bu 6zel CKI18’i tamiyan M30 antikoru, hiicrelerin
bulundugu ortamla temas ettirilirse ve eger ortamda apoptotik hiicreler de var ise,
apoptozisin varligr gosterilmis olur. M65 Elisa yonteminde ise hem kaspazla-kirilmis
hemde nekrozis esnasinda hiicrelerden salinan intakt CK18’i 6l¢iiliir (Schutte ve ark.
2004).

Sitokeratio 18
T 4
Kaspazla Einlois Sitokeratin 18
I I [
238 306
M30 ELISA mﬂ%
M5 N30
_ 196
M65 ELISA o I
M5 MB
1 I O
©r vr
MS M&

Sekil 2.2. Sitokeratin 18’in kaspazlar araciligiyla kesimi ve bu bélgenin M30 ve M65 antikorlart
ile taninmasinin sematik gésterimi (Olofson ve ark. 2007’ den degistirilerek alinmustir).

Basit olarak, ELISA metoduyla M30 ve M65-Antijen fragmentini belirlemek icin,
A549, PC3 ve H1299 hiicreleri sayilarak 96 kuyulu hiicre kiltiir kaplarina 200pl
icerisinde 1x10” hiicre olacak sekilde (3 tekrarl) ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO,’li
ortamda inkiibasyonu takiben hucreleri zedelemeden Gzerlerinden 100ul besiyeri
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uzaklastirildi. PQE’nin konsantrasyonu 100pl icerisinde 200pg/ml (son konsantrasyon
100pg/ml) olacak sekilde hiicrelerin {izerlerine uygulandi. Negatif kontrol kuyularindan
100l besiyeri uzaklastirildi ve yerine 100ul taze besiyeri ilave edildi. Hucrelerde
apoptozisin pozitif kontrolli olarak kullanilan Paklitaksel, 3,18uM dozunda kullanildi
(Park ve ark. 2004). ilag uygulamalarmi takiden hiicreler 48 saat 37°C, %5 CO;’li
ortamda inkiibasyona birakildi.

48 saatlik inkiibasyon sonunda tiim kuyulara 10ul %210’luk NP-40 (Sigma, St. Louis,
MO) ilave edildi. 15 dakika oda sicakliginda 600rpm c¢alkalayicida inkiibasyona
birakildi. Tiim kuyulardaki supernatant toplandi ve 2000rpm’de 30 saniye santrifiij
edilip M30 Apoptosense ELISA (M30-Apoptosense ELISA kit, Peviva, Bromma,
Sweden) kit icerigine uygun olarak c¢alisildi. Supernatantlar, kitin igerisinde yer alan
CK18’i tantyan fare monoklonal M30 antikoru kapli striplere 25ul pipetlendi. Tim
ornekler tizerine 75ul horseradish peroksidaz konjugati eklendi. 4 saat boyunca 600rpm
calkalayicida oda sicakhiginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
orneklere 250ul yikama soliisyonu ilave edilerek 5 kez yikama yapildi ve hemen
ardindan 200l TMB substrati ilave edilerek 20 dakika karanlikta oda sicakliginda
bekletildi. Reaksiyonu durdurmak icin 1N H,SO4 igeren 50pl stop ¢ozeltisi ilave edildi
ve olusan renk siddeti, spektrofotometrik olarak 450nm’de (FLASHScan S12, Jena,
Almanya) okundu.

48 saatlik inkubasyon sonunda M65 ELISA kit (M65 ELISA kit, Peviva, Bromma,
Sweden) igerigini c¢alismak i¢in ise tim Kkuyulardan supernatantlar toplanarak
2000rpm’de 30 saniye santrifuj edildi. Supernatantlar, fare monoklonal keratin 18
antikoru (M6) kapli striplere 25upl pipetlendi. Tdm Ornekler Gzerine 75ul M65
horseradish peroksidaz konjugati eklendi. 2 saat boyunca 600rpm calkalayicida oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Orneklere 250ul yikama soliisyonu ilave edilerek 5
kez yikama yapildi ve hemen ardindan 200ul TMB substrati ilave edilerek 20 dakika
karanlikta oda sicakliginda bekletildi. Reaksiyonu durdurmak ig¢in 1IN H,SO, iceren
50ul stop ¢ozeltisi ilave edildi ve olusan renk siddeti, spektrofotometrik olarak

450nm’de (FLASHScan S12, Jena, Almanya) okundu.
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2.2.8.Floresan Boyama Y éntemi ile Oliim M odunun Belirlenmesi
2.2.8.1.Anneksin-V Boyama Metodu
Normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde membran lipidlerinden biri olan

fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Eger hiicre apoptozisle Olirse normalde i¢ yizde
yerlesmis olan PS molekiilleri hiicre zarimin dis yiiziine transloke olurlar (Sekil 2.3). Bu
yer degistirme apoptotik hiicrelerde henliz membran biitiinliigiiniin bozulmadigi yani
O6lumun erken donemlerinde meydana gelir. Anneksin-V, hiicrenin dig yiizeyine
transloke olan fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu i¢in, floresan bir madde
(6rn. FITC) ile isaretlenerek apoptotik hicreler gorinir hale getirilir ve floresan
mikroskobu ile incelenebilir. Nekrotik hicrelerin yizeylerinde de Anneksin-V
baglanmasi goriilebildigi i¢in yontem calisilirken ikinci boya olarak propidyum iyodir
eklenmektedir. Propidyum iyodur (Pl), sadece membran hasarli hiicrelere girebilen,
dolayisiyla tim 6l0 hacreleri (primer nekrotik veya gec¢ apoptotik/sekonder nekrotik)
boyayabilen floresan niikleik asit boyasidir. Bu boya canli hiicreler tarafindan disari
atilmaktadir. Primer nekrozis (hiicre hacminin artmasi fakat fragmente ya da piknotik
nukleuslarin gézlenmemesi) toksik kosullar (hipoksi, iskemi, hipertermi, vb.) altinda
gerceklesen klasik oliim seklidir. Sekonder nekrozis ise, piknotik ya da fragmente
nikleus ile karakterize olup, apoptozisin ge¢ safthasidir. Hiicre kiiltlirii ortaminda
apoptozise giden hiicrelerin membranlar1 intakt (erken apoptozda) olmasina ragmen
daha ileri donemlerde ge¢ apoptozis/sekonder nekrozun gelismesi ile hiicrelerin
membran butlnlikleri bozulmaktadir. Sekonder nekroz asamasma kadar olan siire
icinde hicreler non-vital boyalar denilen (PI) boyalar ile boyanacak olurlarsa apoptozis
baslamis olmasina ragmen membran intakt olmasindan dolayr bu boyalarla
boyanamazlar. Sekonder nekroz gelistikten sonraki asamalarda hiicreler membran
biitiinliiklerinin bozulmasi ile non-vital boyalar ile boyanmaya baslarlar. Dolayisiyla PI
pozitif ve Hoechst pozitif boyanmaktadirlar. Hiicreler es zamanli olarak Anneksin-V-
Fluorescein (yesil floresan) ve non-vital boya olan propidyum iyodur (kirmizi floresan)
ile boyanir. Canli hiicreler; FITC-/PI-, erken apoptotik hucreler; FITC+/PI- ve gec
apoptotik veya nekrotik htcreler; FITC+/Pl+ boyanirlar ve bu sekilde birbirlerinden
ayirt edilirler (Giiles ve Eren 2008, Ulukaya ve ark. 2011).
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Sekil 2.3. Apoptotik hiicrelerde fosfotidil serin translokasyonu (Van Engeland ve ark.
1988’den degistirilerek alinmistir).

