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Yiiksek Lisans Tezi
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Genetik ve Biyomiihendislik Ana Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Mehmet Cengiz BALOGLU

Kanser hiicreleri, saglikli hiicrelerin aksine siirekli boliiniirler ve 6liimstizdiirler.
Kanser hastaliga kars1 bircok farkl tedavi yontemi ve ilag gelistirilmis olmasmna
karsim dogal olarak bulunan, kanser mekanizmasinin direncini kirabilecek yeni ilag
hammaddesi arayisi hala stirmektedir.

Anadolu Sigla Agaci (Ligquidambar orientalis Mill.) diinya iizerinde sadece
iilkemizin Giineybatisinda bulunan ve degisen ¢evre kosullarina ragmen yiizyillardir
varligim korumay1 basaran endemik bir agag tiiriidiir. Giinlimiizde agacin govdesinin
yaralanmasi ile elde edilen sigla yagindan bir¢ok alanda faydalanilmaktadir.

Bu tez c¢aligmasinda Anadolu Sigla agacindan farkli ¢oziiciiler ile elde edilen
ekstraktlarin ve aga¢ yaginin; A549 akciger kanseri hatti, MDA-MB 231 meme
kanseri hattt ve PC3 prostat kanseri hiicre hatt1 kullanilarak MTT hiicre canlilig1
analizleri yapilmistir. Analiz sonucunda, sigla agaci yagmin tiim hiicre hatlar
iizerinde ve iki farkli zaman araliginda en fazla sitotoksik etkiyi gosteren ekstrakt
oldugu belirlenmistir. Ayrica ekstraktlar ve yag ile muamele edilmis hiicre hatlarinin
apoptotik ve otofajik marker gen ifadeleri kantitatif ger¢ek zamanli PZR yontemi ile
analiz edilmistir. Ekstratlarin ve yagin DNA koruma analizleri yapilan pUC19
plazmid DNA°‘s1 kullanilarak  yapilmis olup, 10, 20 ve 50 mg/ml
konsantrasyonlarinda DNA koruma aktivitesi goriilmemistir. Antimikrobiyal
aktivitenin belirlenmesi amaciyla 12 farkli bakteri tizerinde mikrodiliisyon yontemi
ile minumum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIK) ve minumum bakterisidal
konsantrasyonlar1 (MBK) bulunmustur. Antimikrobiyal etki gosteren bakteri sayilari
g6z ontline alindiginda en etkili olan ekstraktlar sirasiyla; sigla yagi, methanol, su ve
etil asetat ekstrakti olmustur. Sigla yaginin antikanser etkisinin deney hayvanlar1 ve
klinik ¢aligmalara taginarak yapilmasmin uygun olacagi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Yaprak ekstraktlari, sitotoksisite, antimikrobiyal, DNA koruma
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ABSTRACT

MSec. Thesis

INVESTIGATION OF ANTI-CANCER, DNA PROTECTION AND
ANTIMICROBIAL ACTIVITIES OF EXTRACTS AND OILS OF ENDEMIC
ANATOLIA SWEETGUM TREE (Liguidambar orientalis Mill.)

Buket USTAOGLU
Kastamonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Genetic and Bioengineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet Cengiz BALOGLU

Unlike healthy cells, cancer cells are constantly dividing and immortal. Although
many different treatment methods and drugs have been developed against the
disease, the search for new pharmaceutical raw materials, which are naturally found
in nature and which may break the resistance of the cancer mechanism, still
continues.

Anatolian Sweetgum Tree (Liquidambar orientalis Mill.) is an endemic tree species
which is found only in the southwest of the our country and managed to maintain its
existence for centuries despite the changing environmental conditions. Today,
sweetgum oil obtained from the injury of the tree trunk is still used in many areas.

In this thesis, the extracts obtained with different solvents from Anatolian Sweetgum
tree and tree oil; MTT cell viability analyzes were performed using A549 lung cancer
line, MDA-MB 231 breast cancer line and PC3 prostate cancer cell line. As a result
of the analysis, sweetgum oil was found to be the most cytotoxic extract on all cell
lines and in two different time intervals. Furthermore, apoptotic and autophagic
marker gene expressions of extracts and oil treated cell lines were analyzed by
quantitative real-time PCR method. DNA protection analyzes of extracts and oil were
performed using pUCI19 plasmid DNA, with no DNA protection activity at
concentrations of 10, 20 and 50 mg/ml. In order to determine the antimicrobial
activity, minimum inhibition concentrations (MIC) and minimum bactericidal
concentrations (MBC) were determined by microdilution method on 12 different
bacteria. Considering the number of bacteria showing antimicrobial effect, the most
effective extracts were; sweetgum oil, methanol, water and ethyl acetate. It is
considered that the anticancer effect of sweetgum oil should be carried to
experimental animals and clinical studies.

Key Words: Leaf extracts, cytotoxicity, antimicrobial, DNA protection

2019, 87 pages
Science Code: 923
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1. GIRIS

Ulkemizde endemik bir tiir olarak yetisen Anadolu sigla agaci (Liquidambar
orientalis Mill.) Hamamelidaceae ailesinin, Buclanoidae alt ailesinden Liquidambar
cinsinin Liquidambar orientalis tiiriidiir. Anadolu’da yetismekte olan Liquidambar
orientalis, yoresinde giinliik agaci olarak bilinmektedir. Liguidambar orientalis Mill.
tlirtiniin 1ki alt tiiri bulunmaktadir; Liquidambar orientalis Mill var. orientalis ve
Liquidambar orientalis var. Intergrita. Tiitlerden biri sigla recinesi (balsami)
verirken diger tiirler balsam vermemektedir. Anadolu sigla agacinin govdesinin
yaralanmas1 yontemiyle elde edilen ve ticari bir hammadde olan yag1 ise, basta deri
hastaliklar1 ve mide rahatsizliklar1 olmak {iizere birgok hastalia faydasi oldugu
disiiniildiigii i¢in yiizyillardir geleneksel tipta kullanilmaktadir. Ayni zamanda bu
yag, kozmetik sanayisinde parfiim ¢ozeltilerinde fiskator (koku tutucu) islevinde
kullanilmakta ve bu 6zelligi sayesinde ithal edilmektedir. Ayrica agacin govdesini
kaplayan hos kokulu kabugu halk arasinda ¢’buhur’® olarak adlandirilmakta,
kandillerde ve 6zel giinlerde ibadethanelerde, evlerde tiitsii olarak yakilmaktadir.
Fakat kendine has kokusu ve koyu yesil rengi ile dikkat ¢eken aga¢ yapraklarmin
faydalar1 heniiz bilinmemektedir. Giinlimiizde sadece iilkemizin gilineybatisinda
yetisebilen bu aga¢ tlriiniin neslinin tiilkenme tehdidi altinda oldugu rapor

edilmektedir [1].

Canli hiicrelerinde DNA'nin hasar gérmesi ile ortaya c¢ikan kanser, hiicrelerin
kontrolsiiz ve normal olmayan yollarla biiyiiyerek c¢ogalmasi ile olugmaktadir.
Kanserlerin %10- 15’inin, ebeveynlerden gelen genlerle aktarildigi yani kalitimsal
oldugu, geriye kalan %85-90’lik kismimnin ise yasamimiz boyunca canl hiicrelerdeki
DNA’nm, bazi mutajenlere maruz kalmasi, hiicre DNA’sindaki hafif ilerleme ile
seyreden degisiklikler ve replikasyonda olusan hatalar ile sekillendigi
disiiniilmektedir. Genellikle olusan mutasyonlardan herhangi biri, i¢cinde bulundugu
hiicrenin giderek biiyiimesine ve bu hiicreden tiireyen bir kanser klonunun
olusmasma neden olmaktadir. Yaygm olarak kullanilan tedavi yOntemleri ise

genellikle cerrahi, radyoterapi ve kemoterapidir [2].



2018'de diinyada 9,5 milyon vakanin erkeklerde, 8,5 milyon kadinlarda olmak iizere
toplam 18 milyon kanser vakasi oldugu tahmin edilmistir. Akciger ve meme
kanserleri, diinya capinda en yaygin kanserler olarak tespit edilip, kolorektal kanser
tlirtiniin 2018'de 1,8 milyon yeni vakayla iiglincii en sik goriilen kanser oldugu
belirtilmektedir. Cinsiyet ayrimi yapildiginda ise diinya genelinde erkeklerde en fazla
goriilen ilk ti¢ kanser tiiri akciger, prostat ve kolorektal kanserleridir. Bu siralama

kadinlarda meme, kolorektal ve akciger kanserleri olarak goriilmektedir [3].

Ulkemizde bakildiginda ise, kanser tiim Oliimlerin yaklasik yiizde 20’sini
olusturmaktadir. 2015 yilinda kanser hastaliklari, 49.946 erkek, 27.022 kadin olmak
iizere toplam 76.968 kisinin 6liimiine neden olmustur ve 2030 yilinda ise 22 milyon
yeni kanser vakasi ortaya ¢ikmasi ihtimali bulunmaktadir. Tiirkiye'de diinya
genelinde oldugu gibi erkeklerde en fazla akciger ve prostat kanseri, kadinlarda ise
en fazla meme kanseri goriilmektedir. Ulkemizde her 4 kadin kanserinden 1’i meme
kanseridir. Ozellikle kadmlarda 15-49 yaslar1 arasmda meme kanserinin goriilme

ihtimali artmaktadir [4].

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, bir antimikrobiyal ajanin herhangi bir bakteri
tiiriine kars1 in vitro etkinligini belirlemek amaciyla uygulanan testlerdir. Istenilen
maddelerin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek icin ¢esitli in vitro yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemlerle, maddenin antimikrobiyal aktiviteye sahip olup
olmadig1r belirlenmektedir. Eger aktivitesi var ise minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK) ve mikroorganizma spektrumu belirlenir. In  vitro
antimikrobiyal aktivite testleri i¢in amaca en uygun olan testi se¢mek gerekmektedir.
Yontemin se¢iminde; kullanacagimiz maddelerin yapisi, sayisi, miktari, ¢cozlinlrligi
ayrica kullanilacak mikroorganizma cinsi, 6zelligi ve yogunlugu biiylik rol oynar.
Sonuglarin giivenilir ve tekrarlanabilir olmasina ek, 6zellikle zaman ve maliyet

acisindan uygun testler se¢ilmelidir [5].



Mikrodiliisyon yontemi, bir seferde coklu mikroorganizmalarin antibiyotiklere,
ekstraktlara ve kimyasal maddelere duyarliligmi test etmek icin kullanilabilmektedir.
En cok bilinen testi olan MIK testi ile elde edilen MIK degeri, mikroorganizma
siispansiyonunda (belli sayida canli organizma igeren kiiltiir sivisi) test sartlarinda
iiremeyi, yani mevcut canli hiicre sayismin artisini Onleyen, ¢iplak gozle
belirlenebilen en diisiik antimikrobiyal madde konsantrasyonlaridir. Ayrica kontrol
ile kiyaslandiginda %80 veya daha fazla bir azalmanin oldugu konsantrasyondur.
Yeni ilag adaylar1 icin MIK tayini, antimikrobiyal potansiyelini degerlendiren ilk
adimmlardan biridir. MBK testi; MIK degeri belirlendikten sonra gozle goriiliir
iiremenin olmadig1 kuyucuklardan antibiyotiksiz besiyerine ¢izgi ekimi yapilarak

%99.9 tiremenin goriilmedigi en diisiik konsantrasyondur (mg/L veya pg/ml) [6].

Hiicre 6liimiiniin 3 farkli tipi bulunmaktadir. Bunlardan ilk ikisi apoptotik 6liim tipi
ve otofajik 6liim tipi programli olup, nekrotik 6liim tipi ise hiicrelerde hasar yoluyla
ger¢eklesmektedir. Nekroz; mekanik hasar, oksijen yoklugu veya toksik maddeler
etkisi ile meydana gelmektedir. Hiicrenin intihar1 olarak da bilinen apoptoz ise
fizyolojik kosullarda veya bazen patolojik kosullarda gozlenen programli hiicre
olimidiir. Otofaji ise ¢cogu aglik tarafindan tetiklenen, hiicre sag kaliminda biiytik bir
rolii bulunan sistemik bir programli 6liim mekanizmasidir. Ozellikle hiicrelerin,
ozellikle hiicre i¢indeki besin ve enerji liretimlerine ihtiyaci oldugu anlarda hizlica
aktive edilirler. Hiicrenin zor kosullara uyum saglamasmi saglayan bu ozelligi ile
yasamsal organlar1 tiiketerek 6liime yol agmakta, kontrolii bozuldugunda ise kanser,
baz1 kalitsal hastaliklar, erken bunama, Alzheimer ve bazi enfeksiyonlarin

olusmasina neden olmaktadir [7].

Yapilan ¢aligsmalar apoptozdan farkli olarak otofajinin, hiicresel stres durumunda ya
da hiicrede besin olmadiginda hiicre i¢cindeki molekiillerinin geri doniistiiriilmesi ile
enerji saglayarak homestostazisinin (i¢ denge) korunmasinda yardimci oldugu

gosterilmistir [8].

DNA koruma testi, proteinlerin veya kimyasallarin koruyucu 6zelliklerinin in vitro
karakterizasyonu icin basit, hizli ve saglam bir aragtir. DNA'nin zarar verici bir

oksidatif reaksiyona maruz birakilmasin1t ve ilgilenilen bilesigin ¢esitli



konsantrasyonlarinin eklenmesi ile deney ger¢eklestirilmektedir. DNA’ya zarar
verici reaksiyon sonucunda DNA’ da hasarin olusmasi ile ya da ortama eklenen ilgili
ekstraktin/maddenin DNA’ y1 hasardan korumasi ile ortaya ¢ikan bantlarmin

azalmasi veya artmasi jel elektroforezi kullanilarak gorsellestirilir [9].

1.1. Anadolu Sigla Agaci (Liquidambar orientalis Mill.)

Ulkemizde genellikle giinliik agac1 adiyla bilinen Anadolu sigla agac1 (Liquidambar
orientalis Mill.) Hamamelidaceae ailesinden olup, Bucklandioidae alt ailesinden,
Liquidambar cinsidir ve Tiirkiye’nin Giineybatisinda yayiligini gosteren bir tiiriidiir
[9]. Liquidambar tiirii gdvdesinde balsam kanali bulundurmaktadir. Isim anlamma
bakildiginda Latince de sivi anlamia gelmekte olan “liquidus™ ve Arapca da giizel
kokulu aromatik maddelere verilen genel isim anlaminda ‘“amber” kelimelerinin
birlesiminden olugmaktadir bundan dolay1 giizel kokulu sivi olarak da bilinmektedir.
[15]. Sigla agacinin diinya geneline bakildiginda farkl tiirlerini gérmek miimkiindiir.
Amerika’da L. styraciflua ve L. macrophylla, Kuzey yarmm kiirede ve Asya da L.
formosana ve L. edentata olmak iizere 4 tiirii daha bulunmaktadir. Ozellikle
Amerika’da yetisen L. styraciflua tiriiyle alakali yapilmis bir¢cok bilimsel arastirma
mevcuttur. Bu arastirmalarin ¢ogu agacgtan elde edilen sakiz (sweetgum) icin

yapilmaktadir [1,10].

1.1.1. Yetisme Yeri Ozellikleri

Ulkemizde kapladig1 alan bakimindan 6zellikle 1950°li yillardan itibaren giderek
azalmaya baslayan Anadolu sigla agact genel olarak {ilkemizin batisinda
yetismektedir. Yetisme yeri Ozellikleri agisindan sigla agaci, genel olarak en iyi
biliylimeyi rutubet yoniinden zengin, killi, aliviyal ve balg¢ikli topraklarda ve nehir
yataklarinin bulundugu boélgelerde yaptigi belirtilmektedir. Anadolu sigla agaci,
senelik ortalama sicakligin 18°C oldugu, kism siddetli gegmedigi kuru ve soguk
riizgarlara karsi korunakli sicak mintikalarda, yillik ortalama 1000-1200 mm yagis
alan bolgelerde, rutubetin ve yeralt1 suyunun yiiksek oldugu alanlarda, vadi, bataklik,
akarsu, dere kenarlar1 ve deniz kiyilar1 gibi daha cok sulak bolgelerde yayiligini

gostermekte ve yetismektedir [1].



1.1.2. Yayihs Alanlarn

Anadolu sigla agacinin yayiliminda bulundugu bolgedeki arazinin egimi ise son
derece Onemlidir. Suyun toprak tabaninda ve yiizeyinde daha rahat yayilabildigi
genis, diiz arazilik alanlarda yayilabilmektedir. Sigla agaci arazi egiminin normalden
daha fazla oldugu bodlgelerde ise taban suyu arazide seritler halinde
kullanilabilirligini ~ siirdiirebilmekte, bdylece sigla agacimin  su  ihtiyaci
karsilanabilmektedir. Sigla agac1 yetistigi ve yayilis gosterdigi bolgelere gore yore
halki tarafindan isimlendirilmektedir. Ornegin yaklasik 15-20 metre deniz
seviyesinden yiikseklikte bulunan arazilerde yer aliyorsa ‘“Taban Giinligi”
denilmekte fakat mesgere denilen agag¢ korularinda yani 400-450 m yiikseklikteki yer
aliyor ise “Dag Giinliigli” seklinde tanimlanmaktadir [10-11].

Gilintimiizde si1gla agacinin yogun olarak yetistigi yore ve bolgeler ise; Mugla’nin
Koycegiz, Marmaris, Dalaman Fethiye, Ula ve Datca ilgeleridir. Bunlarin disinda
Denizli, Aydin, Antalya ve Burdur’un birkag bdlgesinde ¢ok az miktarlarda yetistigi
bilinmektedir. Literatiirde agacin Tiirkiye’den farkli olarak 12 Adalar ve Kuzey
Suriye’de ve Rodos’da yetistigine dair bilgiler bulunmaktadir, fakat Tiirkiye sinirlar
icerisindeki yayillim alanindan fazla olmadigi diisiiniilmektedir. Anadolu sigla
agacinin (Liquidambar orientalis Mill.) Anadolu’da endemik bir tir oldugu

bilinmektedir [1,12,13,14]

Diinya Doga ve Dogal Kaynaklar1 Koruma Birligi (IUCN) kirmiz1 liste kategorisine
gore zarar gorebilir (VU) smifina dahil edilen ve endemik bir tiir olan Anadolu sigla
agacmin sayisi giderek azalmaktadir. Kirmizi liste kategorisine gore bu tiirler, eger
korunma Onlemi alinmazsa yakin zamanda nesli tilkkenme tehdidi ve yok olma
tehlikesi alta girebilirler. Anadolu sigla agaci1 anayasal olarak korunmasina ragmen
1950’lerden itibaren ge¢misten bu yana dar olan ve giderek daralan yasam alaninin
6500 hektardan 1300 hektara inmis oldugu goriilmektedir. Parcalanmis alanlarda
kalan agaclar ise yok olmakla karsi karsiya kalmaktadir. Anadolu sigla agacmin

Tiirkiye’de yayilis1 Sekil 1.1 de verilmistir. [15,16].
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Sekil 1.1. Tiirkiye’de Anadolu sigla agacinin yayilim alanlar1 [16].

