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OZET

200-HIDROKSITINGENON’UN AKCIiGER KANSER HUCRE HATTINDA
SITOTOKSIK ETKIiSi

CILER GULSEN DIiKEN
Kanser Biyolojisi ve Farmakolojisi
Danisman: Prof. Dr. Engin Ulukaya

2019

Son yillardaki caligmalar, dogal bilesiklerin kanser hiicreleri lizerindeki sitotoksik
ozelliklerinin incelenmesi lizerine yogunlasmis ve bu maddelerin tamamlayici ya da
alternatif terapotik ajan olarak kullanilabilecekleri one siiriilmiistiir. Gelecekte
kemoterapdétiklerin yerini, apoptozis gibi fizyolojik mekanizmalar1 caligtiran, yan
etki profili diisiikk molekiillerin almas1 6ngdriilmektedir. Kanser hiicrelerinin standart
kemo-terapilere karsi direngli oldugu g6z Oniine alindiginda, dogal bilesikler bu
hiicreleri yok etme potansiyeli tasiyabilir. Bu nedenle, bu ¢aligmada Maytenus
chiapensis bitkisinden izole edilen dogal bir bilesik olan Tingenon’un A549 akciger
kanser hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisini degerlendirilmistir. SRB canlilik
metodyla IC5odozu 50,9+1,5 uM olarak belirlenmistir. DAPI ve PI ile yapilan ikili
florasan boyama ile parcali niikleus yapilar1 ve/veya kondense kromotin apoptotik
yapilar acik bir sekilde goriildii. Akim sitometrinde yapilan Annexin- V, ROS ve
Caspase 3/7 analizleri ile sekonder nekroz/gec apoptotik 6liim oldugu desteklendi.
Fakat DNA hasarma sebep olup olmadigi gelecek calismalarda protein ve gen
diizeyinde arastirmalidir. Sonug olarak Tingenon yiiksek dozlarda A549 hiicrelerinde
apoptotik etkisi gozlemlenmis olup 1iyi bir antikanser iriin aday1 olabilecegi
diisiinilmektedir.

Anahtar Kelimer: Tingenon, M. Chiapensis, Akciger Kanseri



ABSTRACT

CYTOTOXIC EFFECT OF
200-HYDROXYTINGENONE MOLECULE ON LUNG CANCER CELL
LINE

CILER GULSEN DIiKEN
Cancer Biology and Pharmacology
Danisman: Prof. Dr. Engin Ulukaya

2019

In recent years, studies have focused on examining the cytotoxic properties of
natural compounds on cancer cells and have been proposed to be used as
complementary or alternative therapeutic agents. In the future, it is envisaged that
chemotherapeutics will be replaced by molecules with low side-effect profiles, which
operate physiological mechanisms such as apoptosis. Cancer cells are resistant to
standard chemical chemotherapies, natural compounds may have the potential to
destroy these cells. Therefore, this study evaluated the cytotoxic effect of Tingenon,
a natural compound isolated from the plant Maytenus chiapensis, on the A549 lung
cancer cell line. The ICsq dose was determined as 50,9+1,5 uM by using SRB
viability method. Alsa double fluorescence staining with DAPI and PI, fragmented
nucleus structures and / or condensed chromotin which is apoptotic structure were
clearly seen. Secondary necrosis / late apoptotic death was supported by flow
cytometry analysis such as Annexin-V, ROS and Caspase 3/7. DNA damage should
be investigated at future protein and gene levels. Thus, in the future, Tingenon
compound is thought to be an anticancer product candidate.

Keywords: Tingenon, M. Chiapensis, Lung Cancer
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GIRIS

Son yillardaki calismalar, dogal bilesiklerin kanser hiicreleri iizerindeki
sitotoksik 0Ozelliklerinin incelenmesi tlizerine yogunlasmis ve bu maddelerin
tamamlayict ya da alternatif terapdtik ajan olarak kullanilabilecekleri ©ne
striilmiigtiir. Gelecekte kemoterapétiklerin yerini, apoptozis gibi fizyolojik
mekanizmalart  calistiran, yan etki profili diisik molekiillerin almasi

ongoriilmektedir.

Tiim diinya genelinde hem kadin hem erkeklerde akciger kanseri en yaygin goriilen
kanser tiirii olmak ile birlikte tiim kanser Oliimlerinin %18.4’ini olusturarak en

oliimciil kanser tiirii de olmustur (Bray ve ark., 2018).