A549, PC3 ve H1299 hiicreleri sayilarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarma 200ul
icerisinde 1x10” hiicre olacak sekilde (3 tekrarl) ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO,’li
ortamda inklibasyonu takiben hucreleri zedelemeden Gzerlerinden 100ul besiyeri
uzaklastirlldi ve sonrasinda PQE’min konsantrasyonu 100ug/ml olacak sekilde
hiicrelerin  tizerlerine uygulandi. Negatif kontrol kuyularindan 100l besiyeri
uzaklastirildi ve yerine 100ul taze besiyeri ilave edildi. ila¢ uygulamalarini takiden
hiicreler 24 saat siireyle 37°C, %5 CO,’li ortamda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon siirelerinin sonunda hiicreleri zedelemeden uzerlerinden tiim besiyeri
(vaklasik 180pul) uzaklastirilarak Anneksin-V-FLUOS Staining Kit (Roche, Manheim,
Germany) igerigine uygun olarak calisildi. 500ul Incubation Buffer icerisine 5Sul
Anneksin-V-Fluorescein ve 5ul Propidyum lyodir boyasi pipetlendi. Ayrica hucrelerin
niikleus morfolojisini de bakmak amaciyla Hoechst 33342 (200pg/ml) boyasi son
konsantrasyonu 5ug/ml (40X sulandirilarak) olacak sekilde bu karisima eklendi. Her
kuyuya boya karisimindan 30pL pipetlenerek yarim saat oda 1sisinda inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda ekstraktin hiicrelerde sebep oldugu 6liim sekli floresan
mikroskop altinda degerlendirildi.

2.2.8.2.Hoechst 33342 Boyama M etodu
Floresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini dolayisiyla

nikleusu gorinur hale gelebilmektedir. Hoechst 33342, DNA'ya baglanabilen
dolayisiyla hicre membranindan nifuz edebilen bir boyadir. Canli ve 61U (apoptotik/
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nekrotik) hucrelerin g¢ekirdeklerini boyamak igin kullanilmaktadir. Hoechst boyama
yontemi kullanilarak ekstraktla muamele uygulanmig hiicrelerin 6lim sekilleri, niikleus
morfolojisine bakilarak yapilabilir. Apoptotik hiicrelerde; ¢ekirdegin normal hicrelere
gore daha kicuk olma 6zelligi aranirken, nekrotik hiicrelerde ise ¢ekirdegin normal
hiicrelerden biraz daha biiyiik olmasi ve daha az boya almasi 6zelligi aranmaktadir.
Hoechst boyama yontemi icin; ilk olarak 96 kuyulu plate de her kuyuda 100ul icerisinde
1x10* hiicre/ml olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO,’li ortamda
inkibasyonu takiben PQE’nin konsantrasyonu 100ug/ml olacak sekilde hicrelerin
iizerlerine uyguland1. Ardindan hiicreler, 48 saat 37°C, %5 CO,’li ortamda inkiibasyona
birakildi. 48 saat ila¢ uygulamasini takiben hucrelere zarar vermeden (zerlerinden 50pl
uzaklastirildi. 5pl Hoechst (Cell Viability Imaging Kit; nuclei dye, Roche, Mannheim,
Germany) 5ml PBS igerisine pipetlendi ve kisa bir vorteks yapildi. Her kuyuya 50ul
hazirlanmis olan bu karisimdan ilave edildi ve hiicreleri kaldirmamaya dikkat edilerek
pipetaj yapildi. 37°C, %5 CO, ‘li ortamda 30 dakika inkiibasyon sonrasinda floresan
mikroskop altinda degerlendirildi.

2.2.9.Western Blot Analizi
Western blot analizi hiicrelerden elde edilen bir protein karisiminda, aranan (hedef)

proteinin varligini gostermek ve molekiil agirligini belirlemek amaciyla kullanilan 6zel

bir protein-protein hibridizasyon teknigidir. Immiinoblotlama olarak da adlandirilan

teknigin uygulanabilmesi i¢in Oncelikle hedef proteini taniyarak ona baglanabilen bir
antikor mevcut olmalidir. Western blotlama temel olarak dort asamada gergeklestirilir:

I. Sodyum Dodesil Silfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yontemiyle
ornek karisimda bulunan proteinlerin jel {izerinde birbirlerinden ayrilmalar1 saglanir.

ii. Jelde biyiikliiklerine gore ayrilarak bantlar olusturan protein molekiilleri,
elektrotransfer teknigi ile nitroseliiloz membrana aktarilirlar.

Iii.Membrana sirasiyla, hedef proteine 6zgii antikor, bu antikoru taniyan ve yapisina
enzim ilave edilmis ikincil bir antikor ile muamele uygulanir.

Iv.Son olarak s6z konusu enzimin substrati ile muamelesi sonucunda meydana gelen
151k aracilify ile hedef proteinin membran {izerinde goriintiilenmesi saglanir (Sekil
2.4).

Proteinlerin safliginin kontrolii ve molekiiler agirliklarinin saptanmasi amaciyla

kullanilan SDS-PAGE y6ntemi Western blot analizinin ilk asamasini olusturur. Western

blot yonteminde toplayici jel ve ayirict jel olmak iizere iki farkli agaroz jel kullanilir.
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Toplayici jel hafif asidik (pH: 6,8) olup diislik akrilamid konsantrasyona sahiptir ve bu
sayede g0zenekli jel olusur. Ayiric jel baziktir (pH:8,8) ve yiiksek poliakrilamid igerigi
ile jel gozenekleri daha dardir. Proteinler bu sayede biiyiikliiklerine gore ayrilir ve
biylk proteinlere kiyasla kiigiik proteinler daha kolay ve hizli ilerler.

SDS-PAGE yontemi ile ayrilmak istenilen proteinlerin sadece biiyiikliiklerine gore
ayrimini saglamak icin 6nce 1s1 ile denatire edilmeleri ve sonra Sodyum Dodesil Silfat
(SDS) ile muamele edilmeleri gereklidir. Anyonik bir deterjan olan SDS, proteinlere
baglanip negatif yiiklii hale getirerek lineer forma doniismelerini saglar. SDS sayesinde
negatif yik ile yiiklenen proteinler elektroforez sirasinda anoda goc ederler.
Elektroforez islemi tamamlandiginda farkli biiyiikliikteki proteinler jel boyunca
ilerlerken ayrisarak farkli protein bantlar1 halinde odaklanirlar. SDS-PAGE isleminden
sonra jeldeki protein bantlarmin goriintiillenmesi icin kemiluminesans prensibinden
yararlanilir (Coskun-Ar1 2003, Mahmood ve Yang 2012).
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Sekil 2.4. Western Blot Asamalarinin Sematik Gosterimi (Abcam 2010).
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A549, PC3 ve H1299 hucreleri yeterli miktarda Gretildikten sonra ilag uygulamasi igin
25cm?lik flasklara ekim yapildi. Hiicreler %70-80 doluluk oramina ulastiklarinda 1.
flask negatif kontrol, 2. flask PQE (100ug/ml), 3. flask pozitif kontrol, A549 ve PC3;
Sisplatin (20uM), H1299; Etoposit (5uM) olmak lzere ila¢ uygulandi. A549 ve PC3;
Sisplatin (20uM), H1299; Etoposit (5uM) PARP-kirilmasini goérebilmek amaciyla
pozitif kontrol olarak secildi (Chiu ve ar. 2005, Dasgupta ve ark. 2006, Zhang ve ark.
2007). 37°C’de %5 CO;’li ortamda 24 saatlik inkibasyon suresinin sonunda protein
izolasyonu asamasina gecildi.

2.2.9.1.Protein izolasyonu
2.2.9.1.1.Cozeltiler
Lizis tamponu: 3ml lizis tamponu (RIPA lysis buffer, Santa Cruz Biotechnology Inc.,

CA, USA) icin 30pl 200mM PMSF (Santa Cruz, CA, USA), 30ul 100mM sodyum
ortovanadat (Santa Cruz, CA, USA), 45ul proteaz inhibitor kokteyl (Santa Cruz, CA,
USA) eklendi. Soliisyon karanlikta hazirlandi.