1.1.3 Botanik

Kisin yapraklarin1 doken Anadolu sigla agaci (Liquidambar orientalis Mill.) 20-25
metreye kadar uzayabilen kalin dallara, kenarlari ince ve disli olan yapraklara
sahiptir. Agacta ¢igceklenme donemi Mart ayinda baslar ve siiresi birka¢ ay kadar
siirmektedir. Agacin meyveleri Kasim ayinda olgunlagmaya baslar. Meyveler uzun
saplarm ucunda sarkik dururlar ve 2-6 cm ¢apinda bir¢ok kapsiilden olugsmaktadirlar.
Igerisinde fazlaca tohum bulundururlar ve meyveleri olgunlastigi zaman sertlesip,
kapsiillerinin ac¢ilmasi ile birlikte tohumlar1 dokiilmektedir. Oldukca genis tepeli bir
agac olarak bilinen Anadolu sigla agacinin en az 65 milyon yildan bu yana yetismeye
ve var olmaya devam ettigi bilinmektedir. Toprak ylizyinde hareketli suyunun oldugu
ya da taban suyunun yiiksek bulundugu bdlgelerde yetisir. Ik bakildiginda ise dis

gOriiniis olarak ¢inar agacini andirmaktadir [13,14,17].

Agac kabugunun rengi ilk zamanlarda agik grimsi, yaslanmaya bagladiginda grimsi
koyu kahverengiye donmektedir. Yani aga¢ yaslandik¢a, kabugu koyulagsmakta ve
daha derin catlakli bir goriinlim almaktadir. Agacin gdvdesinde bircok patolojik
balzam kanallar1 bulunmaktadir. Agacta meydana gelen herhangi bir yaralanma
sonucu, yani distan gelen etkiler s6z konusu oldugunda olugsmaktadir. Yaralanma ile
birlikte agacin 6z kismindan olusan bir ¢esit balzam olan ve ozellikle parfiim

sanayisinde kullanilmakta olan sigla yagi, 6nemli bir hammadde olup ayrica besin



takviyesi olarak da tiiketilmektedir. Agacin Onemi, Ozellikle elde edilen bu

balsamdan/yagdan kaynaklanmaktadir [15].

Agac kokleri ylizeye ¢ok yakin olmaktadir, koklerin gelisimleri yatay olarak ve
maksimum bir metreyi gegmeyen toprak derinliginde oldugundan bazi durumlarda
kokler ylizeyde de goriilebilir. Genellikle kumlu, sulak ve asidik topraklarda yetisen
Anadolu Sigla Agaci, olduk¢a uzun Oomiirlii bir agactir. Ortalama 200 yi1l yasadigi
tahmin edilmektedir [13]. Sekil 1.2°de Anadolu Sigla agac1 ve kisimlar1 verilmistir

[15].

Sekil 1.2. Anadolu Sigla Agact ve Kisimlar: [15].

1.2. Anadolu Sigla Agac1 Yagi

Anadolu sigla agacinin (Liquidambar orientalis Mill.) diger agaglardan farkh olarak
odunu ile degil, odun dist bir orman {riinii olarak degerlendirmekte olan balsami
daha biiylik bir 6nem kazanmistir. Storax ve sweetgum olarak da adlandirilan ve
kahverengi ve sarimsi bir renkte olan Anadolu sigla yag1 yar1 akigkan bir kivama
sahiptir. Yagimn ylizeyi oksidasyona ugradiginda grimsi bir renk almaktadir. Saydam
renksiz bir goriinlime sahip agag balsam ise daha koyu kivamli ve tamamen yapiskan
haldedir. Vanilyayr animsatan hos kokulu kokuya sahip oldugu ve isitilinca targin
kokusuna benzer bir kokuya benzedigi diistiniilmektedir. Balsamin 6zgiil agirlig: ise

1,091-1,113 gr arasindadir [14].



1.2.1. Sigla Yag Uretimi

Uretimi yiizyillar 6ncesine kadar uzanan Anadolu sigla agac1 yagi igin ilk olarak

uygun govdeye sahip agag se¢imi yapilmaktadir.

1) Sigla agacindan yag elde edilmesi ig¢in ilk olarak agacta uzun hath yaralar
acilmalidir. Yara agilacak govde kismu iizerindeki kabuklar Mart ayinin sonlarina

dogru iyice yontulmak suretiyle inceltilir.

2) Yaralandirilan agaglar bir ay boyunca bu halde brrakilir. Kagik ismi verilen
Ozel bir alet ile mayis ay1 sonu itibariyle yara agilmaya baslanir. Yaralar diri kabuk,
dis kabuk, kambiyum ve diri oduna girecek sekilde agilmakta ve damar adini

almaktadir.

3) Yaralar yaklagik bir hafta sonra ayni alet ile tazelenmektedir. Bahsi gegen
isleme surlama/sur ismi verilir. Iki hafta sonra, bu islem ile damarlar icinde birikmis
yag kismi alir ve “sur arkasr” verilen bu islem bodylece tamamlanmis olur. Daha

sonra ki adimda hakiki sigla yaginin elde edilmesi islemine ge¢ilmektedir.

4) Yagm alinmasi islemine Temmuz ay1 ortasindan baslayarak Ekim aymin
sonuna kadar slirmektedir. Bu zaman igerisinde agagta birikerek cevre etkileri
katilasarak rengi degismis yag sizintilari, kabuk ve odun kisimlar1 olan siyrintilar

(son iirlinler) olarak siyrilir. Bu isleme ise “karakap” olarak adlandirilmaktadir.

5) Isciler siyrilan son iiriinleri kil torbalar icerisine koymaktadirlar. Bu isleme
sefer ad1 verilir. Torbalardan sonra ¢uval igerisine alman siyrintilarda sikilir ve sonra
yaridan fazlasi (1/3) su ile doldurulmus kazan tipi kaplarda yarim saat ila bir saat

siireyle kaynatilmaktadir.

6) Presleme olarak tanimlanan, sigla yagin mekanik yollarla kabuk ve odun

styrintilardan ayrilmasi kismina gegilir.

7) Su ve yagin karisik olarak bulundugu karisim beton ve derin havuzlarda

dinlendirilir.



8) Torbalarda presleme isleminin sonunda kalan kisim yag ve artik (kiispe)
kisimlar1 olusturur. Bu kisimlardan kurutulur ve artiklar buhur olarak adlandirilir.

Bazi1 yorelerde giinliik ismi de verilmektedir [1,10].

1.2.2. Sigla Yagimin Kimyasal Bilesenleri

Sigla yagmin yapisinin arastirilmaya baslanmasi, 16. yiizyila kadar uzanmaktadir. Ilk
onemli calismay1 1827 yilinda Bauillon-Lagrange yapmis, yagin destilasyonu ile elde
ettigi bilesigin dnce benzoik asit oldugunu ileri siirmiis olsa da daha sonra bu yapmin
sinnamik asit oldugunu belirlenmistir. Birgok arastirma sonucunda yagin igerisindeki

ucucu yag miktarinin %1 oldugu belirtilmektedir [17].

Anadolu sigla yagi, oncelikli olarak yapisinda asit, ugucu bilesikler, ester, alkol ve
fenolik bilesikler bulundurmaktadir. Yagda bulunan ana bilesenler ise; sinnamik asit,
styracin, styrol, stoyrone, storesinol, storesin, styrene, sinnamil sinnamat, 3-
fenilpropil sinnamat, benzil sinnamat, trans-cinnamyl alkol, hydrocinnamyl alkol ve
vanillindir. Ucucu yaglar kisminda ise; styrene, a-pinen, cinnamyl alcohol ve -
pinendir. Amerika sigla (L. styraciflua) ve Anadolu (L. orientalis) yaglarimi ugucu
bilesenler orani olarak ayiran dncelikli bilesenleri ise B-Caryophyllene ve styrene’dir.
Anadolu sigla yaginda bulunan styrene, Amerika sigla yagmda bulunan f-

Caryophyllene daha ytliksek miktarlarda oldugu belirtilmektedir [14,18,19].

Anadolu sigla agacinin yapraklarinda bulunan ugucu bilesenlerde agacin yetistigi
bolgeye gore farklilik gdstermektedir. Ornek olarak Marmaris ve Fethiye’de yetisen
sigla agac1 yapraklar1 terpinolen bilesenini igermezken, Kdycegiz’de bulunan sigla
agaclarinin b-karyofilen ve tujen-a gibi farkli bilesenleri icerdigi bilinmektedir.
Anadolu sigla agacinin yapraklar1 ise terpinen-4-ol, a-terpineol, sabinen, o-pinen,
viridiflorene ve germance D gibi ucucu yaglar1 icermektedir. Fenolik bilesik olarak;

protocatechuic asit, epicatechin ve gallik asit icerdigi bilinmektedir [20,21].



1.3. Kanser ve Tiirleri

Kanser; normal olmayan hiicrelerin kontrolsiiz biiyiime ve gelisme 6zelligine sahip
olmas1 nedeniyle gelisebilen hastaliklara verilen genel isimdir [22]. Tim kanserlere
DNA dizisindeki anormallikler neden olur. Yasam boyunca insan hiicrelerinde
bulunan DNA, yapisin1 degistirerek degisime neden olacak etkilere yani mutajenlere
maruz kalir. DNA c¢ogaltiminda her bir hiicrede bulunan DNA sekansinda
degisiklikler meydana gelir. Bu mutasyonlardan her biri kritik bir genin islevini
degistirir, icinde bulundugu hiicreye biiylime avantaji saglar ve bu hiicreden tiiretilen

genisletilmis bir klonun ortaya ¢ikmasina neden olur [23].

Kanser, diinyadaki ikinci 6nde gelen 6liim nedenidir ve 2018'deki tahmini 9,6 milyon
Olimden sorumludur. Kiiresel olarak, 6 Oliimden yaklasik 1 tanesi kanserden
kaynaklanmaktadir. Diinya genelinde en yaygin kanser tirleri: Akciger (2,09
milyon), Meme (2,09 milyon), Kolorektal (1,80 milyon) Prostat (1,28 milyon), Deri
kanseri, (1,04 milyon vaka), Mide (1.03 milyon) olmak {izere 6 tiirde goriilmektedir

[24,25]

1.3.1. Akciger Kanseri

Temel solunum organimiz olan akciger, gogiis kafesinin i¢inde sagda ii¢ lob ve solda
iki lob halinde bulunmaktadir. Akcigerlerin viicuttaki temel gorevi, viicut
hiicrelerinde biriken atik maddelerden biri olan karbondioksiti tamamen viicuttan
disar1 atmak, insan hayati i¢in ana bir gereksinimi olan oksijeni viicuda almak, yani
solunum islevini yiiriitmektir. Birgok organda oldugu gibi akcigerde de kanserle
kargilasmak miimkiindiir. Akciger kanseri, genetik yapilar1 bozulmus ve degismis
atipik (normal olmayan) hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyliylip ¢ogalmasi
anlamina gelmektedir. Metastaz olarak bilinen, kanser hiicrelerinin viicudun baska

bolgelerine yayilim gostermesi ile 6liime yol agabilen bir hastaliktir [26].

Akciger kanserinin gectigimiz 2018 yili ile birlikte 2,1 milyon yeni vaka olarak
goriilecegi ayn1 zamanda 1,8 milyon Oliim ile beraber gelecek yillarin kanser
insidanst ve Oliimlerinin en o©nde gelen nedeni olmaya devam edecegi

diistiniilmektedir. Erkeklerde akciger kanseri, Dogu Avrupa, Bati Asya, Kuzey
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Afrika ve Dogu Asya ve Giiney Dogu Asya'daki ¢ogu iilkede baslica 6liim nedenidir.
Erkeklerde 25 iilkeye bakildiginda kanser 6liimlerinin en 6nde gelen nedeni, akciger
kanseridir. En yiiksek yayillma oranlar1 Kuzey ve Bati Avrupa'da (6zellikle
Danimarka ve Hollanda'da), Kuzey Amerika, Macaristan ve Avustralya/Yeni

Zelanda'da listenin en tistiinde yer almaktadir [25].

Sigara akciger kanserinin olusumunda %94 oraninda sorumlu bir etkendir. Kanser
riski sigara kullanma siiresi, baslama yasi, toplam kullanilan sigara ve kullanilan
sigaranin igerigindeki maddelerin oranlarmma gore degisir. Sigara kullananlarin
akciger kanserine yakalanma riski sigara kullanmayan kisilere gore ortalama olarak
30 kat artmaktadir. Sigara birakilir ise akciger kanserinin gelisme riski, 15 yil hig
sigara kullanmamis bir bireyin seviyesine yakin seviyede bir risk oranma sahip
olmaktadir. Aktif olarak sigara kullannmindan sonra akciger kanserinin bilinen
onemli ikinci faktori ise pasif sigara kullanimi olmakta ve kansere yakalanma riski

bu bireylerde normale gore ortalama iki kat artmaktadir [27].

Sigara kullanma diginda etkili diger faktorler yas, cinsiyet, irk, meslek, hava kirliligi,
diyet, radyasyona maruz kalma ve O6nceden gecirilmis akciger hastaligindan dolay1
viicuttaki doku bozuklugu, immiinolojik ve genetik faktorlerin tamamimnin ancak %6
oraninda etkili oldugu gozlenmektedir. Ayrica aile bireylerinde akciger kanseri
hastaligina goriilmesinin de akciger kanserine yakalanma riskini arttirdig:

kanitlanmistir [28].

Tiitlin dumanindaki kanserojenlerde oldugu gibi komiir katran1 veya asbest gibi diger
inhale partikiiller, akciger hiicrelerinin DNA's1 ile dogrudan etkilesime girebilir. Tiim
akciger solunan kanserojenlere maruz kaldigindan, ¢esitli bolgeler farkli hiicrelerde
ortaya ¢ikan coklu kanserlere yol acan farkli kanser degisikliklerini biriktirebilir.
Kronik iltihap ayrica, akciger kanserinin gelisiminde, tahris edici maddelere maruz
kalma ve tekrarlanan yaralanmalara tepki olarak ortaya ¢ikan kanserli degisikliklerle

de rol oynayabilmektedir [2].

Diinyada ve diger gelismis llkelerdeki ilk bes kanser tiiriiniin, lilkemizde ilk bes

kanser tiirii ile benzerlikler gosterdigi goriilmektedir. Erkeklerde girtlak, brons ve
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akciger kanseri (60,4/100000 kiside), kadinlarda ise ilk swrada meme kanseri
(46,8/100000 kiside) en sik rastlanilan kanser tiirleri oldugu bilinmektedir [3].

1.3.2. Meme Kanseri

Meme kanseri; meme dokusundaki siit bezlerinde ve siit kanalin1 olusturan hiicrelerin
kontrolsiiz olarak ¢ogalmasiyla ortaya ¢ikmaktadir. Diger kanser tipleri gibi genetik
ve gevresel 5 faktorler araciligiyla meydana gelmekte olup hiicreleri; anti biiylime
sinyallerine kars1 direng, biiylime sinyalleri otonomisi, apoptozdan kagis, smirsiz
replikasyon potansiyeli, doku invazyonu ve metastaz, DNA tamir mekanizmasinin

bozulmasi ve metabolik doniisiim gecirme gibi 6zelliklere sahiplerdir [29,30]

Bu kanser tiiri, kadinlarda en sik ve en yaygin goriilen kanser tipi olarak
bilinmektedir. Kadinlardaki kanserlerin tiimiiniin kanserle iliskili 6limlerin
%20’sinden sorumlu oldugu bilinmektedir. Kansere bagli 6liimlere bakildiginda ise

akciger kanserinden sonra ikinci sirada gelmektedir [31].

Diinya genelinde ise 2018'de yeni teshis edilmis yaklasik 2,1 milyon kadinda meme
kanseri vakasi tespit edilmistir ve kadinlar arasmmda 4 kanser vakasmin 1'ini
olusturmaktadir. Hastalik, iilkelerin biiyiilk cogunlugunda en sik goriilen kanserdir
(185 adet iilkenin 154 tanesinde) ve ayni1 zamanda 100'den fazla {ilkede kanser

Oliimiiniin 6nde gelen nedenidir [25].

Kanser, meme dokusuna, hormonal duruma ve diger cevresel etkilere cevap olarak,
yasamin farkli agsamalarinda degismektedir. Bu nedenle, bazi risk faktorlerinin farkl
yasam evrelerinde farkli etkileri olmasi olasi goriilmektedir. Hormonlar meme
kanseri ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar, ¢iinkii epitelyal hiicrelerin yapisini1 ve
biliylimesini modiile ederler. Farkli kanserler hormon duyarhligmma goére degisir.
Meme kanserleri, hormon reseptor tiplerine gore smiflandirilabilir; 6rnegin, kanser
hiicrelerinin ne kadarinin dstrojen ve progesteron hormonlari i¢in reseptdrleri vardir.
Bunlar meme kanseri hiicrelerinin biiyiimesini etkileyebilmektedir. Ostrojen
reseptorlerine sahip meme kanseri hiicrelerine dstrojen pozitif (ER +), progesteron

reseptorleri igerenlere progesteron pozitif (PR +) kanserler denilmektedir.
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Hormon reseptorii pozitif kanserler, meme kanserinin en yaygin alt tipleridir, ancak
populasyona gore degisir (%60-90). Hormon reseptorii negatif kanserlerden daha iyi
bir prognoza sahiptirler ve tedavisi daha zor olabilir. Birgok meme kanseri ayrica
biliylime faktorleri gibi hormonlar iiretir ve bunlar, tiimoriin biiylimesini hem uyarir

hem de engeller [2] [32-35].