Bu ¢alismadaki temel ama¢ Maytenus chiapensis bitkisinden izole edilmis olan
dogal bir bilesik olan Tingenon’un A549 akciger kanser hiicre hatt1 iizerindeki

sitotoksik etkisini degerlendirebilmektir.



1. GENEL BILGILER

1.1. 20A-HIDROKSITINGENON BILESIGI

Kanser hiicrelerinin standart kemo-terapilere karst direngli oldugu goéz Oniine
alindiginda, dogal bilesikler, bu hiicreleri yok etme potansiyeli tasiyabilir. Dogal
bilesikler kanser alaninda ¢ok Onemli bir rol oynar. Dogal bilesiklerden biri olan
Tingenon bilesigi Celastraceae familyasindan olan Maytenus chiapensis bitkisinden
izole edilmistir. (Taddeo ve ark., 2019) . Celastraceae familyasinin tiirleri, Kuzey
Afrika, Giiney ve Orta Amerika ve Orta ve Dogu Asya’da geleneksel tip ve tarim
alaninda uzun bir gegmise sahiptir (Gonzelez ve ark., 2000). Tinegenon Bilesigi (

200 -hidroksitingenon) terpenoiddir.

Terpenler, 2-metil-1,3-biitadien birimlerinin birleserek olusmus en sik dogal iiriin
gruplarindandir. Terpenlerin yapilarinda oksijen igermesiyle olusan terpen tiirevi
esterler, alkoller ve aldehitler ise terpenoidler olarak adlandirilir (Ludwiczuk ve ark.,

2017).

Sekil 1.1. 20a-hidroksitingenon’ un elde edildigi Maytenus chiapensis bitkisi



Tingenon (20a-hidroksitingenon) bilesigin tiirevi olan Tingenin b (22-
Hydroxytingenon) bilesigi ile meme kanser hiicrelerinde yapilan ¢alismalarda, bu
dogal bilesigin diisiik dozlarda apoptotik etkisi bulunmustur (Cevatemre ve ark.,
2016). 22-Hidroksitingenon ile 20a-hidroksitingenon bilesiginin molekiiler
agirhigr aynidir (Gunatilaka ve Walser, 1996).

0~ ™~
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Sekil 1.2. 20a-hidroksitingenon bilesiginin kimyasal yapis1 (Pubchem)

1.2. KANSER

Kanser, viicuttaki farkli hiicre tiirlerinden herhangi birinin anormal sekilde
cogalmasindan kaynaklanabilir, bu nedenle davraniglar1 ve tedaviye yanitlari
arasinda bliylik Olciide degisiklik gosterebilen ylizden fazla kanser tiirii vardir.
Kanser patolojisinde en onemli husus, iyi huylu ve kétii huylu tiimoérler arasindaki
ayrimdir. Bir tiimor, iyi huylu veya kotii huylu olabilen herhangi bir anormal hiicre
¢ogalmasidir. Iyi huylu bir tiimdér, normal dokuyu g¢evreleyen ve uzak viicut
bolgelerine yayilmadan orijinal konumuna siirli kalir. Bununla birlikte, kotii huylu
bir tlimor, hem ¢evreleyen normal dokuyu istila etme hem de dolasim veya lenfatik
sistemler (metastaz) yoluyla viicutta yayilma yetenegine sahiptir. Yalnizca kotii

huylu tiimdrlere kanser denir.



Apoptosizden kagma, sinirsiz replikasyon yetenegi, anjiyogenezi uyarna,
invazyon, inflamatuvar mikrogevre olusumu, biiylime baskiliyict sinyallere duyarsiz
olma ve kendi kendine yeterli biiylime sinyalleri tiretmek kanser hiicrelerinin genel

ozellilkleridir (Hanahan ve Weinberg, 2011).

Kanseri ¢ok tehlikeli yapan istila ve metastaz yapma yetenekleridir. Iyi huylu
timorler genellikle cerrahi olarak ¢ikarilabilse de, malign tiimoérlerin uzak viicut
bolgelerine yayilmasi siklikla bu tiir lokalize tedaviye direngli hale getirir

(Shivapurkar ve ark.,2003).