Bu asamada, ila¢ uygulanan flasklarin siipernatantlari, buz iizerinde tutulan 15ml’lik
falkonlara toplandi ve negatif kontrol flaskinin siipernatanti uzaklastirildi. Flasklara
10ml soguk PBS ilave edilip hiicreler “scraper” (Corning) ile kaldirildi ve ilgili
falkonlara aktarildi. Siispansiyon +4°C’de 1000g’de 5 dakika santrifuj (Hettich
Zentrifugen, Almanya) edildi. Santrifiij sonrasi falkonlarin stipernatantlar1 uzaklastirildi
ve pelet lizerine 0,5ml lizis tamponu pipetlendi. Falkonlar, karanlikta 30 dakika buz
tizerinde bekletildi ve bu esnada 10 dakikada bir pipetaj yapilarak karistirildi. Siire
bitiminde soliisyonlar 1,5ml’lik tiiplere aktarildi ve +4°C’de 10,000g’de 10 dakika
santrifiij edildi (Eppendorf AG, Hamburg, Germany). Siipernatantlar1 0,5ml’lik tiiplere
topland1 ve protein miktarlart 6l¢iildii.

2.2.9.2.Proteinlerin BCA Yontemi ile Konsantrasyonlarimin Olgiilmesi
2.2.9.2.1.Cozeltiler
Bicinchoninic Acid Kit (Sigma, St. Louis, MO)

Bovine Serum Albumin (BSA, Amresco, Solon, OH, USA) Standardi

2.2.9.2.2.BSA Standartlarimin Hazirlanmasi
BCA ile protein miktarlarini 6lgebilmek igin sigir serum albumin (BSA) proteininin

degisik konsantrasyonlar1 ultrasaf dH,O ile hazirlanarak bir standart egri grafigi ¢izildi.
ml’sinde 1, 0,8, 0,6, 0,4, 0,2mg BSA bulunan standartlar hazirlandu.
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2.2.9.2.3.BCA Olciimiiniin Yapilmasi
Bicinkoninik asit (BCA) protein tayin yonteminde bakir silfat, BCA sollisyonuna

eklendiginde olusan kompleks elma yesili bir renk alir. Bu soliisyon, protein
soliisyonuna ilave edildiginde, proteinin peptit baglari ile etkilesir ve Cu™" iyonlar1 Cu”
iyonlarina doniisiir. Neticesinde kompleksin rengini mora cevirir. Bu yontem hizli,
hassas ve kesindir ancak deterjan ve organik solventlerle etkilesimlerine dikkat etmek
gerekmektedir.

Olc¢iim icin Biginkoninik Asit Kit (Sigma, St. Louis, MO) ve 96 kuyuluk plate (Orange
Scientific) kullanildi. Her bir kuyuya 0, 20, 40, 60, 80 ve 100ul standart ve 10ul
konsantrasyonu bilinmeyen 6rnekler pipetlendi. Konsantrasyonu bilinmeyen ornekler
10 kere ultrasaf dH,O ile seyreltilerek 6lgiim yapildi, bu nedenle 10ul 6rnekler 90pul,
standartlar ise 100ul’ye tamamlanacak sekilde ultrasaf dH,O ile tamamlandi ve bu
seyreltme katsayisi, hesaplamalarda dikkate alindi. Kuyularin tizerine 200ul ¢aligma
ayiract pipetlendi ve plate 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda olusan renk siddeti, spektrofotometde 570nm’de (FLASHScan S12, Jena,
Almanya) okundu.

2.2.9.3.Western Blot Yontemi ile Proteinlerin Nitroseliiloz Membrana Aktarilmasi
2.2.9.3.1.Cozeltiler
MES SDS Running Buffer (Nu-PAGE, 20X, Invitrogen, CA, USA): 30ml Running

buffer, 570ml ultra saf H,O ile tamamland.

Nu-PAGE LDS Sample Buffer (4X, Invitrogen, CA, USA)

Nu-PAGE Sample Reducing Agent (10X, invitrogen, CA, USA)

Nu-PAGE Antioksidant (invitrogen, CA, USA)

Kaleidoscope Prestained Standarts (Biorad, CA, USA)

%4-12 gradient, NUPAGE Bis-Tris Mini Gels, 1mm, 12 kuyucuk (Invitrogen, CA,
USA)

10X pH:7,6 TBS-T (Tris-Buffer Saline-Tween20): Tris base 24,23g (Scharlau,
Barcelona, Spain) NaCl (Merck, Darmstadt, Germany) 80,06g ve 5ml Tween20 (Dako,
CA, USA) 1L ultrasaf H,O ile ¢ozildi.

Chemiluminescent Detection Kit, Mouse (Amersham, Buckinghamshire, UK)
Phototope®-HRP Western Blot Detection System (Cell signalling, MA, USA)
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2.29.3.2.Proteinlerin Ylklenmesi ve Jelde Y urGttlmesi
Ornekler istenen hacimlerde toplam protein miktar1 20pug (BCA yontemiyle belirlenen)

ve sample buffer ve reducing agent 1X olacak sekilde 0,5ml’lik tlplere pipetlendi.
Ardindan tupler su banyosunda bekletildi. Bu esnada jel, elektroforez tankina
yerlestirildikten sonra SDS running buffer, doluluk sinirma kadar eklendi. Hazir jelde
bulunan koruma sivisi pipet yardimiyla al-ver yapilarak uzaklastirildiktan sonra 500ul
antioksidan eklendi. Marker, yiklenmeden dnce 40°C’de 1 dakika bekletildi. Daha
sonra marker (5ul) ve ornekler kuyulara pipet yardimiyla belirlenen miktarlarda
yuklendi. Yiikleme islemi sonunda 60 dakika 150V yiiriitme yapildi.

2.2.9.3.3.Proteinlerin Transferi
Transfer islemi icin I-Blot jel transfer cihazina (Invitrogen, CA, USA) sirasiyla anot

bakir (+), jel, filtre kagidi (ultra saf H,O ile islatilir), katot bakir (-) ve slinger
yerlestirildi. Uretici firmanin Onerileri dogrultusunda 8 dakika transfer islemi
gergeklestirildi.

2.2.9.3.4.3-Aktin Proteinlerinin Belirlenmesi
2.2.9.3.4.1.Bloklama
R-Aktin icin, TBS-T icerisinde %5’lik stt (Santa Cruz, CA, USA) ¢ozeltisi hazirlandi ve

60 dakika oda sicakliginda, calkalayici ilizerinde inkiibe edildi. Stre sonunda, 3 defa 5
dakika TBS-T ile yikama yapildi.

2.2.9.3.4.2.Birincil Antikor
Anti-Aktin antikoru (Cell signalling, MA, USA), 1:1000 olacak sekilde %5’lik BSA

cOzeltisi icerisinde hazirlandi ve 18 saat +4°C’de calkalayicida inkiibasyona birakildu.
Sire sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.

2.2.9.3.4.3.ikincil Antikor
R-Aktin icin, Anti-Rabbit (Cell Signaling, MA, USA) 1:2000, Anti-biotin (Cell

Signaling, MA, USA) 1:1000 olacak sekilde %5’lik sit ¢ozeltisi igerisinde hazirlandi ve
calkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi. Stre sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile
yikama yapildu.