1.3.3. Prostat Kanseri

Prostat kanseri, erkeklerde menide sivinin bir kismini {ireten ve idrar kontroliinde rol
oynayan bez olan prostat bezindeki normal olmayan hiicrelerin kontrolsiiz olarak
cogalmasi ile meydana gelmektedir. Prostat bezi mesanenin altinda ve rektumun
onitinde bulunur. Prostat kanserine neyin yol ag¢tig1 heniiz tam olarak bilinmemektedir
ve ¢ogu durumda, prostat kanseri higbir belirti vermez. Arastirmacilar bu faktorlerin
kansere doniigen prostat hiicrelerine katkida bulunup bulunmadigini belirlemek i¢in
olas1 risk faktorlerini incelemektedirler. Ancak erken evrelerde bulunursa tedavi
edilebilir. Son kiiresel kanser verilerine gére 1,3 milyon vaka ile ve % 7,1 oranla
prostat kanseri diinyada dordiincii siradadir. Ayni zamanda erkeklerde en sik goriilen
ikinci kanser ve besinci dnde gelen kanser 6liim nedenidir [24]. Ozellikle Amerika,
Kuzey ve Bati Avrupa, Avustralya/Yeni Zelanda basta olmak iizere, diinya
iilkelerinin yarisindan fazlasinda (185 iilkenin 105 tanesinde) erkeklerde en sik

goriilen kanserdir [25].

1.4.  Programh Hiicre Oliim Modelleri

Cok hiicreli organizmalarda programli hiicre 6liimii evrim siiresi boyunca korunmus
olup halde bir¢ok temel islevde rol oynamaktadir. Bu islevlere morfogenez,
patojenlere karsi savunma ve doku homeostasisi (i¢ dengesi) drnek verilebilmektedir.
Programli hiicre 6liim modelleri tarihte ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie
tarafindan tanimlanmistir. Bu tanima gore apoptoz, genetik olarak kontrol edilen
hiicre 6liimii, nekroz ise programli olmayan ve tesadiif eseri hiicre 0liimii olarak
aciklamislardir. Devaminda ki yillarda apoptoz programli hiicre 6liimii olarak kabul
edilirken, Clarke 1990 yilinda birtakim ¢alismalar ile hiicre 6liimiiniin 3 tipi daha

oldugunu belirtmistir. Bu simiflandirmay1 yaparken hiicre dliimlerinin, embriyonik
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gelisim sathasinda ve bazi toksinleri kullanarak yaptigi muameleler sonucunda en az
8 cesit programli hiicre liim yolunun olduguna dikkat cekmistir. Ozellikle molekiiler
diizeyde ve morfolojik tanimlamalar sayesinde apoptozdan farkli olarak diisiiniilen
0lim modelinden biride otofajidir. Otofaji daha c¢ok temel anlami ile hiicrenin
kendini i¢cten yemesi olarak bilinmektedir. Yapilan calismalar hiicrenin igindeki
yasanan stres durumlar1 ile basa ¢ikmak ve en Onemlisi besin yoklugunda i¢

dengesini saglayabilmek adma otofaji yoluna bagvurdugunu gostermektedir [7,8].

1.4.1. Apoptoz

Apoptosis terimi ilk defa patolog olan Iskogyali bilim insanlar1 Kerr, Wyllie ve
Currie tarafindan 1972 yilinda Yunanca’da apo: ayri, ptosis: diisen anlamlarina gelen
ve sonbaharda aga¢ yapraklarmin dokiilmesine benzetilerek tanimlanmistir. Bu terim
bir takim fizyolojik nedenlerden kaynaklanan, programli hiicre Olimiini
anlatmaktadir. Nekroz olarak bilinen; patolojik bir hiicre o6liimii olan ve ATP
miktarinin normale oranla azalip, hiicre i¢ dengesinin hizlica bozularak inflamasyon
yanitinin olustugu olaydan farkh olarak, apoptoz; inflamasyon olmadan hiicrelerin
once kendilerini yok etmeye basladigi, genlerle diizenlenen, programli ayrica RNA,
enerjiye ve protein sentezine gereksinimi olan, organizmada asil dengeyi koruyan bir

olaydir [36-38].

Apoptoza ugramis hiicre miktar1 hiicrede i¢ dengeyi saglamakla birlikte
organizmanin saglikli ya da sagliksiz olusunu belirler. Bu durumda apoptoza gitme
oraninda azalma ile hiicre sayis1 da artmaktadir ancak tam tersi bir sekilde apoptoz
orani artar ise azalan hiicre sayis1t ve istenmeyen doku tahribatlar1 olusur [33,36].
Yani apoptoz eger normalden cok hizli gergeklesiyor ise, gerekenden fazla hiicre
Olimii meydana gelir, anormal olarak yavas gergeklesiyor ise sagliksiz hiicreler
viicut dokularinda ve bazi bolgelerde birikerek kanserin meydana gelmesine

sebebiyet vermektedir.

Bu sistematik hiicre 6liim mekanizmasinin hiicrelerde bulunan genetik bilgilerde yer
alan intithar programmim sinyalleriyle, oksidatif stres gibi olaylarla tetiklendigi

disiiniilmekle birlikte mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamaktadir [38].

14



Apoptoz, hiicrenin intihar1 olarak da tanimlanabilmekte, hiicre tarafindan
programlanmis bir mekanizma vasitasiyla, hiicre dis1 etkenler ve genetik faktorlerle

tetiklenen bir sistem olarak bilinmektedir ve fizyolojik bir olaydir.

Apoptozis, doku gelisimi esnasinda istenmeyen tiim hiicrelerin ortadan
kaldirilmasinda ve memelilerde sinir sisteminin gelisimde rol oynar. Gerekenden
fazla tiretilmis néronlarm biiyiik bir kisminda hiicre 6liimii programlanmis bir sekilde
gergeklesir. Ayrica hiicrelerde ani hasarlarin meydana gelmesi durumunda apoptoz

gorev almaktadir [39].

Hiicrede saglikli ¢ogalma islemi durdugunda, DNA onarimi meydana gelmezse
apoptoz ile sonuglanan olaylar serisi baglamaktadir. Bu esnada hiicre tipi, hiicredeki
hasarm boyutu ve hiicrenin tiimor olusturabilme yetenegine de bagli olarak apoptotik
siire¢ mekanizmasi degisebilmektedir. Programli hiicre 6liimii ile immiin (bagisiklik)
sistem mekanizmalarinin ger¢eklesmesi ve hiicrenin dengede kalmasi saglanmaktadir

[40].

Apoptoz, hiicre i¢ci veya hiicre dis1 yani ¢evreden gelen farkli sinyallerle baslar.
Apoptoza hazir durumdaki hiicrelerde birincil (primer) olarak baslayabilir veya
herhangi bir uyarici1 sonucunda ikincil (sekonder) olarak gelisebilir. Apoptozun
hiicresel diizeylerde baslamasinda etkili olan temel fizyolojik aktivatorler; Timor
nekrozis faktdr (TNF) ve Fas Ligant (FasL) olarak isimlendirilmis proteinlerdir. Bu
proteinler 6liim faktorii olarak bilinirler. Ilgili reseptdre baglanmasi ile de hiicre
olimi gergeklesir [103]. Apoptozu hiicre dis1 uyaranlar arasinda; koloni uyarici
faktorler (CSF), néron biiylime faktorii (NGF), insiilin benzeri biiyiime faktorleri
(IGF), glukokortikoidler, IL-2 gibi maddelerin ortamda azalmasi, onkogenler,
kemoterapotikler, g¢esitli antijenler, radyasyon onemli bir yere sahiptir. Otoimmun
hastalik gelisiminde etkisi oldugu belirtilen Fas/FasL, sFas proteinleri ve viriislerin

de hiicreyi apoptoza gotiirdiigii bilinmektedir.

Organizmada apoptozu uyaran ve engelleyen bir¢ok sayida gen bulunmaktadir [41-

44]. Tablo 1.1°de apoptozu indiikleyen ve baskilayan genler verilmistir [42].
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Tablo 1.1. Apoptoz ve Genler [42]

Apoptozu indiikleyen genler Apoptozu baskilayan genler

- Bcl-2 grubundan; Bad, Bax, |- Bcl-2 grubundan; BHRL-1, Bcl-
Bak, Bci-xS, bid, bik, Hrkl XL, Bcl-W, Bfl-1, Brag-1, Mcl-1, Al

- c-myc -p33
-p33,p21 - C-Abl Geni

- fas(CD95/APO1) - Ras Onkogeni
FADD/MORT/RIP/FAST

- Coziinebilir fas
- Interlokin doniistiirticti - A20

enzim benzeri proteinler (ICE)

- LOH(MTS1/CDK41)

1.4.1.1. Apoptozun Asamalar:

Apoptoz bu siiregte dahili bir¢ok sinyaller tarafindan tetiklenir. Genlerin DNA
hasarma kars1 cevabi, O6liim bildirilerinin alinmasi1 (Fas ligandi) ve proteolitik
enzimin direkt olarak hiicreye girisi (granzim) olarak ti¢ farkl: sekilde ileyebilir. Bu
siiregte lic bilesenin Onemi vardir. Bu bilesenler; Apaf-1 (Apoptotik Proteaz
Aktivator Faktor-1) proteini, kaspazlar ve Bcl-2 ailesi proteinleridir. Saglikli bir
hiicrede, mitokondri dis zar1 apoptozu Onleyen Bcl-2 proteini goriiliir. Hiicrenin i¢
hasara ugramasi1 Bax proteininin mitokondri yiizeyine go¢ etmesine neden olur. Bcl-
2'nin etkisinin inhibe edilmesi ile kendisi zardaki dig mitokondriyal zar olusturucu
kisimlara yerlesir. Daha sonra, sitokrom-c sizarak Apaf-1’e¢ baglanir. Apoptozom
olarak bilinen bir protein kompleksi olusturmak icin pro-kaspaz-9'a baglanir.
Apoptozomlar, kaspaz-3'li baglayan ve aktive eden kaspaz-9'u baglar ve aktive
ederler. Bu kaspazin aktivasyonu, sitoplazma igerisinde yapisal proteinlerinin
sindirilmesine, kromozomal DNA'nin degradasyonuna ve hiicrelerin fagositozunda

parcalanmasina yol acan genisleyen proteolitik bir aktivite kaskadi olusturur [45].
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Apoptoz uyaris1 alan hiicreler bulunduklar1 ortamdan uzaklasirlar, komsu hiicrelerle
baglantisini1 koparirlar ve biiziigiirler bu sirada kromatinleri giderek yogunlagir
dagilimsal bir goriiniim alir. Apoptoz, bu sekilde diger hiicrelerden uzaklasarak
baglantinin ortadan kalkmasi ve hiicrelerin biizlismesi ile karakterizedir. Na, K, Cl
tastyici sisteminin durmasina bagli olarak ise sivi hareketi saglanamaz ve hiicreler

biiziiliirler [38,46].

Hiicre zar1 yapisinda bulunan fosfotidil serin zarinin i¢ yiiziinden dis yiiziine dogru
transloke olur. Cekirdek kiigiiliir ve pargalara ayrilir. Hiicre pargalandiktan sonra
niikleer materyal igeren zarla ¢evrili "apoptotik cisimcikler" adi verilen 6zel yapilar
olusur. Hiicreler zarla sarili tomurcuklar halinde koparken bu apoptotik cisimciklere
ayrilirlar. Apoptotik cisimcikler makrofajlar tarafindan tanmir ve fagosite edilirler,
ancak inflamasyon goriilmez [47]. Ayrica apoptozun en benzersiz yonii ise hiicre
DNA’sinin niikleozomlar arasi bolgelerden yaklasik olarak 180-200 b¢ ya da bu

saymin katlar1 halinde DNA parcalariin olugsmasi ile par¢alanmasidir [48].

Apoptotik uyarima bagli olarak siirecin baslamasiyla apoptotik cisimciklerin
olusumuna kadar meydana gelen tiim bu olaylar zinciri sadece birka¢ dakika
siirmektedir. Fakat meydana gelen kiiciik cisimciklerin fagositozu i¢in ise 12-18 saat
kadar uzun bir zaman zarfi gerekebilmektedir. Apoptoz esnasinda olusan DNA
¢cOziilmesi ve kromatin yogunlasmasi apoptoz mekanizmasinda Onemli bir role

sahiptir [49-52]

Apoptoz uyarimindan sonraki 1 saate kadar sonra DNA’nin tek iplik¢iginde geri
doniisii olmayan parcalanmalar meydana gelir. DNA pargalanmasi, apoptozun
gerceklesmesi i¢in zorunlu degildir. Normal ve saglikli hiicrelerde de ani gelisen bir
uyar1 ya da basit bir olay da programli hiicre 6liimiine neden olabilmektedir. Yani

belirleyici ¢esitli molekiiller hiicrenin apoptoza girip girmeyecegine karar verir [53].

1.4.1.2. Apoptozda Etkili Genler

p53°Un rolii: Agir DNA hasarlarmna yanit olarak aktive olan p53 geni, reaktif oksijen
radikalleri ile (genom, plazma membrani1 ve mitokondri iizerinde olusturabilecegi bir

takim hasarlara bagl olarak) apoptozu tetikleyebilir.
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Insanda apoptoz, p53 ile baslayip kaspazlara kadar devam eden sistemik
mekanizmaya sahiptir. p53 apoptozu indiikleme 6zelligi olan 6zel bir protein olarak
bilinmektedir. Birgok tiimor oOnleyici ilag maddesi, hedef olarak hiicre DNA’sin1
seger ve p53 seviyesini artirir. Bu aktivasyon ile hasar tamir edilebilir ya da apoptoz
tetiklenebilir [54,55]. Aktivasyon ayni zamanda kromozom-17’nin kisa kolunda
bulunan bir gen olan /7p53 iiretimi ile alakalidir. p53 tiimor baskilayic1 bir gen
olarak c¢alismaktadir bu yiizden bu gende meydana gelen mutasyonlar tiimor

hiicrelerinin yagama siiresinin uzamasina neden olmaktadir [56].

Cogu zaman toksik etkilerle meydana gelen hiicre hasari, transkripsiyonu diizenleyici
etkiye de sahip olan p53'i aktive etmektedir. p53, hiicrede DNA hasarinda hiicre
siklusunu G1 fazinda durdururup bdylece hiicreye DNA tamiri i¢in gereken zamani
veren bir transkripsiyon faktorii olarak bilinmektedir. Eger hasar tamir edilemeyecek
durumda ise Bax, Apaf-1 ve Fas yapmmii artirir diger taraftan Bcl-2 ve Bcel-xL’yi
baskilar ve apoptozu indiikler [57]. Giiniimiizde p53 geni ile ayn1 fonksiyonlara sahip

olan p63 ve p73 genleri de tespit edilmistir [58].

Bcl-2/Bax‘in_rolii: Genis ve karmasik yapiya sahip olan Bcl-2/Bax gen ailesi,

apoptozun diizenlenmesini saglamaktadir. Bu gen ailesinde 20 kadar iiye
tanimlanmistir. Bu aile de Bcl-2, Bcl-w, BelxL, Boo ve Mcl-1 gibi genler apoptozu
inhibe ederken (antiapoptotik), Bax gibi proapoptotik genler ise apoptozu
indiiklemektedir. [59-60].

Bcl-2 ailesi birbirine zit 2 gruptan olusmaktadir bunlar proapoptotik iiyeler ve
antiapoptotik liyelerdir. Hiicrede proapoptotik proteinler fazla ise hiicre apoptoza
egilimli diye bilinmekte, antiapoptotik proteinler fazla ise de hiicre apoptoza daha az
egilimli oldugu belirtilmektedir. Proapoptotik tiyeler sitozolde yer alirlar ve bunlar
Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim, Puma ve Noxa’dir. Antiapoptotik liyelerin ise Bcl-2,
Bcl-xL ve Mcl-1 oldugu bilinmektedir [61]. Bcl-2 ve Bcl-XL, sitokrom C ve apoptoz
uyarici faktor (AIF) gibi faktorlerin mitokondriden serbest hale gelmesini engeller ya
da kaspazlarin salinimlarin1 durdur boylece apoptozu inhibe eder. Diger yandan Bax

geninin sentezlenmesi ile apoptoz aktive edilmektedir.
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Hiicrelerin apoptoza egiliminin olmas1 ya da olmamas1 heterodimer veya homodimer
formunda bulunan Bcl-2 ailesi genlerine baglidir. Ornegin Bcl-2 salgilanmast ile Bcl-

2 homodimerleri olusur ve apoptoz inhibe edilmektedir [62].

Bax ya da Bak gibi proaoptotik genler ise, mitokondri zarinin por agikligini
degistirme yoluyla sitokrom C’nin mitokondriden serbest salinimli hale gelmesini

kolaylastirarak ve kaspazlari serbestlesmesini uyarip sonra apoptozu aktive ederler

[63,64]

Kaspazlarin rolii: Sistein proteazlardan biri olan kaspazlar, aspartik asitten sonra

gelen peptid bagini kirdiklar1 i¢in c-asp-ases olarak adlandirilmiglardir. Hiicrede aktif
degillerdir, ancak proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirebilirler. Yaklasik 100 farkli

hedef proteinini keserek apoptoza neden olurlar [38].

Biyolojik fonksiyonlarina gore 3 ana grupta incelenen kaspazlarm ilki, sitokin
aktivasyonu yapanlar: Kaspazl, 4, 5, 11, 12, 13 ve 14’ii icermektedir. Ikincisi,
sitokin sekresyonu ve inflamasyondan sorumludurlar ve kaspaz-1, 4 ve 5 tetrapeptid
oldugu icin kendi kendilerine aktive olabilmektedirler. Sonuncusu, apoptozu
baslatanlar: Kaspaz 2, 8, 9 ve 10’u icermektedir. Apoptozu yliriiten grup olarak
bilinen efektor grup ise: Kaspaz 3, 6 ve 7’yi icermektedir [65,66].

Apoptoz mekanizmasinda yer alan ii¢ temel grup; o6lim reseptorler, proteolitik
enzimler (kaspazlar) ve adaptdr proteinlerlerdir. Oliim reseptdrleri TNF (Tiimor
Nekrozis Faktor) gen ailesinde bulunur. TNF reseptorii, polipeptidlerin sitoplazmik
boliimlerini ve 6lim alani denilen bir aminoasit dizisini icermektedirler, bdylece
adaptor proteinlerine baglanirlar. Adaptor proteinleri ise reseptorler ile ulasmis
sinyalleri alarak kaspazlara baglanmaktadir ve bu sayede kaspazlarin aktivasyonunu
saglarlar [37,38]. DNA tamiri ve replikasyonu i¢cin gerekli enzimleri inaktive eden
kaspazlar, hiicre iskeleti proteinlerini keserek hiicre zarmin tomurcuklanmasina

neden olmaktadirlar [67].
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1.4.2. Otofaji

Otofaji kendi kendini yeme anlamina gelmektedir ve hiicrelerin fizyolojik kosullarda
olas1 ac¢lik durumunda hiicrenin hayatta kalmasini saglamak, metabolizma ve ATP
seviyelerini korumak ve besin elde etmek i¢in hiicre igindeki yapilarin pargalamasi
anlaminda kullanilmaktadir [68]. Hiicre i¢i organeller ve uzun omiirlii proteinler bu
otofajik sistem tarafindan par¢alanmaktadir ve olusan kiigiik yap1 taglar1 da hiicrenin
kullanmasi i¢in geri kazandirilirlar. Ayrica, otofaji dogustan gelen ve adaptif immiin

yanitlarda rol oynar [69].