Hem benign hem de malign tiimoérler, ortaya c¢iktiklart hiicre tipine gore
smiflandirilir. Kanserlerin ¢ogu {i¢ ana gruba ayrilir: karsinomalar, sarkomlar ve
16semiler veya lenfomalar. Insan kanserlerinin yaklasik %90' 11 igeren karsinomlar,
epitel hiicrelerinin maligniteleridir (Shivapurkar ve ark.,2003). Insanlarda nadir
gorlilen sarkomlar, kas, kemik, kikirdak ve fibroz doku gibi bag dokularin kati
tiimorleridir. Insan malignitelerinin yaklasik % 8' ini olusturan ldsemiler ve
lenfomalar, sirasiyla, kan olusturan hiicrelerden ve bagisiklik sisteminin

hiicrelerinden kaynaklanir.

Tiim kanser vakalarinin yarisindan fazlasina karsilik gelen en yaygin dort kanser
tiiri vardir. Bunlar; meme, prostat, akciger ve kolon / rektumdur. Akciger kanseri, en

O0lumcil olanidir.

Kanser gelisim siireci Karsinojenez olarak adlandirilir ve inisiyasyon (baslangig),
promosyon (artma) ve progresyon (ilerleme) alarak ii¢ evreden olusur. Inisiyasyon
evresinde, gen ekspresyonunu diizenleyen epigenom, kromozom ve DNA hasari
gerceklesir. Inflamasyon ile kararsiz hiicrelerin genomik olarak biiyiir. Progresyon
evresinde hiicreler ¢cogalir, genomlarina daha fazla zarar vererek kotii huylu tiimore

doniisiir (Tod ve Wong, 1999).



1.2.1. Akciger Kanseri

Insan akciger kanserleri ikiye ayrilir; kiiciik hiicreli akciger kanseri (SCLC) ve
kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) (Travis ve ark., 1995). SCLC
kanserleri, ndroendokrin timorleridir, kuvvetli bir sekilde sigara i¢imi ile iligkilidir
ve NSCLC kanserlerinden farklidirlar. Hizli ilerleyen ve diger organlara yayilma
olasig1 yiiksektir. NSCLC kanserleri daha yaygindir ve diger organlara yayilma orani
diistiktiir. Kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri temel olarak tedavi edilemez, RAS
ve p53 yollarimi etkileyen mutasyonlarin birikmesinden dolayi, diinya ¢apinda
kansere bagli oliimlerin 6nde gelen nedenidir. Bes yillik sagkalim oranlar1 cerrahi

rezeksiyonu ile % 70'e yaklasabilir (Alberle ve ark., 2011).

Genetik faktorler, sigara igmek, asbest ve hava kirliligi akciger kanserinin temel

nedenlerindendir.

Sigaran1 etkisi, akciger kanserine yol acan diger tiim faktorlerden agir
basmaktadir. Akciger kanseri riski, sigara i¢gme siiresi ve giinliik i¢ilen sigara sayisi
ile dogru orant1 sekilde artar. Ortalama sigara igen erkeklerin akciger kanseri i¢in
yaklasik 9 kat ila 10 kat riskine sahip oldugu, buna karsin agir sigara igicilerin en az

20 kat risk oldugu goriilmiistiir (Jemal ve ark., 2011).

Sigara igmek erkeklerde akciger kanseri ile nedensel olarak iliskilidir. Erkek
sigara icenlerin koroner arter hastaligindan 6liim orani sigara igmeyen erkeklere gore
daha yiiksektir ve genel kiiresel istatistikler, erkeklerde akciger kanserlerinin
%15'inin ve kadinlarda % 53'liniin sigara igme nedenli oldugu goriilmiistiir (Parkin

ve ark., 2002).
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Sekil 1.3. Akciger kanserinin iilkelere ve cinsiyete gore dagilimi (Sun ve ark.,

2007)

Asbest, akciger kanserinin en yaygin bilinen ve en yaygin mesleki nedenidir.
Asbest, baglica 2 tipten olusan dogal olarak olusan lifli minerallerin bir sinifidir: (1)
serpantin (krizotil) ve (2) amfibol (amosit, krosidolit ve tremolitler). Asbest
1800'lerin sonlarindan beri ticari olarak kullanilmaktadir. Alev almama ve
dayanikliligi sayesinde insaat ve yalittm malzemelerinde yararli olmustur.
Almanya'da 1940'l1 yillarin baslarinda, asbest akciger kanserojen olarak kaydedildi
(Hughes ve ark., 1994). Asbest liflerinin solunmasi parankimal akciger hastaligina,
ozellikle asbest hastalig1 olarak bilinen interstisyel akciger hastaligina neden olabilir.
Tiim ana asbest tipleri interstisyel akciger hastaligina neden olabilir, ancak amfibol
lifleri krizotil liflerinden daha fazla fibrojenik olabilir. Asbest teshisi esas olarak
spesifik olmayan interstisyel akciger hastalifinin yani sira idiyopatik pulmoner
fibroz ile aymdir. Interstisyel fibrozisin gelisimi genellikle aylar ve yillar boyunca

uzun siire maruz kalmay1 gerektirir (Mossman ve ark., 1998). Akciger kanseri riski



amfibol liflerine maruz kalan isciler icin, krizotil liflerine maruz kalanlara gore daha
yiiksek goriinmektedir.