2.2.9.3.4.4.Goruntuleme
Goruntuleme icin; Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve Peroksidaz

reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) iki kat seyreltilerek kullanildi. Membranlar
hazirlanan solusyon ile 1 dakika inkube edildikten sonra agiga ¢ikan kemiluminesans
sinyal, Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy, France) cihazi kullanilarak goriintiilendi.
Bu sekilde nitroseliiloz membran iizerine transfer edilmis olan proteinlere baglanan

antikorlar goruntulendi.
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2.2.9.3.5.PARP Proteinlerinin Belirlenmes

2.2.9.3.5.1.Birincil ve ikincil Antikorlarin Membrandan Uzaklastirilmasi
Birincil ve ikincil antikorlart membrandan uzaklastirmak (Stripping) icin dretici

firmanmn (Cell Signaling, MA, USA) Western blot yeniden isaretleme (reprobing)
protokoli kullanildi. Stripping soliisyonu hazirlamak igin; 100ml ultrasaf su igerisine
0,769 Tris-base (Scharlau, Barcelona, Spain), 2g SDS (Applichem, Darmstadt,
Germany) ve 700ul R-merkaptoetanol (Merck, Schuchard, Germany) eklendi (1X,
pH:6,8). Membran 4 kez 5 dakika TBS-T ile yikandiktan sonra stripping soliisyonu
eklenerek 150-300rpm, 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda 2 kez 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi ve membranda sinyal olup olmadigini
kontrol etmek amaciyla goriintiileme yapildi. Goriintiileme sonunda membranlarda
sinyal yoksa 4 kez 5 dakika TBS-T ile yikama yapilarak bloklama asamasina gegildi.

2.2.9.3.5.2.Bloklama
PARP icin, TBS-T icerisinde %5’lik sut (Santa Cruz, CA, USA) ¢ozeltisi hazirlandi ve

60 dakika oda sicakliginda, calkalayici tizerinde inklbe edildi. Stre sonunda, 3 defa 5
dakika TBS-T ile yikama yapildu.

2.2.9.3.5.3.Birincil Antikor
Anti-PARP antikoru (Cell Signalling, MA, USA), 1:1000 olacak sekilde %5’lik BSA

cOzeltisi icerisinde hazirlandi ve 18 saat +4°C’de calkalayicida inkiibasyona birakildu.
Sure sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.

2.2.9.3.5.4.ikincil Antikor

PARP icin, Anti-Rabbit (Cell Signaling, MA, USA) 1:2000, Anti-biotin (Cell Signaling,
MA, USA) 1:1000 olacak sekilde %5’lik st ¢ozeltisi igerisinde hazirland1 ve
calkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi. Stire sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile
yikama yapildi.

2.2.9.3.5.5.Goruntuleme
Goruntuleme icin; Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve Peroksidaz

reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) iki kat seyreltilerek kullanildi. Membranlar
hazirlanan solusyon ile 1 dakika inkube edildikten sonra agiga ¢ikan kemiluminesans
sinyal, Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy, France) cihazi kullanilarak goriintiilendi.
Bu sekilde nitroseliiloz membran iizerine transfer edilmis olan proteinlere baglanan

antikorlar géruntulendi.
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2.2.9.3.6.Keratin 18 Proteinlerinin Belirlenmesi
2.2.9.3.6.1.Birincil ve Ikincil Antikorlarin Membrandan Uzaklastirilmasi
Birincil ve ikincil antikorlari membrandan uzaklastirmak (Stripping) igin Uretici

firmanin (Cell Signaling, MA, USA) Western blot yeniden isaretleme (reprobing)
protokoll kullanildi. Stripping soliisyonu hazirlamak igin; 100ml ultrasaf su igerisine
0,76g Tris-base (Scharlau, Barcelona, Spain), 2g SDS (Applichem, Darmstadt,
Germany) ve 700ul R-merkaptoetanol (Merck, Schuchard, Germany) eklendi (1X,
pH:6.8). Membran 4 kez 5 dakika TBS-T ile yikandiktan sonra stripping soliisyonu
eklenerek 150-300rpm, 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda 2 kez 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi ve membranda sinyal olup olmadigini
kontrol etmek amaciyla goriintiileme yapildi. Gorilintiileme sonunda membranlarda
sinyal yoksa 4 kez 5 dakika TBS-T ile yikama yapilarak bloklama asamasina gegildi.

2.2.9.3.6.2.Bloklama
Keratin 18 igin, TBS-T igerisinde %5’lik siit ¢ozeltisi hazirland1 ve 60 dakika oda

sicakliginda, calkalayici lizerinde inkiibe edildi. Stre sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T
ile yikama yapildi.

2.2.9.3.6.3.Birincil Antikor
Anti-Keratin 18 antikoru (Cell Signalling, MA, USA), 1:2000 olacak sekilde %5’lik st

¢Ozeltisi igerisinde hazirland1 ve 18 saat +4°C’de calkalayicida inkiibasyona birakildi.
Sire sonunda3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildu.

2.2.9.3.6.4.1kincil Antikor
Keratin 18 icin, Anti-Mouse (Amersham, Buckinghamshire, UK) 1:2000, Anti-biotin

(Cell Signaling, MA, USA) 1:2000 olacak sekilde %5’lik slt cozeltisi icerisinde
hazirlandi1 ve 60 dakika inkiibasyona birakildi. Stire sonunda 3 defa 5 dakikaTBS-T ile
yikama yapildu.

2.2.9.3.6.5.Goruntuleme
Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve Peroksidaz reagent B (20X,

Cell Signaling, MA, USA) iki kat seyreltilerek kullanildi. Membranlar hazirlanan
soliisyon ile 1 dakika inkube edildikten sonra Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy,
France) cihazi kullanilarak nitroseliiloz membran {izerine transfer edilmis olan

proteinlere baglanan antikorlar goriintiilendi.
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2.2.10.Istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizler SPSS 20.0 bilgisayar paket programi kullanilarak yapildi.
Yiizde canlilik degerleri tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak hesaplandi. 3
tekrarli yapilan tiim analizlerin sonuglar1 ortalama ve standart sapma ile verildi.

Istatistiksel olarak anlamli veriler p<0.05 degerine gére belirlendi.
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3.BULGULAR
3.1.MTT Canhlik Testi Bulgulari

PQE’nin farkli konsantrasyonlarmin (3,13-100ug/ml) A549, PC3 ve H1299 hicre
soylarinin canlilig1 iizerine olan etkisini belirleyebilmek i¢in MTT canlilik testi yapildi.
Hiicre soylarina 48 saat sire ile PQE uygulamasini takiben elde edilen sonuclar sekil
3.1’de gosterildi. PQE’nin uygulandigi hiicre soylarinda konsantrasyon arttik¢a
hiicrelerin canlilik ylizdesinde istatistiksel olarak anlamli azalmalar gézlendi (p<0.05).
PQE uygulanan hiicre soylarinin 48 saatlik tedavi sonrasinda hesaplanan canlilik yiizde
degerleri gizelge 3.1°de verildi. PQE uygulanan A549, PC3 ve H1299 hiicre soylarinin
ICs50 (kontrol hiicrelerine kiyasla ekstraktla muamele sonrasi hiicrelerin %50’sini
olduren konsantrasyon) ve ICg (kontrol hiicrelerine kiyasla ekstraktla muamele sonrasi

hiicrelerin %90’ 6ldiiren konsantrasyon) degerleri ise ¢izelge 3.2°de verilmistir.

MTT Canlilik Testi
140
120 4 W A549
100 4 I I . mPC3
X 1 I . H1299
= 80 4
c
8 60 - . .
X 0 .
I I
20 - .
O T T T T T T
3,13 6,25 12,5 25 50 100
Doz (ug/ml)

Sekil 3.1. PQE uygulanan A549, PC3 ve H1299 hiicre soylarinin canlilik yiizdelerinin grafigi.
Her bir veri noktasi 3 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir.

* Ayni doz iginde hiicre soylar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (p<<0.05) ifade
etmektedir.
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Dozlar (ug/ml) A549 PC3 H1299
% Canhhk % Canhihk % Canhhk
3,13 102,40 93,50 93,20
6,25 102,64 95,81 99,16
12,5 99,98 100,76 105,32
25 106,85 88,74 90,49
50 52,56 76,46 36,86
100 5,69 52,12 30,94

Cizelge 3.1. PQE uygulanan hiicre soylarmin 48 saatlik tedavi sonrasindaki canlilik yiizde
degerleri.