Otofaji; mikrobiyal enfeksiyon, oksijen azligi, besin eksikligi ya da reaktif oksijen
cesitleri (ROS) gibi hiicrenin yasadigi stres ile tetiklenebilir. Otofaji kontroli
bozuldugunda ise kanser, bazi genetik hastaliklar, erken bunama, Alzheimer ve

enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasia sebep olmaktadir [7].

Otofajik hiicre Olimii apoptotik hiicre Olimiinden farklidir. Ancak, otofaji ve
apoptozis arasindaki iligki aslinda daha karmasiktir. Apoptozis sirasinda uyarilmis
otofaji, koruyucu bir mekanizma veya hiicre 6liimiine neden olan bir islem olabilir.
Son caligmalar, otofajinin, DNA hasarimi takiben invazif olmayan meme kanseri
hiicrelerinde apoptotik dliimii geciktirdigini gdstermistir [55]. Ote yandan, apoptoz
yoklugunda, otofaji bir hiicre 6liimii bi¢imini tetikleyebilir [56]. Hiicre icerisinde
gerceklesen bazal diizeydeki otofaji mekanizmasi, protein ve organellerin dongiisii
ile homeostazise (i¢ dengeye) katkida bulunur ve zamanla artan hiicresel stres

durumlarinda hiicrenin hayatta kalmasini saglar [70].

Hiicre igerisine giren etkili toksin maddeler de otofajik hiicre 6liim yolagmin yapisal
niteliklerinden dolay1r hiicre oliimiine sebep olmaktadirlar. Ek olarak, otofaji-
lizozomal yolak, hiicre i¢i uzun Omiirlii proteinlerin ve organellerin homeostazini
diizenlemek icin 6nemli bir mekanizmadir [71]. Bugiline kadar otofajik etkinlik ve
hiicresel 6liim arasindaki rastgele iliskinin tespiti heniliz yapilamamis olmasi ve
sadece gozlem seviyesinde olmasi da bu ¢alismalarin otofajik aktivitenin hiicre 6liim

yolagindaki etkisinin dikkatle arastirilmasina sebep olmustur [8].
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Giliniimiizde kanser-otofaji iliskisi hala oldukga tartigmalidir. Otofaji, kanser gelisimi
esnasinda timoOr baskilayic1 etki gdsterirken, ayni zamanda kanserin ilerlemesi

esnasinda kanser hiicrelerinin hayatta kalmasma da katkida bulunmaktadir [72].

Kanser tedavisi siiresi boyunca hem kanser hiicrelerinde hem de normal hiicrelerde
otofajinin arttig1 bilinmektedir. Ancak normal hiicrelere nazaran kanser hiicrelerinin
hayatta kalmak i¢in otofajiyi daha fazla kullanmalar1 sebebiyle bu durumun yeni

tedavi firsatlar1 olusturabilecegi diisiintilmektedir.

1.4.2.1. Otofajinin asamalari

Hiicre i¢cinde olusan atiklar ve bazi biriken maddeler asit hidrolaz enzimi iceren
lizozomlar araciligi ile parcalanmaktadirlar. Boylece otofaji ile hasarlanmis
organellerle uzun omiirlii sitoplazmik proteinlerin lizozomlar araciligi ile ortamdan

uzaklastirilmasi saglanmaktadir [73].

Otofaji ile iliskili protein grubu (Autophagy-related proteins) veya kisa adiyla Atg
proteinleri olarak bilinen ayrica otofaji mekanizmalarinda 6nemli bir rol oynamakta
olan bu proteinlerin ¢ogu mayada yapilan bir takim ¢alismalar sonucunda
bulunmuslardir. Suan ise 30’dan fazla A¢g geni tanimlanmistir [74]. Bu proteinlerin
biraz1 ve bazi farkli protein kompleksleri otofagozom olarak bilinen ancak izolasyon
membran1 yada otofajik kesecik ismi de verilen yapilarin olusumunda gorev
almaktadirlar. Otofaji olusum merkezi (PAS) olarak bilinen otofagozomlar, hiicrede
genellikle memelilerde 6zellikle E.R ile golgi cisimciklerinin aralarma dagilmis olan
bolgelerde olusmaktadirlar. Otofagozomlarin kaynagi heniiz tam olarak belirli
olmasa bile yaygmn dogru sayilan diisiince, heniiz yeni sentez edilmis veya plazma
membrani, mitokondri dis membrandan ve endoplazmik retikulumdan
kaynaklanabiliyor olabilecegi tahmin edilmektedir [75]. Ana molekiiler mekanizmay1
ozetlemek gerekirse Argl-Atgl7-Atgl3 kinaz kompleksi; Vps34’in ve smif III
phosphoinositol 3 fosfat (PI3F) kinaz aktivitesini diizenleyen A#g6 protein
(memelilerde Beclin-1) kompleksi; iki ubikitin benzeri sistem ve A7g9 dongii sistemi

olarak dort adimdan olusmaktadir [76].
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Otofajik aktivitelerin kontrol edilmesinde, Tor protein kompleksinin oynadigi rol
onemlidir. Tor kompleksi, ilk olarak mantara karsi kullanilmak iizere mayada
gelistirilmistir ve ortaya rapamisinin ilacinin hedefi olarak c¢ikarilmig bu sayede
iinlenmistir. Genel itibari ile hiicrede 0Ozellikle hiicresel biiylimeyi ve protein
sentezini kontrol eden bir kinaz olarak Tor bilinmektedir. Tor proteinin baskilanmasi
durumunda hem memelilerde hem de mayalarda otofajinin aktif hale getirildigi

bilinmektedir [77].

1.4.2.2. Otofojide etkili genler

Bcl-2 ve Bel-XL: Anti-apoptotik proteinlerdir, hem apoptozisi hem de otofajiyi inhibe

ederler [78,79]. Memeli hiicreleri igerisinde ayni zamanda mitokondrinin dig zarida
bulunan Bcl-2 iiyeleri ise otofajiye etki etmektedir. Bc/-2 asagi regiilasyonu, insanin
16semi hiicrelerinde kaspazdan bagimsiz olarak otofajiyi artirir. Bcl-2, Beclinl gibi
anahtar otofajik proteinlerle direkt baglantiya girerek otofajinin regiilasyonunda rol
oynar. Bcl-2, otofajinin bir proteini olan Beclinl 1ile dogrudan otofajiyi
baskilamaktadir. Fakat mitokondri organelinde Bc/-2 proteinlerinin otofajiyi
diizenleyici islevleri hala net olarak agiklanamamustir. Bcl-2 ile Bel-XL gibi anti 6liim

iiyelerinin fazla ekspresyonu, otofajik hiicre 6liimiinden hiicreleri korur [80,81].

p33: Apoptozu uyarict etkisi olan p53; Bax, PUMA ve NOXA gibi pro-apoptotik
genlerin transkripsiyonunu artirirken Bcel-2  gibi  anti-apoptotik protenleri ise
azaltmaktadir [82]. p53’iin aktivasyonu, mTOR yolaginin inhibisyonuyla birlikte
otofajinin de aktivasyonuna yol agmaktadir [83]. Aminoasit ve biiylime faktori
eksikliginde otofajiyi diizenleyen p53 geni ve mTOR islevi arasinda bir iligki oldugu
da ortaya konmustur. Antiapoptoz sinyal yolunda etkili oldugu bilinen mTOR
etkinliginin inhibe edilmesi ile p53 yolag1 otofajiyi uyarmaktadir [80]. Cekirdekteki
p53°ln otofajiyi arttirdig1 ancak sitoplazmik p53°{in ise azalttig1 gosterilmistir [84].
Ayrica p53, PTEN ve pl9ARF gibi bircok farkli tiimdr baskilayici gen, otofajiyi
aktive etmektedir [85].
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Akt/PKB ve TOR yolagi: Bu yolak otofajinin regiilasyonunda en 6nemli yolaktir.

TOR yolagmin aktivasyonu ile hiicre biiylimesi ve sag kalimini saglarken inaktive
olmasi ise otofajiye yol agmaktadir. mTOR yolaginin Akt/PKB yolag: ile kontrol
edildigi bilinmektedir. Akt/PKB aktivasyonu, NF-kB yolag1 lizerinden apoptozu da
bloke eder. Akt/PKB’nin aktivasyonu ayni zamanda otofajinin inhibisyonuna yol
acmaktadir. Ayrica AKT ve c-Myc, Ras ve PI3K gibi birgok onkoprotein de otofajiyi
baskilamaktadir [85-88].

Atg4D, Atg5 ve Beclin: Bu proteinlerin  proteolize ugramasi apoptozu

indiiklemektedir. Bu sayede bazi otofaji proteinlerinin apoptoz yolaklar1 tarafindan

da kullanildig1 belirlenmistir [89,90] .

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve Azg4: ROS, Atg4’li okside ederek otofaji lizerindeki

etkilerini gostermektedir. Okside ile A¢g4 inaktive olur ve bdylece otofagozom
olusumu baskilanir. Hiicre i¢inde ROS yiiksekliginin apoptozu uyardigi
disiiniiliirken, diisiikliigiinde ise hiicre biiylimesi ve sagkalimi arttirdig1 bilinmektedir

[91].

Arasinda kompleks iliskiler bulunan apoptotik hiicre 6liimii ve otofajik hiicre 6liimii
birbirleri ile iliskilidir. Ornegin, otofajiyi indiikleyen bazi proapoptotik sinyaller
bulunmaktadir. Bunlar; serin-treonin kinazlar olarak bilinen kalsiyum-kalmodulinle
regiile edilen DAPK1 ve DRP-1, digsal apoptoz yolagi olarak bilinen yolagin
bilesenlerinden olan seramid, TRAIL, TNF ve FADD otofajiyi indiiklemektedir.
Ayrica Siif I olarak bilinen PI3K/AKT/TOR sinyalizasyonu gibi antiapoptotik
sinyaller nedeniyle de otofajiyi baskilamaktadir. Apoptozun mitokondriyal
reglilasyonunu  saglayan  bazi  genlerde, otofaji  yolagiyla  birbirini
etkileyebilmektedirler. Hatta bunun mitokondrinin, apoptoz ve otofaji yolaklarimin
birbirlerini etkilemesine neden olan adeta baglant1 noktas1 06zelligi gosterdigi

diistiniilmektedir [80,92].
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1.5. Es Zamanh-PZR

Gergek (es) zamanli PZR veya kantitatif PZR (qPZR), molekiiler biyolojinin tiim
alanlarinda niikleik asit (DNA, RNA) o6l¢iimii i¢in tercih edilen bir yontemdir.
Yontemin adi, DNA'in polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile amplifikasyonunun
(cogaltmanin) gercek zamanli olarak izlenmesinden kaynaklanmaktadir. Geleneksel
PZR'nin aksine nicel bir yontemdir, yani numunelerde amplifiye DNA'min tam
miktarlarinin goreceli veya mutlak belirlenmesini saglamaktadir. DNA'nin yani sira,
RNA bir sablon olarak da kullanilabilir (6rnegin, gen ekspresyon calismalar1 veya
RNA viriislerinin tespiti durumunda). Bu durumda, RNA'nin, ger¢ek zamanli PZR
ile ¢alisilmadan once DNA'ya (tamamlayict DNA veya cDNA olarak da adlandirilir)
ters kopyalanmas1 gerekir. PZR, bir enzimin ilk olarak 1960'larda Thermus aquaticus
bakterisinden 1960'larda izole edilmesi ile DNA'nin (amplikon) sablonunun kisa bir
bolimiinii, farkli dongiilerde cogaltdigr bir yontemdir. Her dongiide, DNA'nin kisa
spesifik boliimlerinin sayist iki katma c¢ikar, bu da ¢ok kopyali amplifikasyonun
gerceklesmesini saglamaktadir. Es zamanli PZR’da da (qPZR) tam olarak aymi
prosediir gerceklesmektedir. Fakat iki biliyiik degisiklik vardir: ilk olarak, ¢cogaltilmis
DNA fliioresan (genellikle siyanine dayali fliloresan boyalarla) olarak
etiketlenmektedir. ikinci olarak, c¢ogaltma sirasinda salinan fliioresan miktari,
amplifiye DNA'nin miktar1 ile dogrudan orantili olmaktadir. Floresans, biitiin PCR
islemi sirasinda izlenlebilmektedir. Ornekteki ilk DNA molekiilii sayis1 ne kadar

yiiksek olursa, PZR dongiileri sirasinda floresans o kadar hizli artmaktadir [93].

Gergek zamanli bir PCR reaksiyonundaki ilk adim, RNA'nin tamamlayici DNA'ya
(cDNA) doniistiiriilmesidir. Bu islem ters transkripsiyon olarak bilinir. Bir sonraki
adim, spesifik genleri biiylitmek ve tespit etmek icin floresan etiketleri ve bir PZR
reaksiyonunu kullanir. Iki tip floresan etiketi yaygin olarak kullanilmaktadir; bunlar
SYBR Green ve Tagman problaridir. SYBR Green, yalnizca ¢ift sarmalli DNA'ya
(yani PCR {iriinii) baglandiginda fliioresan bir boyadir. Tagman problari, raportor ve
sondiiriicii molekiillere birlestirilen gene 6zgii bir niikleik asit sondasindan yapilir.
Prob, ileri ve geri primer arasindaki DNA'ya baglanir. Etiket ve sondiiriicii sondaya

bagliyken, sondiiriicii etiket tarafindan yayilan floresani emer.
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PCR reaksiyonunun uzama fazi sirasinda, prob bozulur, raportdr serbest birakilir ve
fliioresansinin saptanmasina izin verilir. Tagman yonteminin avantaji, farkl renkli

raporlayicilara sahip olan problarin multipleks analizlerde birlestirilebilmesidir [94]

Hem SYBR Green hem de Tagman yontemlerinde, bir numunedeki floresans miktar1
'gercek zamanli' olarak tespit edilir ve dongli numarasina karsi ¢izilir. Floresans
miktari, PCR iirlinliniin miktar1 ile orantilidir. Floresansin tanimlanmis bir esige
ulagtigt  zaman noktasi, gen ekspresyonunun seviyesine baghdir. Gen
ekpressiyonunun okumasi, belirli bir floresans seviyesini elde etmek igin gereken
PCR dongii sayist ("dongii esigi" Ct) olarak verilmektedir. Gergek zamanli PCR
deneylerinin tasarimi, gen dizisinin 6dnceden bilinmesini ve dahil edilecek kontrol

tiirlerinin dikkatlice degerlendirilmesini gerektirir [94].

Ters Transkripsiyon

RNAS
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Es Zamanh PZR
SYBR Green Tagman
O o Q Baglanma
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r
0600 . Uzama — > E 5
5 &' 5 ¥
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v
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Sekil 1.3. Es zamanli PZR agamalar1 [136]
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Es zamanli PZR’da ¢ogaltma ve ¢ogaltilan son lriinleri saptama islemi ayni cihazda

yapildig1 i¢in yontem gayet pratiktir.

Ayni zamanda tilipler a¢ilmadan deney tamamlandigi i¢in olusabilecek
kontaminasyon riskleri de azalmaktadir. Ger¢ek zamanli PCR'nin diger 6nemli
avantajlari, DNA konsantrasyonlarmi genis bir aralikta Olgebilme kabiliyeti,
hassasiyeti, ayni anda birden fazla numuneyi isleme kabiliyeti ve aninda bilgi

saglama kabiliyetidir.

Bir dezavantaj, makinelerin geleneksel PCR makinelerinden daha pahali olmasidir.
Gergek zamanli PCR, benzer tiirde cok sayida ornegi isleyen biiylik ticari
laboratuvarlarda 6zellikle kullanilmaktadir. Es zamanli PZR yardimi ile apoptoz
kantifikasyonu da apoptozisin su ana dek proteinden saptaniyor olmasmna karsi
getirilen onemli bir gelismedir. Bcl2, Bax, Dapkl, Myc, Bad, Wtl, Mcll gibi genlere
ait expresyon analizleri ve RNA Y/ (hY1) gen kantifikasyonu bu amagla uygulanan
basarili ¢alismalardandir [95].
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2. KURAMSAL TEMELLER

Anadolu sigla yaginin antibakteriyel 6zelligine bakildiginda farkli bakterilere karsi;
%10 konsantrasyonda, bazi bakterilere kars1 ise %0,1, %0,2 ve %0,4 olmak iizere
farkli konsantrasyonda antibakteriyal etki gosterdigi belirlenmistir [96]. Anadolu
sigla agaci yapragi ekstraktlarmin antibakteriyel oOzelligi dolayisiyla, yeni ilag
hammaddesi ve ila¢ arastirmalarinda antimikrobiyal etken maddesi olarak
kullanilabilecegi oOnerilmistir [97]. Anadolu sigla agaci balsaminin antifungal
etkisinin bulundugu saptanmistir [98]. Benzer sekilde yapilan bir arastirmada
Anadolu sigla balsaminin ugucu yagi ve bilesenlerinin Drosophila suzukii sinegine
kars1 sprey tipi kontrol maddeleri ve fumigant madde olarak kullanilabilecegi,
bununla birlikte yapilacak olan daha fazla calisma ile pratik ve ticari kullaniminin

gerceklestirilmesi gerektigi belirtilmektedir [99].

Anadolu sigla yaginin Ozellikle deri endiistrisinde antibakteriyal madde olarak
kullanilabilecegi tespit edilmistir [100]. Anadolu sigla yaginin Reticulitermes
speratus termitine karsi1 fumigant toksisite testinde, yagin yapisinda bulunan trans-
cinnamyl alkol ve hydrocinnamyl alkoliin 6nemli bir rol oynadigi belirtilmis,
Anadolu sigla yagmin ticari bir fumigant olabilmesi i¢in ise daha fazla ¢alismaya

ihtiyac duyuldugu belirtilmistir [101].

Fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada Anadolu sigla yaginin karbon tetra kloriir
(CCls) toksisitesine karsi antioksidan kapasitesinin bulundugu, ayrica karaciger
koruyucu etkisinin olabilecegi vurgulanmistir [102]. Yapilan bir incelemede, 16.
ylizyil baginda tip metni olarak yazilmis “Ala’im-i Cerrahi” (Cerrahi Belirtiler) isimli
eserde ismi gegen bitkiler arasinda Anadolu siglasinin da bulundugu belirtilmektedir

[103].

Marmaris’te tibbi bitkiler hakkinda etnobotaniksel (bitki-insan iligkisi) inceleme
yapildiginda, Anadolu sigla balsamimin ciddi anlamda tibbi amacgh geleneksel bir
kullanim1 oldugu ifade edilmistir. Bununla birlikte literatiirdeki bilgiler referans
verilerek tlser, deri hastaliklari, yanik, agiz hastaliklari, kesik, akciger hastaliklari,

mide agris1 vb. rahatsizliklarda tedavi edici etkisi oldugu belirtilmistir [ 104].
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Yerel halkin geleneksel tedavi olarak 6zellikle mide hastaliklarinda kullandiklar1
dozda Anadolu sigla yagmin farmakolojik deneyler sonucunda, si¢anlara oral yoldan
verilen 150 ve 300 mg/kg dozda Anadolu sigla yaginin 6nemli oranda mide korumas1
gosterdigi tespit edilmistir. Reginenin GC-MS analizinde genel olarak, toplam yagin
% 99,8'ini temsil eden 31 bilesik tanimlanmistir bunlar; stiren (% 81,9), sinnamil
alkol (% 6,9) ve a-pinen (% 3,5) ve diger ana bilesenlerdir. Bu calisma ile,
Tirkiye'deki Styrax liquidus'un lokal etnobotanik kullanimmin anti-iilserojenik
aktivite Anadolu sigla yapraklarindan elde ettikleri etanol ekstrenin antioksidan ve
antimutagenik etkileri oldugu ortaya koyulmus ve etanolik ekstrenin genotoksik

olarak giivenli kabul edilebilecegi gosterilmistir [105].

Sigla agaci1 yapraklar1 ile yapilan bir calismada aga¢ yapraklarmin ruminant
hayvanlarda metan gazini azaltmak i¢in E. globules ve L. nobilis yapraklarindan daha
etkili oldugu tespit edilmistir. Ancak, L. orientalis yapraklarmin etkileri bliyiik
Olcekli uygulamadan Once, hayvansal iiretim Ttlzerinde in vivo test edilmesi

gerektigini ifade etmislerdir [106].

Anadolu sigla yapraklarindan elde edilen ekstraktin kiiltiir levrek baliklarmin raf
Omiirlerini duyusal olarak 3 giin daha uzattig1 gézlemlenmistir [107]. Anadolu sigla
balsami ile emprenye (oduna madde emdirme) islemi uyguladiklar1 kaymn odununda
clrime direnci seviyesinde iyilesme, elastikiyet modiilii, egilme direnci, liflere
paralel basing direnci gibi bazi mekanik 6zelliklerde azalma oldugu belirtilmistir
[108]. “Kent Agaglar1 Bilgi Modeli” isimli yapilan bir ¢alismada, Anadolu sigla
agacinin sonbaharda yaprak renklenmesinden dolay1 park ve bahgelerde kullanildigi

belirtilmistir [109].

Birbirinden bagimsiz yapilan farkli ¢calismalarin 6zellikle sigla yagi iizerine oldugu
goriilmekte olup, tez ¢calismamiz kapsaminda hem yag hemde daha 6nce ¢alismamis
olan Anadolu Sigla agacinin toprak iistii aksamindan (yaprak ve dal karistirilarak)
farkli ¢oziciiler yardimiyla elde edilen ekstraktlarin biyolojik aktivitelerinin

incelemesi literatiire ve yapilacak olan yeni calismalara katki saglayacaktir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal ve Kitler

FBS (Gibco Thermo, ABD)

Pennicilin/Streptomycin (PAN Biotech, Germany)

NEAA (Non-essential Aminoacid) (PAN Biotech, Germany)
Insulin human (PAN Biotech, Germany)

1X DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) (Gibco Thermo, ABD)
% 2,5 Tripsin/EDTA 10X (Gibco Thermo, ABD)

PBS pH 7.4 (Gibco Thermo, ABD)

GeneJET RNA Purification Kit (Thermo Scientific, USA)
cDNA Sentez Kiti (BioRad, USA)

SYBR Green Soliisyonu (BioRad, USA)

Genejet Plazmid Miniprep Kiti (Thermo Scientific, ABD)

RedSafe™ Niikleik Asit Renklendirme Soliisyonu (Intron Biotechology, Giiney
Kore)

6X DNA Jel Yiikleme Boyasi (Thermo Fisher Scientific, ABD)
Tris (Applichem, Almanya)

Asetik Asit (Glasiyal Asit, Merck)

Agaroz (Applichem, Almanya)

Etanol (Kimetsan, Tiirkiye)
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Nutrient Agar (Merck, Almanya)
Nutrient Broth (Merck, Almanya)

3.1.2. Cihazlar ve Aletler

96’11 Well Plate (Isolab, Almanya)

Buz makinesi (Hoshizaki, Avrupa Ltd.)

Cok Amagh Vorteks (Wisd Laboratory Instruments, Kore)

Cok Uglu Otomatik Pipet (CAPP, Danimarka)

Derin Dondurucu -20 °C - Buzdolab1 +4 (Argelik 4252N, Tiirkiye)
Derin Dondurucu -82 °C (Glacier Nuaire Nu-9668E, Meksika)
Distile Su Cihazi (Protek Lab, Tiirkiye)

Elektroforez (Thermo Scientific EC1000XL2 ve EC300XL2, ABD)
Falcon Tiipleri (TPP, Isvigre)

Hassas Terazi (Presica 350-8519, Isvicre )

Hiicre Densitometre Cihazi (Biosan, Letonya)

Hiicre Kaziyic1 (TPP, Isvigre)

Hiicre Kiiltiirii Inkiibatérii (Niive EC 160, Tiirkiye)

Jel goriintiileme sistemi Quantum STS (Vilber lourmat, Fransa)
Laminar Flow Kabin (Hedlab, Tiirkiye)

Laptop (HP, ABD)

Manyetik Karistiric1 (Wisd Laboratory MSH-20A, Kore)

Mikro Santrifiij Cihaz1 (Hettich, Fransa)
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Mikrodalga Firin (Argelik, Tiirkiye)

Mikropipet (Thermo, ABD)

Mikrosantrifiij (N2631-0007 Star Lab, Kore)

Mikrosantrifiij tiipleri (TPP, Isvigre)

Multipurpose Vorteks (Wisd Laboratory Gnstruments, Kore)
Otoklav Cihaz1 (Niive, Tiirkiye)

Otomatik Mikropipetler (Eppendorf, Almanya)

Petri Kabi (Isolab, Almanya)

Phmetre (Jenco Quality Instruments, Cin)

Pipet Ugu ( CAPP, Danimarka)

Q-PZR (Es zamanl PZR) Cihazi (Qiagen, Germany)

Santrifiij (Niive NF800, Tiirkiye)

Serolojik Pipet (Biologix, Cin)

Sogutmali Santrifiij (Hetrich Micro 220/220R, Almanya)
Spektrofotometre Nano Drop (Thermo Sci. Multiskan go, Finlandiya)
Spektrofotometre Nano Drop (Thermo Sci. Multiskan go, Finlandiya)
Ters Mikroskop (Leica DMil, Almanya)

Thermal Cycler Is1 blogu (Thermo, ABD)

Thermo-Shaker (Biosan Ts-100, Letonya)

Thoma Lami (Marienfeld, Almanya)

UV Table Manuel (Prizma, Fransa)
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3.2. Yontem

3.2.1. Bitki Ekstraksiyonu

Anadolu sigla agaciin (Liquidambar orientalis Mill.) toprak iistii aksami (yaprak,
dal) Mugla/Aksaz-Tiirkiye'den toplanmistir. Agacin yagi ise aynmi bdlgeden temin
edilmistir. Agacin dal ve yapraklar1 karistirilarak su, etil asetat ve metanol
ekstraktlarinin elde edilmesi i¢in, hava yoluyla kurutma yapilmis (10 g), 24 saat
boyunca oda sicakliginda (25 °© = 1 ° C) 200 mL c¢oziiciilerle yumusatilmistir.
Ekstraktlar bir doner buharlastirici kullanilarak 40 °© C'de vakum altinda konsantre
edilmistir. Su ekstraktini elde etmek icin, toz haline getirilmis numuneler 30 dakika
boyunca 250 mL damitilmis su ile kaynatilmistir. Ardindan sulu ekstraktlar siiziiliip,
liyofilize edilmis (-80 ° C, 48 saat) ve tiim o6zler, kullanilincaya kadar karanlikta +
4°C'de saklanmistir. Anadolu Sigla Agacmin (Liquidambar orientalis Mill.) toprak
istli aksaminin metanol, etilasetat ve su ekstraktlarmimn, 10 mg/ml stok soliisyon
icerisinde ¢oOziinerek hazirlanmistir. Santriftij islemi gergeklestirildikten sonra
siipernatantlar 0.22 pm pore ¢apma sahip steril filtrelerde filtre edilmistir. Daha
sonra bu stok soliisyondan alinarak konsantrasyon miktarlarina gore seyreltmeler

yapilmistir.

3.2.2. Sitotoksisite Analizi

3.2.2.1. Hiicre Kiiltiirleri

A549 hiicre hatti: A549 akciger kanseri hiicre hiicre hatti Kastamonu Universitesi,

Biyoloji boliimiinde temin edilmistir. Hiicreler 37°C sicaklik ve %5 CO: saglayan
inkiibatorde %10 FBS, %1 pennicilin/streptomycin, %1 NEAA (Non-essential
Aminoacid), 0,01 mg/ml human insulin iceren 1X DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagles Medium) besiyeri i¢inde ¢ogaltilmistir. Stok kiiltiirler 75 c¢cm 2 steril corning
flasklarda, deney kiiltiirleri ise 60 mm x 15 mm steril petri kaplarinda ve 96-well
kuyucuklu platelerde c¢ogaltildi. Adherent 06zellikte olan bu hiicreler %80-90
konfliiens (hiicre kabinin kaplanmasi) hale geldiginde hiicre pasajlama islemi i¢in
oncelikle ortamdan besiyeri uzaklastirilmigtir. Hiicreler 2 ml 1x PBS ile yikandiktan

sonra 2 ml Ix 9%0.25 tripsin petrilere ilave edilerek inkiibatorde 5 dakika
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bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicrelerin zarar gdrmemesi ve tripsini inaktive
etmesi i¢in petri kabina 2 ml taze besiyeri eklenerek tripsinin aktivitesi durdurulmus,
hiicre kaziyic1 yardimi ile kaplarin ylizeyinden ayrilan hiicreler, 15 mL’lik falcon
tlipler igerisine toplanip, 5000 rpm de 5 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda
elde edilen silipernatant kisim dokiilmiistiir, pellet kisim (hiicreler) ise yeni hiicre
kiiltiir kaplarma ekilmistir. Hiicre pasaji her 3 gilinde bir periyodik olarak
gerceklestirilmistir. Hiicre saymmi igin Thoma lami kullanilmistir. Uzerinde {iglii
cizgiler yardimiyla birbirinden ayrilan ve 16 biiylik kareden olusan Thoma lam1 6zel
bir mikroskop lamidir. Her 16 biiylik karenin alani 1 mm? ’dir. Lam iizerine konulan
stvinin derinligi ise 0.1 mm olmalidir. Sonug olarak her bir biiylik kare iizerindeki
s1vl hacmi ise 104 ul’ dir. Thoma laminin iist ve alt kisminda bulunan biiytik iki adet
16 karedeki hiicreler sayilip aritmetik ortalamalar alinmistir. Daha sonra asagidaki

formiil ile belirlenen diliisyonlar yapilmistir.

Diliisyon Miktar1 = (Baslangigtaki Diliisyon x Ortalama Sayilan Hiicre x 10.000 i¢in
Katilan Miktar Sayis1 (Sabit)) / ml’de Istenilen Hiicre Sayisi

MDA-MB-231 hiicre hatti: MDA-MB-231 (6strojen reseptorii negatif, ER-) meme

kanseri hiicre hatt1 Bogazici Universitesinden temin edilmistir. MDA-MB-231 meme
kanseri hiicreleri 37°C sicaklik ve %5 CO; saglayan inkiibatorde %10 FBS, %1
pennicilin/streptomycin, %1 NEAA (Non-essential Aminoacid), 0,01 mg/ml human
insulin iceren 1X DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) besiyeri i¢inde
cogaltilmistir. Stok kiiltiirler 75 cm 2 steril corning flasklarda, deney kiiltiirleri ise 60
mm x 15 mm steril petri kaplarinda ve 96-well kuyucuklu platelerde cogaltildi.
Adherent 6zellikte olan bu hiicreler %80-90 konfliiens (hiicre kabinin kaplanmasi)
hale geldiginde hiicre pasajlama islemi i¢in Oncelikle ortamdan besiyeri
uzaklastirilmistir. Hiicreler 2 ml 1x PBS ile yikandiktan sonra 2 ml 1x %0.25 tripsin
petrilere ilave edilerek inkiibatorde 5 dakika bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda
hiicrelerin zarar gérmemesi ve tripsini inaktive etmesi i¢in petri kabmna 2 ml taze
besiyeri eklenerek tripsinin aktivitesi durdurulmus, hiicre kaziyict yardimi ile
kaplarmn yiizeyinden ayrilan hiicreler, 15 mL’lik falcon tiipler igerisine toplanip, 5000
rpm de 5 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda elde edilen siipernatant kisim

dokiilmiistiir, pellet kisim (hiicreler) ise yeni hiicre kiiltiir kaplarma ekilmistir.

33



Hiicre pasaji her 3 giinde bir periyodik olarak gerceklestirilmistir. Hiicre sayimu,

yukarida bahsedildigi gibi her hiicre hattinda Thoma Lamu ile yapilmaistir.

PC3 hiicre hatti: PC3 prostat kanseri hiicre hatt1 Selcuk Universitesi, Biyokimya

boliimiinden temin edilmistir. Hiicreler 37°C sicaklik ve %5 CO; saglayan
inkiibatorde %10 FBS, %1 pennicilin/streptomycin igeren 1X DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagles Medium) besiyeri iginde ¢cogaltilmistir. Stok kiiltiirler 75 cm 2 steril
corning flasklarda, deney kiiltiirleri ise 60 mm x 15 mm steril petri kaplarinda ve 96-
well kuyucuklu platelerde cogaltildi. Adherent 6zellikte olan bu hiicreler %80-90
konfliiens (hiicre kabinin kaplanmasi) hale geldiginde hiicre pasajlama islemi i¢in
oncelikle ortamdan besiyeri uzaklastirilmigtir. Hiicreler 2 ml 1x PBS ile yikandiktan
sonra 2 ml 1x 9%0.25 tripsin petrilere ilave edilerek inkiibatorde 5 dakika
bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicrelerin zarar gdrmemesi ve tripsini inaktive
etmesi i¢in petri kabina 2 ml taze besiyeri eklenerek tripsinin aktivitesi durdurulmus,
hiicre kaziyici yardimi ile kaplarin yiizeyinden ayrilan hiicreler, 15 mL’lik falcon
tiipler igerisine toplanip, 5000 rpm de 5 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda
elde edilen silipernatant kisim dokiilmiistiir, pellet kisim (hiicreler) ise yeni hiicre
kiiltiir kaplarma ekilmistir. Hiicre pasaji her 3 giinde bir periyodik olarak
gergeklestirilmistir. Hiicre saymimini yukarida bahsedildigi gibi her hiicre hattinda

Thoma Lami ile yapilmistir.

3.2.2.2. MTT

Hiicre canliligin1 belirlemek amaciyla metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) ajam
kullanilmistir.  MTT ajami igerisinde bulundurdugu tetrazolium halkasi, canh
hiicrelerin mitokondrilerindeki dehidrogenaz enzimleri sayesinde parcalanmakta ve
mor renkli formazan tuzu olusturmaktadir. Daha sonrasinda kolorimetrik yontem ile
hiicre canlilig1 belirlenir. MDA-MB-231, A549 ve PC3 hiicre hatlarinin sayimi
yapildiktan sonra hiicreler, 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kablarina her kuyucuga 10.000
hiicre olmak suretiyle ekilmistir. Inkiibatorde 37°C, %5 CO;’de logaritmik faza
ulagana kadar inkiibe edilmistir. 24 saat 37°C, %5 CO:’li ortamda inkiibasyonu
takiben yapismis olan hiicrelere su, methanol, etil asetat ve yag ekstraktlar1 ile seri

diliisyon yapilarak muamele edilmistir ve inkiibatore kaldirilmustir.
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Her bir ekstrakt ile muamele i¢cin 62,5 ng, 125 pg, 250 pg, 500 pg ve 1000 pg
konsantrasyon araligi secilmistir. Muamelelerin tamami ¢ tekrarli yapilmistir.
Hiicreler 24 ve 48 saat olamak iizere inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra
besiyeri aspire edilip hiicrelerin ters mikroskop altinda fotograflar1 c¢ekilmistir.
Sonrasinda her kuyucuga 100 pl, 0,5 pg/ul MTT ve %0,5 FBS iceren besiyeri
konulmustur. Petriler inkiibatérde 4 saat daha inkiibe edilmistir. 4 saatin sonunda
petrilerdeki MTT’li besiyeri aspire edilmistir. Her petriye %3 SDS eklenip 5 dakika
calkalayicida karistirilmistir. Daha sonra 40 mM HCl/izopropanol konulup 15 dakika
calkalayicida karigtirilmistir. Pipetleme yapilarak hiicreler homojenize edilmistir.
Homojenizasyondan sonra hiicreler %3 SDS + 40 mM HCl/izopropanol iceren
seyreltme soliisyonu ile seyreltilmistir (1/10 seyreltme). Son olarak 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiir kablar1 i¢erisinde bulunan muamele edilmis hiicreler spektrofotometrede

570 nm dalga boyundaki absorbans degeri spektrofotometrede ol¢iilmiistiir.

3.2.3. Apoptotik ve Otofajik Marker Gen ifadelerinin Kantitatif
Gercek Zamanh PZR yontemi ile Analizi

3.2.3.1. ICs9 Degerinin Belirlenmesi

Yari-maksimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (ICso) olarak bilinen ICso degerleri,

GraphPad Prism 7.0 yazilimi ile hesaplanmaistir.

3.2.3.2. ICs9 Degerleri ile Hiicre Muamele

MDA-MB-231, A549 ve PC3 hiicre hatlarinin her biri i¢in ayr1 olmak iizere taze
ilaveli besiyeri hazirlanmig, 60 mm x 15 mm steril petri kaplarma ekilmistir.
Adherent (tabana yapisik bliyliyen) ozellikte olan bu hiicreler %80-90 konfliiens
(hiicre kabinin kaplanmasi) oldugu zaman 5 ml %0,25’lik PBS ile yikandiktan sonra
2 ml %0,25 tripsin flasklara ilave edilerek kiiltiir kabindan ayrilmasi saglanmistir.
Kaplarmn ylizeyinden ayrilan bu hiicreler, 15 mL’lik falcon tiipler icerisine toplanip,
5000 rpm de 5 dk. santriifiij edilmistir. Santriifiij sonunda elde edilen siipernatant
kisim dokiilmiistiir, pellet kisim (hiicreler) ise yeni hiicre kiiltiir kaplarma ekilerek,
taze hazirlanan ilaveli besiyeri igerisinde %35’lik CO2’li inkiibatérde 37°C’de

biiytitiilmistiir.
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Logaritmik biiylime fazindaki hiicreler bitki ekstraktlarinin ICso degerleri ile
muamele edilmistir. Segilen degerler 48. Saat ICso degerleri oldugu i¢in hiicreler 48

saat boyunca inkiibatorde 37°C, %5 CO» ’de inkiibe edilmistir.