Doz (ug/ml) A549 PC3 H1299
IC s 52,73 >100 43,87
IC o 95,40 >100 >100

Cizelge 3.2. PQE uygulanan hiicre soylarinda MTT canlilik testi sonuglarina gore IC 5, ve IC oo
degerleri.

MTT canlilik testi uygulamasi asamasinda; PQE’nin 100ug/ml konsantrasyonunun 48
saatlik tedavi sonrasinda hiicreler tizerindeki etkileri MTT koyulmadan 6nce morfolojik
olarak faz-kontrast mikroskobunda goriintiilendi (Sekil 3.2). Ayrica PQE’nin 100ug/ml
konsantrasyonunun 48 saatlik tedavi sonrasinda hiicreler tizerindeki etkileri MTT
koyulduktan 4 saat sonra da morfolojik olarak faz-kontrast mikroskobunda goriintilendi
(Sekil 3.3).
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Sekil 3.2. MTT testi uygulamasindan 6nce A549, PC3 ve H1299 hicrelerinin morfolojik
goruntdleri.

A: A549 kontrol hucreleri B: A549; 100ug/ml PQE C: PC3 kontrol hucreleri D: PC3; 100pg/ml
PQE E: H1299 kontrol hucreleri F: H1299; 100pg/ml PQE
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Sekil 3.3. MTT testi uygulamasmdan sonra A549, PC3 ve H1299 hiicrelerinin morfolojik
gorintileri.

A: A549 kontrol hicreleri B: A549; 100ug/ml PQE C: PC3 kontrol hucreleri D: PC3; 100pg/ml
PQE E: H1299 kontrol hiicreleri F: H1299; 100ug/ml PQE

Sonug olarak; PQE’nin 100ug/ml konsantrasyonunda biiyiimeyi baskilayici etkisinden
dolay1 MTT tetrazolium tuzunun formazana indirgenmesini azalttigr goriildii. Ayrica
kontrol hcrelerinde, mitokondriyel siiksinat dehidrogenaz enzimleri tarafindan suda
coziinmeyen koyu mavi-mor renkli formazan kristallerinin olusumu gézlenirken, 6li

hiicrelerde ise formazan kristal olusumu gozlenmedi.
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3.2.ATP Canllik Testi Bulgular:
PQE’nin farkli konsantrasyonlarmin (3,13-100ug/ml) A549, PC3 ve H1299 hiicre

soylarinda intraselliler ATP miktarina olan etkisini belirleyebilmek icin ATP canlilik
testi yapildi. Hiicre soylarina 48 saat siire ile PQE uygulamasini takiben elde edilen
sonuclar sekil 3.4’te gosterildi. PQE’nin, konsantrasyonundaki artisa bagli olarak
uygulandig1 hiicre soylarinda intraseliiler ATP miktarinda azalmalara neden oldugu
belirlendi. PQE uygulanan A549, PC3 ve H1299 hiicre soylarinin canlilik yiizde
degerleri cizelge 3.3’te, ICso ve ICqy degerleri ise ¢izelge 3.4’te verilmistir. Sonug
olarak, PQE’nin 100pg/ml konsantrasyonunun bitiin hiicre soylar1 Uzerinde sitotoksik
etki gosterdigi gozlendi. Ayrica PC3 hiicre soyunda 50pug/ml konsantrasyonununda da
sitotoksik aktivite belirlendi. PQE’nin 50ug/ml ve 100pg/ml dozlarinin hiicre soylari
tizerine olan etkileri kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

oldugu bulundu (p<0.05).

ATP Canlilik Testi

140 - *

120 4 % * 1 I W A549
o] I I mPC3
= 380 | . H1299
c * &

8 60 - I
3

40 -

20 - * .

O -1 T T T T T i'-—\
3,13 6,25 12,5 25 50 100
Doz (ug/ml)

Sekil 3.4. PQE uygulanan A549, PC3 ve H1299 hiicre soylarinin canlilik yiizdelerinin grafigi.
Her bir veri noktasi 2 bagimsiz deneyin ortalamasini temsil etmektedir.

* Ayni doz iginde hiicre soylar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (p<<0.05) ifade
etmektedir.

Dozlar A549 PC3 H1299
(ug/ml) % Canhhk % Canhhk % Canhhk
3,13 113,59 105,02 93,03
6,25 114,70 101,60 117,41
12,5 111,71 99,76 108,37
25 101,54 54,25 127,45
50 63,27 5,58 60,06
100 8,57 0,68 1,07

Cizelge 3.3. PQE uygulanan hiicre soylarmin 48 saatlik tedavi sonrasindaki canlilik yiizde

degerleri.
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Doz (pg/ml) A549 PC3 H1299
IC 5 62,13 2718 58,53
IC o 98,70 47,73 92,43

Cizelge 3.4. PQE uygulanan hiicre soylarinda ATP canlilik testi sonuglarina gére 1Csy ve 1Cqo
degerleri.

3.3.M 30 Antijen (Kaspazla Kirilmis Sitokeratin 18) ve M 65 Antijen Bulgular
PQE’nin 100ug/ml konsantrasyonunun hiicreler tizerinde sitotoksik aktivite gosterdigi
belirlendikten sonra hiicre 6liim modunu aragtirmak amaciyla apoptozise 0zgu bir
belirte¢ olan kaspazla-kirilmig CK18 diizeylerine bakildi. Ayrica hem apoptotik hem de
nekrotik hiicreleri belirleyebilen M65 Elisa yontemini de kullanilarak hiicrelerin 6liim
modu belirlenmeye caligildi.

M30-Antijen 6l¢iimlerinin degerlendirilmesi i¢in standart egri grafigi hazirlandi. A549
ve PC3 hiicre soylari ile yapilan ¢alismanin standart egri grafigi sekil 3.5’te, H1299
hlcre soyu ile yapilan ¢alismanin standart egri grafigi ise sekil 3.6’da gosterilmistir.
Olglilen absorbanslar standart egri grafigi yardimiyla belirlenen formiiller (izerinden
degerlendirilerek M30 miktarlar1 U/L cinsinden hesaplandi (Sekil 3.7).

1200
y=690,19x+ 62,253
1000 - R2=0,9715
< 800 -
2
£ 600 -
o
<
2 400 -
200 -
0 - : : |
0 0,5 1 1,5
Absorbans (450 nm)

Sekil 3.5. A549 ve PC3 hiicre soylari ile yapilan ¢alismanin M30-Antijen standart egri grafigi.
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Sekil 3.6. H1299 hiicre soyu ile yapilan ¢alismanin M30-Antijen standart egri grafigi.

M30
Antijen Testi

1400
1200 -

1000 -

M30 (U/L)

800 -
600 -

400 -

JI m =mwwmw B RN

A549 A549 A549 PC3 PC3 PC3 H1299 H1299 H1299
Kontrol PQE Paklitaksel Kontrol PQE Paklitaksel Kontrol PQE Paklitaksel

Sekil 3.7. 100pg/ml PQE ve 3,18uM Paklitaksel muamelelerinin 48 saatte A549, PC3 ve H1299
hiicre soylarinda M30-Antijen Uzerine etkisi.

Sekil 3.7°de, 100pg/ml PQE ve 3,18uM Paklitaksel muamelelerinin 48 saatte A549,
PC3 ve H1299 hiicre soylarinda, bir apoptozis belirteci olan kaspazla-kirilmig
sitokeratin 18 (M30-Antijen) Uzerine olan etkisi gosterilmektedir. Yalnizca A549
hlcrelerinde Paklitaksel’in yaklasik 8-katlik bir artisa neden oldugu buna karsilik diger
hicrelerde Paklitaksel ve 100pg/ml PQE muamelesinde herhangi bir degisimin
olmadig1 belirlendi.

M65-Antijen Ol¢timlerinin degerlendirilmesi i¢in de standart egri grafigi hazirlandi
(Sekil 3.8). Olgllen absorbanslar standart egri grafigi yardimiyla belirlenen formuller

tizerinden degerlendirilerek M65 miktarlari U/L cinsinden hesaplandi (Sekil 3.9).
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Sekil 3.8. M65-Antijen standart egri grafigi.

M65
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Kontrol PQE Paklitaksel PQE Paklitaksel Kontrol PQE Paklitaksel

Sekil 3.9. 100ug/ml PQE ve 3,18uM Paklitaksel muamelelerinin 48 saatte A549, PC3 ve
H1299 hiicre soylarinda M65-Antijen (izerine etkisi.

Sekil 3.9’da, 100pug/ml PQE ve 3,18uM Paklitaksel muamelelerinin 48 saatte A549,
PC3 ve H1299 hiicre soylarinda, total sitokeratin 18 (M65-Antijen) Uizerine olan etkisi
gosterilmektedir. 100pug/ml PQE’nin A549 hcrelerinde kontrole gore 48. saat M65-
Antijen seviyesinde yaklasik 7-katlik bir artisa, PC3 hiicrelerinde yaklasik 11-Katlik bir
artisa ve H1299 hiicrelerinde yaklasik 6-katlik bir artisa neden oldugu belirlendi.
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3.4.Floresan Mikroskobu Ile Yapilan Degerlendirmeler
3.4.1.Anneksin-V Boyama Yontemi Bulgulari
Anneksin-V, apoptozisin erken donemlerinde hiicrenin dis yiizeyine transloke olan

fosfatidilserine baglanabilen bir proteindir ve floresan bir madde ile isaretlendiginde
apoptotik hicreler gorunur hale getirilirerek floresan mikroskobu ile incelenir. Ayrica
nekrotik hiicrelerin yizeylerinde de Anneksin-V baglanmasi goriilebildigi i¢in yontem
calisilirken ikinci boya olarak propidyum iyodir eklenmektedir. Hucreler Anneksin-V
Fluorescein (yesil floresan) ve non-vital boya olan propidyum iyodur (kirmizi floresan)
ile es zamanli olarak boyandiginda; canli hiicreler Annexin-V negatif/ Pl negatif, erken
apoptotik hicreler Annexin-V pozitif/ Pl negatif ve ge¢ apoptotik veya nekrotik
hicreler Anneksin-V pozitif/ P1 pozitif sonug verir.

PQE’nin 100pg/ml konsantrasyonunun A549, PC3 ve H1299 hicreleri Uzerine 24.
saatteki etkisi Anneksin-V yontemi kullanilarak floresan mikroskobu altinda
degerlendirildi. A549 hiicrelerinde gézlenen etki sekil 3.10, PC3 hicrelerinde gbzlenen
etki sekil 3.11 ve H1299 hiicrelerinde gozlenen etki sekil 3.12’de gosterilmistir.

A549 Kontrol

A549 PQE 100pg/ml

Sekil 3.10. A549 hiicrelerinin 24 saatlik muamele sonrasindaki floresan mikroskop goriintiileri.
A: Hoechst 33342 ile boyama,

B: Anneksin-V ile boyama,

C: Propidyum iyodur ile boyama.

— Hiicre 6liim sekli olarak apoptozisi temsil eden piknotik niikleus varligim géstermektedir.
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PC3 Kontrol

Sekil 3.11. PC3 hiicrelerinin 24 saatlik muamele sonrasindaki floresan mikroskop goriintiileri.
A: Hoechst 33342 ile boyama,

B: Anneksin-V ile boyama,

C: Propidyum iyodur ile boyama.

— Hiicre 6liim sekli olarak apoptozisi temsil eden piknotik niikleus varligim géstermektedir.

H1299 Kontrol

Sekil 3. 12 H1299 hiicrelerinin 24 saatlik muamele sonrasindaki floresan mikroskop gérintuleri
A: Hoechst 33342 ile boyama,

B: Anneksin-V ile boyama,

C: Propidyum iyodur ile boyama

— Hiicre 6liim sekli olarak apoptozisi temsil eden piknotik niikleus varligini gostermekte
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100ug/ml PQE ile muamele edilen A549, PC3 ve H1299 hucrelerinde nikleusun
kontrole kiyasla kiiciildiigii (piknozis) gozlemlendi. Ozellikle PC3 ve H1299
hiicrelerinde 24 saat sonra hiicre yogunlugunun kontrole kiyasla azaldigi gdosterildi.
Anneksin-V pozitif boyanan bolgelerde ayni zamanda PI de pozitif sonu¢ verdigi igin
hlcrelerde ge¢ apoptozis/sekonder nekrozis gelistigi belirlendi.

3.4.2.Hoechst 33342 Boyama Yontemi Bulgulari
PQE’nin 100ug/ml konsantrasyonunun 48. saatte A549, PC3 ve H1299 hucrelerinin

niikleus morfolojisi tzerine olan etkisi Hoechst boyama yontemi uygulanarak floresan
mikroskopta degerlendirildi. Apoptotik hiicrelerde; nikleusun normal hicrelere gore
daha kucuk olma 6zelligi aranirken, nekrotik hiicrelerde niikleusun normal hicrelerden
biraz daha biiyiik olmas1 ve daha az boya almasi1 6zelligi arandi.

PQE ile muamele sonucunda, Hoechst boyasi ile boyanan hiicrelerde kontrole kiyasla
hicre yogunlugunun belirgin sekilde azaldigi gosterildi. Hiicrelerin niikleus

morfolojilerinin de degistigi, kontrolle kiyaslandiginda piknotik niikleuslarin varlig:

tespit edildi (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. 100pg/ml PQE uygulanan hiicrelerin 48 saatlik muamele sonrasindaki floresan
mikroskop gérintdleri.

A: A549 kontrol hicreleri B: A549; 100pug/ml PQE C: PC3 kontrol hiicreleri D: PC3; 100ug/ml
PQE E: H1299 kontrol hicreleri F: H1299; 100ug/ml PQE
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3.5.Western Blot Bulgular:

A549, PC3 ve H1299 hiicreleri %70-80 doluluk oranina ulastiklarinda 100ug/ml PQE
ile muamele uyguland1 ve 24 saat sonunda protein izolasyonu asamasina gecildi. Elde
edilen lizatlarin protein konsantrasyonlarini belirlemek tizere BSA kullanilarak bir
standart egri grafigi hazirland: (Sekil 3.14). Orneklerin protein konsantrasyonlar1 bu
grafikten elde edilen formiil yardimiyla hesapland: (Cizelge 3.5). Western blot analizi,
20ug protein lizatt ve kontrol olarak da anti aktin antikorlar1 kullanilarak
gerceklestirildi. A549 ve PC3 hicreleri igin Sisplatin (20uM), H1299 hiicreleri icin
Etoposit (5 M) PARP kirtlmasini gérebilmek amaciyla pozitif kontrol olarak kullanildi.

5
E L5 szild,sgg; 2
B
g 1 .
% 05 - .
’ 02 o4 06 o8 1 12
05 - Konsantrasyon (mg/ml)
Sekil 3.14. BSA standart egri grafigi.
Ornekler K onsantrasyon (mg/ml)
A549 Kontrol 2,14
A549 PQE (100pg/ml) 3,31
Ab549 Sisplatin (20pM) 3,55
PC3 Kontrol 1,27
PC3 PQE (100ug/ml) 2,17
PC3 Sisplatin (20uM) 1,63
H1299 Kontrol 2,16
H1299 PQE (100ug/ml) 2,51
H1299 Etoposit (5uM) 3,82

Cizelge 3.5. Orneklerin protein konsantrasyonlari (mg/ml).
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Yapilan deney sonucunda; 100pg/ml PQE ile muamelelerde higbir hiicre hattinda PARP
kirtlmas1  gozlenmedi. Ayrica PC3 ve H1299 hucrelerinde M30-Antijen artisi
gbzlenmedigi i¢in bu hiicrelerin total keratin 18 duzeylerindeki degisimlere bakildi.
A549 hicrelerinde PQE ve Sisplatin muamelesi sonrasinda Sitokeratin 18 sinyalinde
kontrole kiyasla degisiklik gbzlenmezken, PC3 ve H1299 hiicrelerinde PQE muamelesi
sonrasinda kontrole kiyasla sitokeratin 18 sinyali azalmistir. Sisplatin ve Etoposit
muamelelerinde ise sitokeratin 18 ekspresyonunun degismedigi gozlendi. Ayrica
kontrol gruplarina bakildiginda sitokeratin 18 ekspresyonunun PC3 ve H1299
hiicrelerinde A549 hiicrelerine kiyasla belirgin olarak daha diisiik oldugu gozlendi
(Sekil 3.15).