3.2.3.3. Hiicre toplama

48 saatlik inkiibasyonun ardindan kiiltiir kaplarindan muamele edilen besiyeri aspire
edilmistir. 5 ml %0,25’lik PBS ile nazik¢e ve hizlica yikandiktan sonra aspire
edilmistir. Tekrar %0,25’lik PBS’ ten 6 ml kiiltiir kaplarina eklenmis ve hiicre
kaziyici ile petri tabanidaki tiim hiicreler toplanmistir. Petri kaplarin yiizeyinden
ayrilan bu hiicreler, 15 mL’lik falcon tiipler igerisine toplanip, 5000 rpm de 5 dk
santriifiij edilmistir. Santriifiij sonunda elde edilen siipernatant kistm dokiilmiistiir,

pellet kisim (hiicreler) ise -80°C ye kaldmrilmistir.

3.2.3.4. RNA izolasyonu

MDA-MB-231, A549 ve PC3 hiicre hatlarindan GeneJET RNA purifikasyon kiti
(Thermo Scientific, USA) ile total RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. izolasyon

sonrast RNA drneklerinin spektrofotometrede absorbans degerleri 6l¢tilmiistiir.

3.2.3.5. DNaz muamelesi

Yapilan izolasyon sonrasinda elde edilen RNA orneklerinden DNA bulas1 var ise
uzaklastirmak amaci ile DNaz muamelesi yapilmistir. DNazl enzimi kullanilarak
orneklere bulasmis olan DNA fragmentleri uzaklastirilmistir. Reaksiyon karisimlari
ve sicaklik dongiileri ise Tablo 3.1°e gore hazirlanmis ve uygulanmistir. Sonrasinda
orneklerin spektrofotometrede absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir. DNaz ile muamele

edilmis RNA ornekleri, komplementer DNA (cDNA) sentezinde kullanilmistir.
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Tablo 3.1. Reaksiyon Karisimlari ve Sicaklik Dongiileri

Bilesenler Miktar

RNA Absorbans  degerlerine gdére RNA
miktarlar1 belirlenmistir.

10x MgCl, iceren reaksiyon | 2 pl

tamponu
Dnaz I 2 ul (1U)
DEPC-muamele edilmis su 20ul' ye tamamlanir

37°C’ de 30 dakika inkiibasyon
50 mM EDTA 2l

65°C’ de 10 dakika inkiibasyon

3.2.3.6. Komplementer DNA sentezi

DNaz ile muamele edilmis RNA’larin komplementer DNA sentezlenmesinde
iScript™ cDNA Sentez Kiti kullanilmis ve kalip DNA’lar gen ifadesi analizi igin
hazir hale getirilmistir. Tablo 3.2’ye gore reaksiyon karisimlart hazirlanmis ve

tablodaki sicaklik dongiileri uygulanmustir.

Tablo 3.2. Komplementer DNA sentezinde reaksiyon bilesenleri ve reaksiyon basamaklart

Bilesenler Miktar

5x 1Script Reaksiyon Karigimi 4 ul

iScript Ters Transkriptaz I ul

RNA DNaz  muamelesi  sonrasi

Olciilen absorbans degerine

gore belirlenmistir.

Niikleaz icermeyen su 20 pl' ye tamamlanir
5 dakika 25° C

20 dakika 46° C

1 dakika 95° C

37



3.2.3.7. Primer Tasarimi

Genlerin ifade analizleri i¢in kullanilmis olan primerler ile internal kontrol genine ait

primer ciftleri Tablo 3.3 de gdsterilmistir.

Tablo 3.3. Gen ifade analizlerinde kullanilan genlere ait primer listesi

Gen adi | fleri Primer Geri Primer

GAPDH | 5’- AACATGTAAACCATGTAGTTGAGGT-3’ 5’- GGAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3’
LC3-11 5’-GAGAAGCAGCTTCCTGTTCTGG-3’ 5’-GTGTCCGTTCACCAACAGGAAG-3’
Beclin-1 | 5’-GGCTGAGAGACTGGATCAGG-3’ 5’-CTGCGTCTGGGCATAACG-3’

Bax 5’-CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG-3’ 5’-CCAGCCCATGATGGTTCTGAT-3’
Bcl2 5’-GGTGGGGTCATGTGTGTGG-3’ 5’-CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC-3’

Amplifikasyonlar ise su reaksiyon sartlarinda gergeklestirilmistir; baslangic
denatiirasyon i¢in 95°C ‘de 5 dakika bekletilmis, ardindan 40 reaksiyon dongiistinde
denatiirasyon 95°C 10 saniye, baglanma ve uzama sicakligi ise 57°C’de olmak {izere
30 saniye olarak gerceklestirilmistir. Gen ifade analizleri relatif olarak karsilastirmali
CT metodu ( 2 ) kullamlarak yapilmistr. ACT ve AACT degerleri,
AACE:[(Cthedef gen ~Cthousekeeping gen)-(Ctnormal gen-Cthousekeeping gen)] 0larak hesaplanmis ve
ekspresyon seviyesindeki farklilik 24ACY  olarak belirlenmistir. Elde ettigimiz
verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi ise Livak ve Schmittgen (2001)’in 2-

AACT metoduna gore yapilmastir [152].
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3.2.4. DNA Koruma Analizi

3.24.1. pUCI9 plazmid DNA (pDNA) Izolasyonu ve Fenton Reaksiyonu
Hazirlanmasi

Incelenen ekstraktlarm DNA koruma aktivitesi, pUC19 plazmid DNA (pDNA)

kullanilarak analiz edilmistir.

Plazmid izolasyonu, ticari bir kit olan Thermo Scientific Genejet Plazmid Miniprep
Kiti ile yapildi. Izolasyonu yapilan pUC19 plazmid DNA ‘sinin konsantrasyonu

Olctilmiistiir.

Ekstraktlarn DNA koruma aktivitesini test etmek amaciyla DNA’ya hasar verecek
fenton reaksiyon (Fe™ + H,0» — Fe™ +OH' +OH) karisimi1 hazirlanmistir. Fenton

reaksiyonu bilesenleri ve hazirlanmasi Tablo 3.4 de gosterilmistir.

Tablo 3.4. Fenton reaksiyonu bilesenleri ve hazirlanmasi

Bilesenler Miktar
Hidrojen Peroksit | 30 mM
(H202)

Askorbik Asit 50 mM
FeCI 3+ 80 mM

Tim bilesenler bu siraya gore eklenmis, ardindan 10 ml distile su igerisinde
¢Ozllmiistiir.

3.2.4.2. Ekstraktlarin Seyreltilmesi

Su, metanol, etil asetat ekstraktlar1 ve sigla yagi stoklarindan seyreltme yapilmis ve
0.22 um pore ¢apina sahip steril filtrelerde filtre edilmistir. Her bir ekstrakt i¢cin 5,10,
20 ve 50 mg / mL olmak {izere 4 farkli konsantrasyon belirlenmistir. Belirlenen
konsantrasyonlar i¢in ekstraktlar tartilmis ve kendi ¢oziiciilerinde c¢oziilmiistiir.
Ekstraktlarin bu konsantrasyonlar da DNA koruma aktivitesini belirlemek amaciyla

1,5 mL’ lik eppendorf tiiplerine tablodaki bilesenler sirayla eklenmistir.
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Pozitif kontrol, 12 uL distile su, 5 uL. Fenton reaksiyonu ve 300 ng pDNA'dan
olugmaktadir. Negatif kontrol sadece 17 pL distile su ve 3 uL. pDNA icermektedir.
Ornekler 30 dakika 37°C'de inkiibe edildi. Her bir ekstrakt i¢in reaksiyon karisim
icerigi Tablo 3.5. de gdsterilmistir.

Tablo 3.5. Her Bir Ekstrakt I¢in Reaksiyon Karigim Icerigi

Bilesenler Miktar

Ekstrakt Sul

Fenton Karigimi Sul

pDNA 3 uL pDNA (300 pg / uL).

dH-O 7 uL

Reaksiyon karistm hacmi, c¢ift damitilmis su kullanilarak 20 upL'ye
tamamlanmuistir.

3.2.4.3. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA karigimlarm yiiriitmek i¢in igerisinde; 0,4 gr Agaroz (Toz), 10 mL 1X TAE
Tampon Cozeltisi, 2,5 pL RedSafe Jel Boyasi igeren, % 0,8 agaroz jel karisimi
hazirlanmigtir. Karisim elektroferez tankma dokiilmiistiir. Uygun tank taragi
yerlestirilmis ve donmasi i¢in 20 dakika beklenilmistir. Daha sonra taraklar alinarak
jel yiiklemeye hazir hale getirilmistir. 1x TAE tamponu Tablo 3.6’ya gore

hazirlanmistir.

Tablo 3.6. Tris-EDTA tamponunun bilesenleri ve hazirlanmast

Bilesenler Miktar
TRIS 48,5 gr
Glasiyal Asetik Asit 11,4 ml
20 ml (0,5 M
EDTA pH:8)
Toplam karigim 800 ml distile su igerisinde ¢oziilmiistiir, ardindan son hacim 1000
ml olacak sekilde distile su ile tamamlanmistir.
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Orneklerin jele yiiklenmesinde 4 pl, 6x DNA jel yiikleme boyasi kullanilmistir.
Boylece toplam hacim olarak 24 pl olmustur. Ornekler sirasiyla; negatif kontrol,
pozitif kontrol, 5 mg/mL ekstrakt iceren su, methanol, etil asetat, yag Ornekleri
olmak iizere jele yiiklenmistir. Ayni sekilde 10 mg/ml, 20 mg/ml ve 50 mg/ml

ekstrakt iceren orneklerde hazirlanip, jele yiiklenmistir.

Daha sonra ultraviyole 1s1k kabini altinda gorsellestirilmistir. Testin biyolojik tekrar1
ii¢c kez gerceklestirildi ve bant gorlintii yogunlugu, jel goriintii analiz yazilimi
(Quantum, Vision-Capt., Vilber Lourmat SAS, Fransa) ile belirlendi. Tim
konsantrasyonlardaki 6rnekler ayni protokol takip edilerek biyolojik tekrar amacli 3

kez daha yapilmustir.

3.2.5. Antimikrobiyal Aktivite Analizi
3.2.5.1. Mikrodiliisyon Yontemi (MIK ve MBK Testi)

Antimikrobiyal degerlendirmeyi yapmak icin kullanilan yontemlerden biri olan MiK
(Minimum Inhibitdér Konsantrasyon) deneyi i¢in, 6 gram-pozitif, 6 gram-negatif
bakteri susu olmak iizere toplam 12 bakteri kullanilmistir. Bu bakteriler Kastamonu
Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii (Kastamonu, Tiirkiye) tarafindan
temin edildi. Minimum inhibitér konsantrasyonlari, belirli biiylime kosullar1 altinda

bakteri liremesini onleyen en yiiksek konsantrasyonlar olarak tanimlanmaktadirlar.

Ilk olarak stok bakterilerin tazelenmesi igin kati besi ortamn (Nutrient Agar)
hazirlandi. Petrilere dokiilmiis ve sogutuldu. Stok bakterilerden igne uglu 6ze
yardimiyla ¢izgi ekim yapildi. Bakteriler inkiibator de 37°C 1 gece boyunca inkiibe
edilmis. Sivi besi ortami hazirland1 (Nutrient Broth). Bakteriler 6ze ile toplanarak
eppodorf tiip icerisindeki sivi ortama aktirildi. Bakteriler inkiibatorde 37°C de gece
boyunca inkiibe edildi ve bakterilerin cogalmasi saglanmistir. Cam tiipler igerisinde
10ml steril su ile otoklav yapildi. McFarland densitometresi cihazi kullanilarak

bakterin konsantrasyonlar1 0.5 McFarland standardina sabitlenmistir.
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96 Kuyucuklu platelere 100 pl Nutrient Broth eklenmistir. Daha sonra, bitki
ekstraktlarinden 15,6/1000 pg konsantrasyon araliginda iki kat seri seyreltmeler
(diliisyon) yapilmistir. Son seyreltmeden 100 pl ¢ozelti atildi. Plateler bir gece
37°C'de inkiibe edildi Inkiibasyondan sonra, bulaniklik 600 nm dalga boyunda
spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir. MIK, biiyiimenin gorsel olarak
gozlemlenmedigi ancak spektofotometre ile dlgiilebilen en diisiik konsantrasyondur.
MBK testi ise mikroorganizmalar1 oOldiiren en diisiik antimikrobiyal bilesik
konsantrasyonunu tespit etmektedir. MBK’ y1 belirlemek i¢in, belirlenen MIK
degerleri Miiller Hilton Agara ekildi ve bir gece 37°C 'de inkiibe edilmistir. Ertesi
giin bakteriyal {ireme olup olmadigi kontrol edilmis, iireme olmayan
konsantrasyonlar MBK degeri olarak kabul edilmistir. Kullanilan bakteriler Tablo

3.7. de gosterilmistir.

Tablo 3.7. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde kullanilan bakteriler

Gram (+)

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Staphylococcus epidermis

Staphylococcus alpha haemolyticus

Enterococcus faecium

Listeria monocytogenes ATCC 7644

Enterococcus durans

Gram (-)

Proteus vulgaris

Escherichia coli

Serratia marrescens

Pseudomonas aeroginosa

Salmonella kentucky

Enterobacter aerogenes ATCC 13048
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4. BULGULAR

Calismamizda {ilkemizde endemik olarak yetisen Anadolu Sigla Agacinin
(Liquidambar orientalis Mill.) su, metanol, etil asetath ekstraktlari ile sigla yagi
kullanilarak antikanser (sitotoksik), DNA koruma ve antimikrobiyal aktiviteleri
arastirilmis, ayn1 zamanda ekstraktlarin ve yagin apoptotik ve otofajik siiregte gorevli

olan genler iizerine olan etkisi incelenmistir.

4.1. Sitotoksik Aktivitenin Belirlenmesi

Agac ekstraktlarinin ve yagmin sitotoksik etkileri, MTT yOontemiyle belirlenmistir.
Toplam 4 ekstrakt icin 24 saat ve 48 saat olarak iki farkli zaman araligi
uygulanmistir. Hiicre hatlarinin ekstraktlarla muamelesi sonrasinda iki farkli saat
dilimi sonunda ters mikroskop altinda fotograflar1 ¢ekilerek morfojileri
goriintiilenmistir. Cekilen fotograflarda tiim hiicre hatlarinda artan konsantrasyon ve
zaman dilimi ile dogru orantili olarak muameleye ugramamis (kontrol) hiicrelere
gore hiicrelerin morfolojilerinde azalma oldugu goriilmiistiir. A549, MDA-MB-231
ve PC3 hiicre hatlarinin fotograflar1 ekler boliimiinde; EK 1, EK 2, EK 3, EK 4, EK
5, EK 6, EK 7 ve EK 8 de verilmistir. A549 akciger kanseri hatt1 i¢in bakildiginda;
24 saat ve 48 saat i¢in en iyi etkinin yag ekstraktinin 1000 pg/ml konsantrasyonunda
goriilmiistiir. Diger ekstraktlardaki etkilere bakildiginda ise 24 saat igin sirasiyla
metanol, su ve etil asetat ekstraktlarmin, 48 saat i¢in ise metanol, etil asetat ve su
ekstraktlarinin oldugu belirlenmistir. 24 saat ve 48 saate ait MTT grafikleri Sekil 4.1.

ve Sekil 4.2. de verilmistir.

Genel olarak tiim ekstraktlarin 48. saatte Ol¢iilen sitotoksik etkilerinin 24. saate gore
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Yagin 1000 pg/ml konsantrasyonunda tiim hiicre
hatlarinda hem 24 hemde 48 saatte en iyi sitotoksik etkiyi gosterdigi goriilmiistiir.
Ayrica tiim ekstraktlarda doza ve zamana baglh olarak sitotoksik etkinin arttigi ve

kanserli hiicre ylizdelerini kontrole gore azalttig1 goriilmiistiir.
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Sigla Su - A549 24h Sila MeOTI - A549 24h

Sigla EA - AS49 24h Sigla Yag - A549 24h

Sekil 4.1. A549 hiicre hattinin 24. saat MTT grafikleri

Sila Su - A549 48h Sila MeOH - A549 48h
Sila EA - A549 48h Sifila Yag - A549 48h

Kontr

Konsantrasyon (ug/mi)

Sekil 4.2. A549 hiicre hattinin 48. saat MTT grafikleri

MDA-MB 231 meme kanseri hatt1 i¢in bakildiginda 24 saat ve 48 saat i¢cin en 1iyi

etkinin yagin 1000 pg/ml konsantrasyonunda goriilmiistiir.
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Diger ekstraktlardaki etkilere bakildiginda ise 24 saat i¢in sirasiyla metanol, su ve

etil asetat ekstraktlarinin, 48 saat icin ise su, methanol, ve etil asetat ekstraktlarnin

oldugu belirlenmistir. Genel olarak tiim ekstraktlarin 48. saatte dlciilen sitotoksik

etkilerinin 24. saate gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. 24. saat ve 48. saate ait

MTT grafikleri Sekil 4.3. ve Sekil 4.4. de verilmistir.

Sigla Su - MDA-MB 231 -

Konsantrasy

Sigla EA - MDA-MB 231 -

24h

24h

Sigla-MeOH 24h MDA-MB 231

Konsantrasyon (pg ml)

Sigla Yag - MDA-MB 231 - 24h

Sekil 4.3. MDA-MB 231 hiicre hattinin 24. saat MTT grafikleri

Konsantrasyon (g '

Sifila Su - MDA-MB 231 - 48h

Sigla EA - MDA-MB 231 - 48h

Sigla MeOH - MDA-MB 231 - 48h

Konsamtrasyon ()

Sigla Yag - MDA-MB 231 - 48h

Konsantrasyon ( g ml

Sekil 4.4. MDA-MB 231 hiicre hattinin 48. saat MTT grafikleri
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PC3 prostat kanseri hatt1 i¢in bakildiginda 24 saat ve 48 saat i¢in en iyi etkinin yagin
1000 pg/ml konsantrasyonunda gorilmiistiir. Diger ekstraktlardaki etkilere
bakildiginda ise 24 saat icin sirasiyla su, metanol ve etil asetat ekstraktlarinin, 48 saat
icin ise su, metanol ve etil asetat ekstraktlarmin oldugu belirlenmistir. Genel olarak
tiim ekstraktlarin 48. saatte Olgiilen sitotoksik etkilerinin 24. saate gore daha yiliksek
oldugu belirlenmistir. 24. saat ve 48. saate ait MTT grafikleri Sekil 4.6. ve Sekil

4.7.de verilmistir.