A549 PC3
N O N N
Q X0 Q X
& & A ) & NG
-_— v 89 Kirllmis-PARP

- , ——3 _ = — - 46 Sitokeratin 18
- —— e c— R — — —43 B_Aktln
H1299
> &
<\¢o & &
© Q <& kDa
116 PARP
39 Kirilmis-PARP
S— —_— 46 Sitokeratin 18
G —— c— 43 B-Aktin

Sekil 3.15. Anti-aktin, anti-PARP ve anti-keratin 18 antikorlari ile yapilan Western blot sonucu

bant profilleri.
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4 TARTISMA VE SONUC
Bu ¢alismada, A549, PC3 ve H1299 hiicre soylarinda Pelargonium quercetorum

ekstraktinin  sitotoksik aktivitesi ¢alisilmistir. Calismalar neticesinde, ekstraktla
muamelenin sitotoksik aktivite ile sonuglandigr gosterilmistir ve literatiirde bu
ekstraktin kullanilmasi ile iliskili bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu agidan bakilacak
olursa, bu ¢alisma, s6z konusu ekstraktin sitotoksik aktiviteye yol actigini1 gosteren ilk
caligmadir. Calismanin bir diger 6zelligi ise s6z konusu bitkinin biyolojik aktivitisine
yonelik yapilan ilk ¢aligma olmasidir.

Kanser giiniimiiziin en énemli saglik sorunlarindan biridir ve her yil milyonlarca insan
kanserden Olmektedir. Kanser hicreleri ilag tedavilerine direng gelistirebilmekte ve
bagisiklik  sisteminden kacabilmektedir. Ayrica bir¢ok faktér salgilayarak
beslenmelerini ve kontrolsiiz ¢ogalabilmelerini saglayarak tedavilerin nihai hedefine
ulagsmasin1 engellemektedirler. Kanser tedavisinde bir¢gok kemoterapi ilaci veya
molekiiler hedeflere yonelik gelistirilmis ilaglar kullanilmakla beraber bu ilaglar heniiz
beklenilen oranda tedaviye cevap vermemektedir. Bu nedenle geleneksel tedavilerde
kullanilan bitkisel veya diger dogal kaynakli iirlinlerin bilimsel tedavilerin yaninda
kullanilis1 giderek 6nem kazanmaktadir (Sezgin, 2010).

Diinya niifusunun yaklasik %65-80’i, yoksulluk ve modern ilaglara erisim eksikligi
nedeniyle saglik hizmetleri i¢in geleneksel bitkisel ilaglar kullanir (Calixto 2005).
Gliney Afrikalilarin yaklagik %60°1 modern tip hizmetlerine ek olarak bitkisel tedavileri
de kullanmaktadirlar (Lalli ve Jacqueline 2006). Ancak geleneksel ilag kesfi siirecinde
bitkilerin 6nemi azalmistir ve kapsamli bilimsel arastirmalarin eksikligi nedeniyle ¢ok
az bitki klinilk olarak énerilmektedir (Raskin ve ark. 2002). Diinyada bulunan ceyrek
milyon bitki tiirliniin yalnmzca kiiclik bir yiizdesi calisilmis olup yaklagik 119 bitki
kaynakli bilesiklerin yapisi bilinmekte ve ticari ilag olarak kullanilmaktadir (Lalli ve
Jacqueline 2006).

Bu bilgilerden esinlenerek ¢alismamizda, heniiz hakkinda c¢alisma bulunmayan
Pelargonium quercetorum’un kanser hiicreleri tizerine olasi etkilerini belirleyebilmek
amactyla ham metanol ekstrakti hazirlanarak kullanildi. PQE’nin, A549, PC3 ve H1299
hicreleri uzerindeki biiyiimeyi baskilayici/sitostatik/sitotoksik etkileri
degerlendirilmistir. MTT canlilik testi sonuglarina goére, sz konusu hiicre soylarinda
konsantrasyon artisina bagl olarak canlilik yiizdesinde anlamli azalmalar bulunmustur.

Farkli Pelargonium tiirlerinin ham aseton ekstraktlarinin Graham (insan embriyonik
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bobrek) hucreleri Uzerine sitotoksik aktiviteleri MTT yontemiyle calisiimis olup
belirlenen 1Csq degerleri; P. sublignosum icin 11,9ug/ml, P. citronellum igin 59,9ug/ml,
P. graveolens icin 80,5ug/ml, P. betulinum icin 88,5ug/ml, P. capitatum icin
101,5ug/ml, P. cucullatum i¢in 118,9ug/ml, P. vitifolium igin 178,5ug/ml ve P.
tomentosum igin 195,1ug/ml’dir (Lalli ve Jacqueline 2006, Lalli ve ark. 2008). P.
quercetorum icinse MTT yontemi dikkate alinarak hesaplanan 1Cso degerleri; A549
hlcrelerinde 52,7ug/ml, PC3 hicrelerinde 100’den buyuk ve H1299 hicrelerinde
43,9ug/ml olarak belirlenmistir. Yukarida verilen farkli Pelargonium turlerine ait 1Csg
degerlerine bakildiginda A549 ve H1299 hiicrelerinde de PQE ile muamele sonrasinda
diisiik degerler saptanmistir. 1Cso degerleri arasindaki degiskenlik ekstraksiyon
islemlerinde kullanilan ¢oziiciilerin farkli olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ciinkii
tirler sahip olduklar1 farkli ugucu yag bilesenlerine bagli olarak farkli biyolojik
aktiviteler sergileyebilir. Bu nedenle metanol ekstrakti ile aseton ekstraktinin aktiviteleri
arasinda degiskenlik gozlenebilir.

ATP yontemi kullanilarak MTT canlilik testinden alinan sonuglar dogrulanmis ve
PQE’nin konsantrasyonundaki artisa bagli olarak uygulandigi hiicre soylarinda
intraseliiler ATP miktarinda azalmalara neden oldugu belirlenmistir. Bu ydntem esas
alinarak hesaplanan ICs degerleri ise; A549 hucrelerinde 62,1ug/ml, PC3 hucrelerinde
27,2ug/ml ve H1299 hicrelerinde 58,5ug/ml olarak belirlendi. MTT canlilik testinde
hiicre canlilig1 iizerine olan etki, dehidrogenaz enzim aktivitesi miktarina gore
belirlenirken, ATP testinde ise intraseliler ATP dlizeylerine gore belirlenmektedir. Her
iki canlilik testi de hiicrelerdeki metabolik aktiviteyi gdstermesine ragmen, elde edilen
sonuclar birbirinden farkli olabilmektedir. Ozellikle i¢in ATP testiyle belirlenen ICsg
degerleri MTT testiyle belirlenen degerlere kiyasla belirgin sekilde diisiiktiir. ATP
seviyesindeki azalmaya bagli olarak gézlenen hiicre canliligindaki diisiisiin MTT testi
sonuglarinda gbzlenenden daha fazla olmasi, hiicrelerin dlilyor olmasina ragmen halen
dehidrogenaz igerigini devam ettirdigini gostermektedir. Bu farklilik kullanilan ilacin
etki mekanizmasina bagl olarak (6rnegin; enerji kaynaklari, sinyal molekiilleri, DNA)
degismektedir (Ulukaya ve ark. 2008). PQE’min 100ug/ml konsantrasyonunun
hlcrelerde sitotoksik etkiye neden oldugu belirlendi ve ¢alismalara bu konsantrasyonla
devam edildi.
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Calismanin bir sonraki kisminda, hiicrelerin 6liim modunu belirlemek amaciyla
apoptozis belirteci olan kaspazla-kirilmis sitokeratin 18 (M30-Antijen) ve hem
apoptozis hem nekrozis belirteci olan total sitokeratin 18 (M65-Antijen) dlzeylerine
bakilmistir. PQE’nin  100pg/ml  konsantrasyonunun hiicrelerin  kaspazla-kirilmis
sitokeratin 18 diizeylerinde herhangi bir artisa neden olmadig1 gézlendi. Yalnizca A549
hlcrelerinde Paklitaksel yaklasik 8-katlik bir artisa neden olurken, PC3 ve H1299
hiicrelerinde pozitif kontroller de dahil olmak {izere herhangi bir artis olmamasi bu
hiicrelerde sitokeratin 18 ekspresyonunun az ya da hi¢ olmadigimi gostermektedir. Bu
durum hiicre apoptozisle Olmedigi i¢in veya hicrelerin genomik durumundan
kaynaklaniyor olabilir. Genomik durumla iliskili yapilan bir calismada vimentin
ekspresyonu diisiik olan meme kanseri hiicre hatlarinda sitokeratin diizeylerinin de
diisiik olabilecegi gosterilmistir (Sommers ve ark. 1989). Bu nedenle hiicrelerin total
keratin 18 diizeylerindeki degisimleri belirlemek i¢in Western blot yontemi kullanildi.
A549 hiicrelerinde PQE ve Sisplatin muamelesi sonrasinda sitokeratin 18 sinyalinde
kontrole kiyasla degisiklik gozlenmedi. PC3 ve H1299 hiicrelerinde PQE muamelesi
sonrasinda kontrole kiyasla sitokeratin 18 sinyali azaldi. Kontrol gruplarina
bakildiginda ise sitokeratin 18 ekspresyonunun PC3 ve H1299 hucrelerinde A549
hiicrelerine kiyasla belirgin olarak daha diisiik oldugu goézlendi. Bu sonuglardan yola
cikildiginda PC3 ve H1299 hiicrelerinde sitokeratin 18 ekspresyonunun az oldugu
sonucuna varilmistir. Daha 6nce bu hiicrelerle yapilmis boyle bir ¢alisma olmamasi
alinan sonuclarin literatiire yeni ve degerli bilgiler getirecegini gostermektedir.
100pg/ml PQE’nin A549 hicrelerinde kontrole gore 48. saat M65-Antijen seviyesinde
ise yaklasik 7-katlik bir artisa, PC3 hiicrelerinde yaklasik 11-Kkatlik bir artisa ve H1299
hiicrelerinde yaklasik 6-katlik bir artisa neden oldugu belirlendi. A549 hiicrelerinde
belirlenen M65-Antijen degerleri (U/L), PC3 ve H1299 hicreleri icin belirlenen
degerlerden belirgin sekilde yiiksek ¢ikmistir ve bu sonu¢ Western blot bulgularini da
dogrular niteliktedir. Elde edilen sonuglar ise huicrelerin primer nekrozis veya hiicrelerin
membran bitiinligiinii  kaybettigi sekonder nekrozis/ge¢ apoptozis ile oldiigiini
gostermektedir.

PQE’nin hucreler tizerindeki apoptotik etkisi Anneksin-V-FITC boyamasi ile floresan
mikroskobunda degerlendirildi. Anneksin-V boyama yontemi ile erken dénem apoptotik

hicreler belirlenebilir ¢linkii Anneksin-V baglanmasi membran hasarlanmadan 6nce
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niiklear kondensasyon safhasina denk gelir (Koopman ve ark. 1994, Boersma ve ark.
1996, Zhang ve ark. 1997). Ancak hucreler membran biitlinliitigiinii kaybetmeye
basladiginda (ge¢ apoptosis/sekonder nekrozis veya primer nekrozis) Anneksin-V
intraseltler fosfotidilserine baglanarak pozitif sonug verir. Bu nedenle membrani hasarli
hicreleri belirleyebilmek icin propidyum iyodir ile birlikte kullanilir (Hammill ve ark.
1999). A549, PC3 ve H1299 hiicrelerinin 100ug/ml PQE ile 24 saat muamelesi
sonrasinda, Anneksin-V pozitif boyanan bolgelerde PI’de pozitif sonug¢ vermistir. Bu
durum hiicrelerde membran hasarina bagli olarak primer nekrozis ya da sekonder
nekrozis gelistigini gosterir. Bu ayrimi daha net yapabilmek acgisindan yontem
calisilirken ortama Hoechst boyasi eklenerek niikleus morfolojisine de bakildi. Kontrole
kiyasla hiicrelerin niikleuslarinin kiigtildiigi (piknotik) gézlendi. Primer nekrozis hicre
hacminin artmas1 fakat fragmente ya da piknotik nikleuslarin gézlenmemesi ile
karakterize iken, sekonder nekrozis piknotik ya da fragmente nikleus ile karakterize
olup, apoptozisin ge¢ safhasidir (Ulukaya 2011). Dolayisiyla s6z konusu hiicrelerin
M65-Antijen diizeylerindeki artislarda dikkate alindiginda membran biitlinliigiliniin
bozuldugu ve sekonder nekrozisle 6ldiigii yani apoptozisin ge¢ sathasinda olduklari
sonucuna varitlmigtir. Ayrica hicrelerin  100pg/ml PQE ile 48 saat muamele
edilmesinden sonra Hoechst boyamasi yapildi. Biitiin hiicre gruplarinda kontrole kiyasla
48 saatte hiicre yogunlugunun azaldigi ve piknotik niikleus varlig1 gozlendi.

PQE’nin PARP kirilmasi {izerine etkisi Western blot yontemiyle calisildi. PARP
fonksiyonu ile hiicre 6limi arasindaki iliski PARP’in apoptozis siirecinde kaspaz 3
tarafindan hizlica ve spesifik olarak kirilmasidir (Lazebnik ve ark. 1994, Nicholson ve
ark. 1995, Tewari ve ark. 1995). Calisma sonucunda sdz konusu hiicrelerde kontrole
kiyasla PARP kirilmasi gozlenmemistir. M65-Antijen, Anneksin-V ve Hoechst boyama
sonuclar dikkate alindiginda hiicreler apoptozisle 6lmektedir. Buna ragmen PARP
kirtlmasi gézlenmemesinin nedeni apoptozisin kaspaz bagimsiz yolaktan induklenmis
olmasi olabilir.

Pelargonium tdrlerinin ham aseton ektraktinin potansiyel olarak anti-mikrobiyal,
serbest radikal temizleyici, anti-malaryal ve ayrica esansiyel yaglarinin umut verici anti-
inflamatuvar etkileri olmak tzere 6énemli biyolojik 6zellikleri gosterilmistir (Lalli ve
Jacqueline 2006). Bu in vitro calisma sonucunda; Pelargonium quercetorum’un akciger

kanseri hiicreleri tizerine olan sitotoksik/apoptotik etkileri belirlenerek, bu konuda ¢ok
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az olan literatiir bilgisine katkida bulunulmustur. Biitiin bu sonu¢lar dikkate alindiginda
Pelargoniunr’lar oldukga degerli terapotik ajanlar olabilirler ve kanser tedavisinde
tamamlayici bir yaklasim olarak ileri analizlerle degerlendirilebilirler.

Bu ¢alismanin sonuglarindan yola ¢ikarak, kullanilan ekstraktin kanser tedavisindeki
biiyiime baskilayici etkisinin bir sonraki inceleme basamaginin esansiyel yaglarinin

izolasyonu ve etken maddenin arastirilmasi oldugu sonucuna varilmistir.
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