Sigla Su - PC3 24h Sigla MeOH - PC3 24h

Sifla EA - PC3 24h Sigla Yag - PC3 24h

BN

Sekil 4.5. PC3 hiicre hattinin 24. saat MTT grafikleri
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Sigla Su - PC3 48h : Sigla MeOH - PC3 48h

Kontrol (%)

Konsantra Konsanrasyon (j

Sigla EA - PC3 48h Sigla Yag - PC3 48h

Konsanrasyon (ug/ml) Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.6. PC3 hiicre hattinin 48. saat MTT grafikleri

4.1.1. 1Cs¢ Degerlerinin Belirlenmesi

Yari-maksimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (ICso) GraphPad Prism 7.0 yazilimi ile
hesaplanmistir. A549 akciger kanseri hiicre hattinda en diisiikk yari-maksimum
inhibisyon konsantrasyonu 24 saat i¢in 413,7 ug/ml ve 48 saat i¢cin 216,3 pg/ml ile

sigla yaginda hesaplanmistir. 24. saat ve 48. saate ait 1Cso degerleri grafikleri Sekil
4.7. ve Sekil 4.9. de verilmistir.
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Sifila Su - A549 24h

Sifla EA - AS549 24h

Sigla MeOH - A549 24h

150 100
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B 100 ot
2 w0 .
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& s * e
20
5 20 28 30 s 15 20 25 10 38
Konsantrasyon(pg) Konsantrasyon{pg)

Sigla Yag - A549 24h

+i0 100
=1 Fow MENOW " s ICp. 4317 pgimi
<
i* ;" :
¥
" *"
20 » .
Ij! a0 25 30 s 't:s zYn 3:5 s‘n :fa
Konsantrasyoniug) Konsantrasyon(jig)
Sekil 4.7. A549 hiicre hattinin 24. saat ICsy degerleri
Sigla Su - A549 48h Sigla MeOH - A549 48h
150 150
1Cy= 608 ugiml ICsy= 477.4 pgimi
B 100 ‘§ 1%
3 " :
= =
& %0 & 50
0+ 0+ T T T 1
15 20 25 30 s 1.5 20 25 30 35
Konsantrasyon{pug) Konsantrasyon(ug)
Sigla EA - A549 48h Sigla Yag - A549 48h
150 100
ICyy= 424.8 pgimi 80 IC= 216.3 pgiml
e )
5 5
£ ® &
2
* v T v 04 (]
15 20 25 0 38 15 20 25 3.0 as
Kensantrasyon{ug) Konsantrasyon{pug)

Sekil 4.8. a549 hiicre hattinin 48. saat ICso degerleri

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda en diisiik yari-maksimum inhibisyon
konsantrasyonu 24. saat icin 223,3 pg/ml ve 48 saat icin 102,6 pg/ml ile sigla

yaginda hesaplanmistir. 24 saat ve 48 saate ait ICso degerler grafikleri Sekil 4.9. ve
Sekil 4.10. de verilmistir.
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Sigla Su - MDA-MB 231- 24H Sigla MeOH - MDA-MB 231- 24H
150 100
IC5y= 759.9 pg/mi 80 . . ICso = 560 pg/mi
B . B
: | £
< <
® s E "
20
15 20 25 30 35 15 20 25 30 Y
Konsantrasyon(ug) Konsantrasyon(ug)
Sigla EA - MDA-MB 231- 24H Sigla Yagi - MDA-MB 231- 24H
150 100
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Sekil 4.9. MDA-MB-231 hiicre hattinin 24. saat ICsodegerleri
Sigla Su - MDA-MB 231- 48H Sigla MeOH - MDA-MB 231- 48H
100 w
IC4y= 538.2 pgimi
- . ICyy =239.3 pgimi .
B i g - e
i 2 g
B~ =
& » & 0
e -
0 . o4 — v - \
15 20 25 30 a5 15 20 25 30 15
Konsantrasyon(ug) Konsantrasyon(g)
Sigla Yag: - MDA-MB 231- 48H
Sigla EA - MDA-MB 231- 48H -
100
20 5 & ICso= 457.7 pghml E -
E 0 E 0 1Cso = 102.6 pgimi
e 5,
20 - .
ol : - " < 15 20 285 30 s
15 20 25 30 35 KM"MM,
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Sekil 4.10. MDA-MB-231 hiicre hattinin 48. saat ICso degerleri

PC3 prostat kanseri hiicre hattinda en diisiik yari-maksimum inhibisyon
konsantrasyonu 24 saat i¢in 630,8 pg/ml ve 48 saat i¢in 232,3 pg/ml ile sigla yaginda
hesaplanmistir. Etil asetath ekstraktin 24 saat i¢in yapilan ICso degeri
hesaplamasinda 1024 pg/ml sonucu elde edilmistir fakat elde edilen deger
calismamizdaki en yiiksek konsantrasyonu astigi icin dikkate alinmamis, ekstraktin

bu saat diliminde yari-maksimum inhibisyon konsantrasyonu olmadigi goriilmiistiir.
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24 saat ve 48 saate ait ICso degerler grafikleri Sekil 4.11. ve Sekil
verilmistir.
Sigla MeOH - PC3 - 24H
Sigla Su - PC3 - 24H
100 "
“ ICsp = 812.2 pgimi _ » . . K 870 ol
2 o bl
* & .
20
0 o = e o 2
18 20 28 30 35 14 a8 18 13 &
Konsantrasyon(ug) Konsantrasyon{ug)
81gia EA - PC3 - 24H Sigla Yag - PC3 - 24H
150 100
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s <2 e E s
4 t
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Konsantrasyon(ug) Konsantrasyon(ug)
Sekil 4.11. PC3 hiicre hattinin 24. Saat ICsodegerleri
Sigla Su-PC3-48H Sigla MeOH - PC3 - 48H
150 100
1Cs = 2929 pgimi 0
Fm. 3 . IG5y = 208.8 pg/mi
5 "
:? 50 ; 40
20 . .
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20
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15 20 25 3.0 3.5 15 20 25 30 38
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Sekil 4.12. PC3 hiicre hattinin 48. Saat ICsodegerleri
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4.2. Gen Ekpresyonlarinin Belirlenmesi

4.2.1. Apoptotik ve Otofajik Marker Gen Ifadelerinin Kantitatif Gergek

Zamanh PZR Yontemi ile Analizi

A549 Akciger kanser hatt1 hiicreleri ekstraktlarin ve yagin 48. saat ICso degerleri ile
muamele edilmis, 48 saat sonra toplanmis ve bunlardan RNA izolasyonu yapilmustir.
Daha sonra cDNA izolasyonu yapilip son olarak da es zamanli PZR ile Bax ve Bcl-2
apoptotik genlerinin, Beclinl ve LC3-II otofaji genlerinin ekspresyon diizeyleri
belirlenmistir. Bax, Bcl-2, Beclinl ve LC3-II genlerinin ekspresyon oranlarini

gosteren grafikleri Sekil 4.13. ve Sekil 4.14. de verilmistir.
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Sekil 4.13. A549 hiicre hattin Bax ve Bcl-2 genlerinin ekspresyon grafikleri

Tim ekstraktlarda Bax ve Beclinl geninin ekspresyonu diiserken, Bcl-2 genin
ekspresyonunun Ozellikle su ekstraktiyla muamele edilen hiicrelerde arttigi

goriilmiistiir. LC3-11 geninin ekspresyonu ise su ve metanol ekstraktlarinda artmistir.
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Sekil 4.14. a549 hiicre hattin Beclinl ve LC3-II genlerinin ekspresyon grafikleri

MDA-MB-231 meme kanser hatt1 hiicreleri 6ztiilerin ve yagin 48. saat ICso degerleri
ile muamele edilmis, 48 saat sonra toplanmis ve bunlardan RNA izolasyonu
yapilmistir. Daha sonra cDNA izolasyonu yapilip son olarak da es zamanli PZR ile
Bax ve Bcl-2 apoptotik genlerinin, Beclinl ve LC3-II otofajik genlerinin ekspresyon
diizeyleri belirlenmistir. Bax, Bcl-2, Beclinl ve LC3-1I genlerinin ekspresyon oranlari

grafikleri Sekil 4.15. ve Sekil 4.16. de verilmistir.
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Sekil 4.15. MDA-MB-231 hiicre hattin Bax ve Bcl-2 genlerinin ekspresyon grafikleri

Bax geninin ekpresyonu etil asetat ekstraktinda artmustir. Bcl-2 geninin ekspresyonu
su ve etil asetat ekstraktlarinda artarken metanol ekstrakti ve yagda azalmistir.
Beclinl geninin ekspresyonu tiim ekstraktlarda diiserken, etil asetat ve metanol

ekstraktlarinda LC3-11 geninin ekpresyonu artmustir.
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Sekil 4.16. MDA-MB-231 hiicre hattinin Beclinl ve LC3-II genlerinin ekspresyon grafikleri

PC3 prostat kanser hatt1 hiicreleri ekstraktlarin ve yagin 48. saat 1Cso degerleri ile
muamele edilmis, 48 saat sonra toplanmis ve bunlardan RNA izolasyonu yapilmistir.
Daha sonra cDNA izolasyonu yapilip, son olarak da es zamanh PZR ile Bax ve Bcl-2
apoptotik genlerinin, Beclinl ve LC3-II otofajik genlerinin ekspresyon diizeyleri
belirlenmistir. Bax, Bcl-2, Beclinl ve LC3-1I genlerinin ekspresyon oranlar1 grafikleri

Sekil 4.17. ve Sekil 4.18. de verilmistir.
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Sekil 4.17. PC3 hiicre hattinda Bax ve Bcl-2 genlerinin ekspresyon grafikleri
Tim ekstraktlarda Bax ve Beclin geninin ekspresyonu diiserken, Bcl-2 geninin
ekspresyonunun oOzellikle su ekstraktinda ve yag ile muamele edilen hiicrelerde

arttigr gorilmiistiir. LC3-1I genin ekspresyonu ise genel olarak tiim ekstraktlarda

artmustir. Ozellikle etil asetat ekstraktinda ekspresyonu artmistir.
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Sekil 4.18. PC3 hiicre hattinda Beclinl ve LC3-1I genlerinin ekspresyon grafikleri

Ayrica amplifikasyonun reaksiyona sokulan genlere 6zgii erime egrisi analizi
yapilmistir. Erime egrisine bakilarak karsilastirma yapilmis ve dogru bolgenin
cogaltilip c¢ogaltilmadigina, dimerlesmelerin olup olmadigima bakilarak teyit

edilmistir. Erime egrisi grafikleri ekler bollimiinde EK 7 de verilmistir.
4.3. DNA Koruma Aktivitesinin Belirlenmesi

Calismamizda ekstraktlarin ve yagin DNA koruma aktivitesi pUC19 plazmid DNA
(pDNA)’s1 ve Fenton karisimi kullanilarak belirlenmistir. Su, metanol, etil asetat ve
sigla yagmnin her biri i¢in caligilan 10, 20 ve 50 mg/mL olmak lizere 4 farkli

konsantrasyonda da DNA koruma aktivitesi goriilmemistir.
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Sekil 4.19. Sigla ekstratlarimin ve yaginin 10, 20 ve 50 mg/mL i¢in DNA koruma
analizi yiizdesi ve plazmid DNA koruma testinin jel goriiniimii
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4.4. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek icin toplam 12 farkli bakteri susu kullanarak
yaptigimiz MIK ve MBK (Minimum Inhibitdr/Bakterisidal Konsantrasyon) testi
sonuglar1 su ekstrakti i¢cin Tablo 4.1°de verilmistir. Buna goére su ekstraktinin
Staphylococcus epidermis, Staphylococcus alpha haemolyticus ve Salmonella

kentucky iizerinde antimikrobiyal etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

Tablo 4.1. Sigla Su Ekstraktinda MIK ve MBK Sonuglart (ug/ml)

Bakteriler Gram MiK MBK  STANDART iLAC
() () (LEVOFLAXIN)

Staphylococcus  aureus | (+) 250 1000 31,25

ATCC 25923

Staphylococcus epidermis | (+) 500 - 62,5

Staphylococcus alpha | (+) 500 - 62,5

haemolyticus

Enterococcus faecium (+) 500 - 15,62

Listeria  monocytogenes @ (+) 500 1000 15,62

ATCC 7644

Enterococcus durans (+) 250 1000 15,62

Proteus vulgaris (-) 500 - 15,62

Escherichia coli (-) 500 1000 15,62

Serratia marrescens (-) 500 - 31,25

Pseudomonas aeroginosa | (-) 500 - 15,625

Salmonella kentucky (-) 1000 - NT

Enterobacter aerogenes | (-) 500 1000 NT

ATCC 13048

Metanol ekstraktinin Staphylococcus alpha haemolyticus, Listeria monocytogenes
ATCC 7644 ve Pseudomonas aeroginosa lizerinde antimikrobiyal etkisinin olmadig:
goriilmiistiir. MIK ve MBK (Minimum Inhibitdr/Bakterisidal Konsantrasyon) testi

sonuclar1 metanol ekstrakti icin Tablo 4.2.’de verilmistir.
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Tablo 4.2. Sigla Methanol Ekstraktinin MIK ve MBK Sonuglart (ug/ml)

Bakteriler i STANDART
ILAC
LEVOFLAXIN

Staphylococcus aureus  (+) 500 500 31,25

ATCC 25923

Staphylococcus epidermis | (+) 500 500 62,5

Staphylococcus alpha | (+) - - 62,5

haemolyticus

Enterococcus faecium (+) 500 1000 15,62

Listeria  monocytogenes = (+) - - 15,62

ATCC 7644

Enterococcus durans (+) 500 1000 15,62

Proteus vulgaris (-) 500 - 15,62

Escherichia coli (-) 1000 - 15,62

Serratia marrescens (-) 1000 - 31,25

Pseudomonas aeroginosa | (-) - - 15,625

Salmonella kentucky (-) 500 1000 NT

Enterobacter  aerogenes  (-) 500 1000 NT

ATCC 13048

Etil asetat ekstraktinin Staphylococcus alpha haemolyticus, Proteus vulgaris ve
Salmonella kentucky tizerinde antimikrobiyal etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. MIK
ve MBK (Minimum Inhibitér/Bakterisidal Konsantrasyon) testi sonuglar etil asetat

ekstrakti i¢cin Tablo 4.1. de verilmistir.
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Tablo 4.3. Sigla Etil Asetat Ekstraktinin MIK ve MBK Sonuglart (ug/ml)

Bakteriler Gram MIiK MBK STANDART

OXC) ILAC .
LEVOFLAXIN

Staphylococcus aureus ATCC @ (+) 500 - 31,25

25923

Staphylococcus epidermis (+) 1000 - 62,5

Staphylococcus alpha (+) - - 62,5

haemolyticus

Enterococcus faecium (+) 1000 - 15,62

Listeria monocytogenes ATCC @ (+) 1000 - 15,62

7644

Enterococcus durans (+) 1000 - 15,62

Proteus vulgaris (-) - - 15,62

Escherichia coli (-) 500 1000 15,62

Serratia marrescens (-) 1000 - 31,25

Pseudomonas aeroginosa (-) 1000 - 15,625

Salmonella kentucky (-) - - NT

Enterobacter aerogenes ATCC  (-) 1000 1000 NT

13048

Sigla yagmin tiim bakteriler tizerinde minimum inhibitér/bakterisidal konsantrasyona
sahip oldugu goriilmiistir. MIK ve MBK (Minimum Inhibitér/Bakterisidal

Konsantrasyon) testi sonuglar1 sigla yagi i¢in Tablo 4.1.°de verilmistir.
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Tablo 4.4. Sigla Yagimin MIK ve MBK Sonuglart (ug/ml)

Bakteriler

Gram (-)

MiK

STANDART iLAG

(LEVOFLAXIN)

ATCC 13048

Staphylococcus aureus | (+) 250 500 31,25
ATCC 25923

Staphylococcus (+) 500 - 62,5
epidermis

Staphylococcus  alpha | (+) 500 1000 62,5
haemolyticus

Enterococcus faecium (+) 500 1000 15,62
Listeria monocytogenes  (+) 500 - 15,62
ATCC 7644

Enterococcus durans (+) 250 - 15,62
Proteus vulgaris (-) 250 1000 15,62
Escherichia coli (-) 500 1000 15,62
Serratia marrescens (-) 500 - 31,25
Psedomonas aeroginosa | (-) 500 1000 15,625
Salmonella kentucky (-) 500 1000 NT
Enterobacter aerogenes  (-) 500 1000 NT
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser hastaliginin goriilme sikligi, oldiriictliigii, teshis ve tedavideki giigliikleri
yoniinden bakildiginda, ozellikle gliniimiiz i¢in en 6nemli saglik sorunlarindan
biridir. Ancak hala hiicrenin kanserlesmesinden hatta hastaligin viicudun cesitli
bolgelerine dagilmasina kadar gegen siire ve olaylar tam olarak bilinmedigi i¢in

yapilan kanser arastirmalar1 bu nedenle biiylik 6nem tagimaktadir [110, 111]

Insanoglu, ilk ¢aglardan bu yana sagligi bozuldugunda ve bu rahatsizhgini tedavi
edebilmek amaciyla ¢evresine yani dogaya bagvurmustur. Kullanilan bitkisel kokenli
droglar (ilag hammaddesi) ¢ok eski devirlerden beri hastaliklara karsi kullanilirlar.
Iceriklerinde bulunan etkili bilesikleri ve etki mekanizmalar1 hakkindaki bilgiler ise
ancak 19. yiizyilin ortalarindan itibaren bilinmeye baslanmistir. Bitkiler, icerdigi
bir¢cok fenolik bilesik sayesinde tipda kullanilmakta ve geleneksel olarak kullanan
kisinin farkli amac ve kullanis bicimleri bulunmaktadir. Ozellikle kanser hastaliklar1
icin kullanilan bitkilerin yanlis ve tehlikeli kullanimin1 6nlemek, bilimsel verileri

aciga ¢ikarmak i¢in ¢aligmalar yapilmaktadir [111].

Bu nedenle biz de ¢alismamizda iilkemizde endemik olarak yetisen Anadolu sigla
agacinin farkh ¢oziiciiler ile elde edilmis ekstraktlarinin ve agactan elde edilen sigla
yagimmin 3 farkli kanser hiicreleri hatti iizerinde sitotoksik etkilerini MTT hiicre
canlilik testini kullanarak arastirdik. Daha sonra apoptotik ve otofajik marker genler
olan Bax, Bcl-2, Beclinl ve LC3-1I genlerinin ifadelerinin kantitatif gercek zamanli

PZR yontemi ile gen ekpresyon analizini gergeklestirdik.

MTT hiicre canlilik deneyi, yasayan hiicrelerin ¢Oziiniir bir tetrazolium tuzunu [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-1l)-2,5-difeniltetrazolium bromiir] ¢6ziinmeyen bir formazan
cokeltiye doniistirme yetenegi ile yani canli hiicrelerin boyanmasi ile
belirlenmektedir [112]. Yapilan bir calismada MTT analizinin sitotoksisite,
proliferasyon ve hiicre aktivasyonu ¢aligmasida kullaniminin avantajli oldugundan
bahsedilmis ve bu analizin mitokondriyal aktivitenin hiicre aktivasyonunu ve bir

ilacin sitotoksik etkisini arastirmak i¢in kullanilabilecegi ifade edilmistir [113].
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Calismamizda akciger, meme ve prostat kanseri hiicre hatlar1 kullanilarak MTT
hiicre canlilik deneyi 62.5, 125, 250, 500 ve 1000 pg/ml olmak iizere 5 farkli
konsantrasyonda c¢alisilmistir. Deney sonucununda tiim hiicre hatlarinda canlilik
oranlarmin en az oldugu ve sitotoksik etkinin en fazla goriildiigli saat dozu 48. Saat
olarak belirlenmistir. Ayrica 24 saat i¢in en yiiksek konsantrasyonumuz olan 1000
ug/ml g6z oniine alindiginda hiicrelerin canlilik oranlar1 sigla yagi igin A549 akciger
kanseri hiicre hattinda %14,6, MDA-MB 231 meme kanseri hiicre hattinda %7,3 ve
PC3 prostat kanseri hiicre hattinda ise %25,38 olarak hesaplanmustir. ikinci zaman
araligimiz olan 48 saatte ise bu oranlar a549 akciger kanseri hiicre hattinda %3,14,
MDA-MB 231 meme kanseri hiicre hattinda %2,55 ve PC3 prostat kanseri hiicre
hattinda ise %3,4 olarak hesaplanmistir. Sonug¢ olarak Anadolu sigla agaci yagi, 3
farkli kanserli hiicre hattinda ve iki farkli zaman aralifinda en fazla sitotoksik etkiyi
gosterdigi tespit edilmistir. Diger ekstraktlarda ise yine iki farkli zaman araliginda da
su ve metanol ekstrakti birbirine yaklasik oranlara sahipken, etil asetat ekstraktinin
en az sitotoksisiteye sahip oldugu belirlenmistir. Tiim ekstraktlarm degerleri Sekil

4.1 ve Sekil 4.6. da verilmistir.

Basit¢e hiicrelerin yarisini dldiiren konsansatrasyon olarak veya yarim maksimum
inhibitor konsantrasyonu olarak da tanimlanan ICso degeri tiim ekstraktlar icin
GraphPad Prism 7.0 yazilimi kullanilarak hesaplanmistir. Hesaplamalarimiza gore
sigla yagi, kullanilan tiim hiicre hatlarinda en diisiik degeri vermistir. Bu degerler
a549 akciger kanseri hattinda 24 saat i¢cin 431,7 pg/ml, 48 saat i¢in 216,3 pg/ml,
MDA-MB 231 meme kanseri hiicre hattinda 24 saat i¢in 222,3 ug/ml, 48 saat i¢in
102,6 ng/ml, PC3 prostat kanseri hiicre hattinda ise 24 saat i¢in 630,8 pg/ml, 48 saat
icin 216,3 pg/ml olarak tespit edilmistir.

Sigla yagindan sonra tiim hiicre hatlarinda 24 saat i¢in en diisiik 1Cso degerlerinin
oldugu ekstraktlar sirasiyla metanol, su ve etil asetat olmustur. PC3 prostat kanseri
hiicre hattinda 24 saat icin etil asetat ekstraktinin ICso degerleri en yiiksek
konsantrasyon olan 1000 pg/ml’yi astigi i¢in hesaplanamamistir. Sitotoksisite

analizlerinde MTT ve I1Cso degerlerini birbirleri ile uyumlu olarak gérmekteyiz.

60



Apoptoz, programh hiicre 6limii olarak bilinmekte ve hiicre 6liimlerinin fizyolojik
formu olarak tanimlanmaktadir. Hiicreler, yaslandiklarinda veya hasar aldiklarinda
programli 6liim mekanizmasi ile kendilerini yok etmektedirler. Hiicrelerden gelen bir
takim sinyallere bagli olarak bu durum diizenlenir [114]. Ozellikle antikanser aktivite
icin apoptoz, en kabul goren mekanizmalardan birisidir. Ancak apoptoz diizenleyici
olan mekanizmalar ¢ok karmasiktir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), tiimoér nekroz
edici faktor (TNF), kaspazin aktivasyonu, mitokondriyal yolak ve protein kinaz

apoptozun temelini olusturmaktadirlar [115].

Bcl-2 ailesi, onkoprotein grubuna dahil olup antiapoptotik ve proapoptotik iiyelerden
olugsmaktadir ve apoptozu diizenlemede Onemli bir role sahiptir. Bir hiicrenin
apoptoza egilimli olusu Bcl-2 ailesine bagh olan genlerinin etkisine baglidir. Bu
siirecte Bcl-2 salgilanmasi sonucu Bcl-2 homodimerleri sekillenmekte ve apoptoz
inhibe edilmektedir. Diger yandan ise asir1 Bax apoptozu aktive etmektedir [116].
p33 proteini, apoptozu uyarici bir proteindir ve bu protein seviyesini, ¢cogu anti-
tiimor ila¢ olmak iizere hiicre DNA’sini1 hedef olarak secerek arttirmaktadir. Yapilan
calismalarda bu aktivasyonun apoptoza ya da hasarin tamirine yol agtigi

bilinmektedir [117].

Apoptozun gercgeklesip gerceklesmeyecegini Bax ve Bcl-2 dengesinin dogrulugu
belirler. Hiicrelerin apoptoza gitmesi i¢in Bax diizeyinin Bci-2'den fazla olmasi
gerekir. Yaban tip p53 varliginda ise Bc/-2 ekspresyonu az olan hiicreler apoptoza
giderler [118-125]. Buna istinaden ¢alismamizda, etil asetat ekstraktiyla muamele
edilen MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda Bax’m Bc/-2’den daha fazla ifade

oldugu, bdylece hiicrelerin apoptoza gitmis olabilecegi thtimalini diisiinmekteyiz.

Antiapoptotik Bcl-2 Tlyeleri kaspaz aktivasyonunu oOnler ve antiapoptotik etki
gosterirler. Bazi c¢alismalarda Bc/-2 ekspresyonunun ¢ok yiiksek bulunmasina
ragmen hiicre Oliimiiniin arttig1 da gosterilmistir [118]. Su ekstrakti ile muamele
edilmis A549, MDA-MB-231 ve PC3 hiicre hatlarinda Bcl-2 ekspresyonunun arttig1

goriilmiistir.
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Son zamanlarda yapilan arastirmalarda ise apoptoz yoluyla hiicre 6liimiiniin artmasi
veya azalmasmin kanser, otoimmiin bozukluklar, nérodejeneratif hastaliklar, viral
infeksiyonlar gibi 6nde gelen bir¢ok hastaligin gelisiminde rol oynadig1 gosterilmistir

[126,127].

Otofaji ise temel anlamda hiicrenin kendini yemesi anlamina gelir ve bazi aglik
durumlarinda hiicrenin aglikla karsi karsiya kalmasi ile besin elde edebilmek igin
hiicre i¢indeki yapilar1 nasil ve hangi sekillerde parg¢alandigini ifade etmek amaci ile
kullanilmaktadir. Otofaji hakkinda yapilan ilk ¢alismalarda 6zellikle besin
yoklugunda hiicre i¢i molekiillerin geri doniisiimiinii saglayarak, stres ortamina uyum
saglamaya yardim ettigi belirtilmekte ve boylece hiicre i¢ dengesinin korunmasinda
onemli bir rol oynadig1 goriilmektedir [67]. Otofaji ile iligkili proteinler ise Beclinl,
LC3-I ve LC3-II olup otofajik aktiviteyi diizenlerler [113]. Beclinl, Bcl-2 protein
ailesinin 6zellesmis olan BH3 domanine sahiptir. Bcl-2 haricinde diger bir aile iiyesi
olan Bcl-xL proteini ile de birlikte ¢alismaktadir. Beclinl proteini, Bcl-2 proteini
veya Bcl-xL ile olan iligkisinin herhangi bir nedenden dolay1 bozulmasi durumunda
hiicrenin apoptoz ve otofaji gibi O0liim yolaklar1 arasinda bir se¢im yapmasi
gerekmekte ve yasamini devam ettirmek ya da canliligma son vermek durumunda

kalmaktadir [128].

Calismamizda su ekstrakti ile muamele edilmis a549 akciger kanseri hiicrelerinde
Bcl-2 ve LC3-1I ‘nin ekspresyonunun birbiri ile uyumlu sekilde arttigini gérmekteyiz.
Metanol ekstraktlarina bakildiginda ise Bcl-2 ve Beclin’nin esit miktarlarda ekprese
oldugunu sdylemek miimkiindiir. PC3 prostat kanseri hiicre hattina bakildiginda ise
tim ekstraktlarda LC3-II"nin ekspresyonunun arttii, Beclin’in ise ekpresyonunun

azaldig1 gorilmistiir.

Yaklasik 60 milyon yillik bir aga¢ olan Anadolu sigla agacinin giinlimiizde geriye
kalan sadece 4 tiirlinden Tirkiye’de bulunan tiirti Liguidambar orientalis’tir [16].
Anadolu sigla agaciin (Liquidambar orientalis Mill.) {iriinlerinin yapraklari,
kabugu, sigla yagi vb. irilinlerinin dogal koruyucu potansiyeli tasidigi ile ilgili

calismalar bulunmaktadir [129-131].
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Antimikrobiyal aktivite testleri, kullanilan maddenin iireyen mikroorganizmayi
etkileyerek liremesinin engellenip engellenmediginin belirlenmesi temeline dayanir.
Bu testlerde maddenin antimikrobiyal aktivitesinin olup olmadig1 minimal inhibisyon
konsantrasyonu  (MIK) ve mikroorganizma spektrum sonuglarina  gore

belirlenmektedir [5,132].

Sigla yagi, %45 oraninda iceriginde fenolik bir bilesik olan sinnamik asit
bulundurmaktadir [131]. Sinnamik asit igeren bitki ekstraktlar1 ve propolis ile yapilan
calismalar Ozellikle bu maddenin antioksidan, antibakteriyal ve antiinflamatuar
ozelliginin bulundugunu gostermistir [133]. Benzer calismalarda ise sinnamik asidin
baz1 hiicreleri gesitli oksidatif toksinlere bagli hasardan ve lipid peroksidasyonundan
korudugunu belirtmistir. Sinnamik asit tiirevi olan curcumin ile yapilan bir ¢alisma
da sinnamik asidin antimikrobiyal, antimetastatik, antikarsinojenik, anjiogenezisi
diizenleyici bir¢ok 0Ozelligi ispatlanmis ve doz asiminda toksik 6zelliginin oldugu
calismada belirtilmemistir. Sigla yaginin insanlar tizerindeki farmakokinetigi yani
viicuda alinma ve atilma stireci hakkinda ¢ok detayli bilgiler bulunmamakla beraber;
sinnamik asit ile antioksidan, antimikrobiyal ve antiinflamatuar etki gosterdigi
disiiniilmektedir. Yine icermis oldugu fenil propil alkoliiniin antibakteriyal etkide rol

oynadig1 diistiniilmektedir [134].

Sigla agaci balsammin antimikrobiyal etkilerini belirlemek icin yapilan bir ¢calismada
20 farkli bakteri ile ¢alisilmig ve en hassas bakterinin Bacillus cereus oldugu
belirtilmistir. Buradan hareketle balsamin bazi durumlarda topikal bir antibakteriyal
madde olarak bakterilere karsi koruma saglamak icin kullanilabilecegi ifade

edilmistir [91].

Tirkiye’de bazi tibbi bitkilerinin antimikrobiyal taramasimm yapildigi bir diger
calismada ise Liquidambar orientalis etanol ekstraktinin, metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) bakterisine kars1 ¢ok giiclii bir aktivite gosterdigi
bulunmustur [135].
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Calismamizda antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi amaci ile 6 Gram pozitif, 6
Gram negatif bakteri olmak iizere toplam 12 bakteri ile MiK ve MBK testleri
yapilmistir.

Su ve etil asetat ekstraktlariin her ikisinin de Salmonella kentucky, su, etil asetat,
metanol ekstraktlarinin Staphylococcus alpha haemolyticus ve etil asetat ekstraktinin
da Proteus vulgaris bakteri tiirleri lizerinde antimikrobiyal etki gostermedigi
belirlenmistir. Sigla yaginda her iki bakteri i¢in minumum inhibisyon
konsantrasyonlar1 (MIK) 500 pg/ml, minumum bakterisidal konsantrasyonlar1 ise
(MBK) 1000 pg/ml olarak tespit edilmistir. Antimikrobiyal etki gdsteren bakteri
sayilar1 goz oniine alindiginda en etkili olan ekstraktlar sirasiyla; sigla yagi, metanol,
su ve etil asetat ekstrakti olmustur. Tiim ekstraktlarm, bakteriler iizerindeki MIK-

MBK degerleri Tablo 4.1-Tablo 4.4. de verilmistir.

Tez calismasindaki sonuglar degerlendirildiginde, Anadolu sigla agacinin ii¢ farkh
ekstraktinin ve yagmin uygulanan hatlar da sitotoksik ve antimikrobiyal etkiye sahip
oldugu belirlenmistir. Apoptotik ve otofajik hedef genlerinin ekpresyon diizeylerine
bakilarak degerlendirme yapilmistir. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda
Bax’m Bcl-2’den daha fazla ekpresse oldugu bdylece hiicrelerin apoptoza gitmis

olabilecegi ihtimalini diisiinmekteyiz.

Calistigimiz tez konumuzun, yaptigimiz literatiir arastirmalart neticesinde bugiine
kadar ¢ok az ve kisitli ¢calisilmis olmasi sebebiyle, 6zgiin bir konu oldugu ortaya

¢ikmaktadir.
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6. ONERILER

Diinyada dogal kaynaklarin kullaniminin biiyiikk bir 6lglide arttigi bilinmektedir.
Ulkemizde degerli bir agac¢ olan sigla agacmm etkisinin daha iyi anlasilmasi ve
ozellikle dogal olarak antikanser, antioksidan ve antimikrobiyal olarak
kullanilabilmesi i¢in farkli yontemlerin de denenmesini yeni arastirmacilar igin

Onerilebilir.

Ayrica Anadolu sigla agacmin sadece iilkemizde yetisen endemik bir tiir oldugu
unutulmamali ve gereken deger verilmelidir. Calismamizda da gesitli etkilerini tespit
ettigimiz sigla yagmin iretimine yeniliklerle katkida bulunarak ham yag degil
islenmis sigla yag {iriinlerinin iiretilmesinin ayni1 zamanda satilmasimnin yolu agilarak

iilke ekonomisine katkida bulunulabilegini diistiniilmektedir.

Elde edilen bulgularm, diger kanser hiicrelerinde ve bakteri tiirlerinde tam olarak
dogrulanmasina, ek olarak yapilacak farkli bilimsel deneylere ihtiyag duyulmaktadir.
Calismamizda oOzellikle antikanser boliimiiniin daha ileri calismalara (deney
hayvanlari, klinik ¢alismalar) tasmarak yapilmasmmin  uygun olacagini

diistiniilmektedir.
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EK 1
EK 2
EK 3
EK 4
EK 5
EK 6
EK 7

EKLER

A549 hiicre hattinin 24. Saat hiicre fotograflan

A549 hiicre hattinin 48. Saat hiicre fotograflan
MDA-MB-231 hiicre hattinin 24. Saat hiicre fotograflan
MDA-MB-231 hiicre hattinin 48. Saat hiicre fotograflan
PC3 hiicre hattinin 24. Saat hiicre fotograflan

PC3 hiicre hattinin 48. Saat hiicre fotograflan

A549, MDA-MB-231 ve PC3 hiicre hatlarinda Bax/Bcl2-
Beclinl/LC3-1I genlerinin erime egrisi grafikleri
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EKLER

EK 1 A549 hiicre hattinin 24. Saat hiicre fotograflan

A549 Hiicre Hatti - 24 saat

Sigla Su - 24 saat

Sila MeOH - 24 saat
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Sigla EA - 24 saat

Sifla Yag - 24 saat



EK 2 A549 hiicre hattinin 48. Saat hiicre fotograflan

A549 Hiicre Hatt1 - 48 saat

Sigla Su - 48 saat

Sigla MeOH - 4 8saat

Sigla EA - 48 saat

Sigla Yag - 48 saat
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EK 3 MDA-MB-231 hiicre hattinin 24. Saat hiicre fotograflar

MDA-MB-231 Hiicre Hatt: - 24 saat

Sifila Su - 24 saat

Sigla MeOH - 24 saat

Sigla EA - 24 saat
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Sigla Yag - 24 saat




EK 4 MDA-MB-231 hiicre hattinin 48. Saat hiicre fotograflan

MDA-MB-231 Hiicre Hatt: - 48 saat

1000 pg

Sigla Su - 48 saat

Sigla EA - 48 saat Sigla MeOH - 4 8saat

Sigla Yag - 48 saat
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EK 5 PC3 hiicre hattinin 24. Saat hiicre fotograflarn

PC3 Hiicre Hatt1 - 24 saat

Sigla EA - 24 saat Sigla MeOH - 24 saat Sigla Su - 24 saat

Sigla Yag - 24 saat
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EK 6 PC3 hiicre hattinin 48. Saat hiicre fotograflan

PC3 Hiicre Hatt1 - 48 saat

Sigla Su - 48 saat

Sigla MeOH - 4 8saat

Sigla EA - 48 saat

Sigla Yag - 48 saat
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EK 7 A549, MDA-MB-231 ve PC3 hiicre hatlarinda Bax/Bcl2 -

Beclinl/LC3-11 genlerinin erime egrisi grafikleri

A549 Hiicre Hatty
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