Akciger kanserinden 6liim riskinin, asbest calisanlarinda giinde 1 paketten
fazla sigara igmeleri durumunda 16 kat, glinde 1 paketten az sigara igmeleri

durumunda 9 kat arttig1 goriilmiistiir (Hammond ve ark., 1979).

Hava kirliligi, kiiresellesme ve sanayilesmenin mevcut sasirtict orani goz
Online alindiginda diinya capinda bir sorun haline gelmistir. Gelismekte olan
iilkelerde hava kirliligi giderek artmaktadir, iilkelerin biiyiik sehirlerinde riskli
partikiil, siilfiir dioksit ve dumanm en yiiksek konsantrasyonlarinin varlig
kaydedilmistir. D1 mekan hava kirliliginin, akciger kanseri riskini arttirdigi uzun
siiredir diisiiniilmektedir. Spesifik kirleticileri tespit etmek icin kullanilan analitik
metotlardaki  gelismeler, aragtirmacilarin  havadaki partikiillerin  etkilerini

incelemelerine yardimci olmustur.

Fosil yakit kullanim ile ¢esitli potansiyel kanserojen bilesenlerinin yayildigi
diisiiniilmektedir (Pershagen ve Simonato, 1990). Karmasik bir gaz ve ince tanecik
karisgtmindan olusan dizel egzoz, hava kirliliginin 6nemli bir nedeni olusturur.
Ozellikle kamyon endiistrisindeki dizel egzozuna mesleki nedenle maruz kalan
kislerde, akciger kanseri riski yaklasik % 30 fazla oldugu bilinmektedir. Benzen,
formaldehit ve 1,3-butadien gibi bu gaz halindeki bilesenler akciger kanserine neden

olur (Bhatia ve ark., 1998).



1.3. APOPTOSIiZ

Apoptosiz, saglikli hem sagliksiz tiim hiicrelerin isleyisinde diizenli goriilmesi
beklenen hiicre 6liim mekanizmasidir. Apoptozisi diisen bir agacin yapraginda dahi
gorebiliriz. Agacin canliligmin devami i¢in yapraklarin zamaninda dokiilmesi ve
yeni yapraklarin ¢ikmasi sarttir. Apoptozis eger zamaninda, dogru ve gerekli sayida

islemese bu durum patolojiktir.

Biiytime faktorii eksikligi, Hiicre yaslanmasi, HIV, Kanser ilaglari, Radyasyon ve
Oliim reseptorlerinin aktivasyonu apoptozisa yol agan faktorlerdir. Apoptozis dliim
sekliyle nekrozu karigtirmamak gerekir. Apoptozis olan hiicrenin morfoojik 6zelligi
Hiicre kiiciilii veb lebler olusur, kromatin kondensasyonu gerceklesir, apoptotik
cisimcikler olusur ve erken evrede fosfatidil serin translokasyonu gozlenir.

Organeller saglamdir (Ulukaya ve ark., 2011).

Viicudumuz kanser gelisimine karsi korunmak icin ¢esitli karmasik mekanizmalar
kullanir. Bu mekanizmalar DNA mutasyonlarini1 tanir ve hatali DNA'nin onarimini
veya etkilenen hiicrenin onkojenik hale gelmeden Olmesini saglar. Kaspazlar
apoptozis i¢in ¢ok Onemli oldugu icin, bu enzimlerin ve igerdikleri yolaklarin
diizensizlestirilmesinin mutasyona ugramig hiicrelerin kaliciligina yardimer olmasi
ve tlimorijenezi desteklemesi sasirtict degildir. Bununla birlikte kaspazlar, kanser

hiicresi 6liimii mekanizmasindaki en 1yi kilit oyuncularidir (Mcilwain ve Mak, 2015).

1.3.1. Apoptosiz ve Nekrosiz

Nekroz iskemi, radyasyon, toksin gibi dig etkenlerle baslar. Enerji gerektirmez
ve belirgin bir inflamasyon vardir. Apoptozis is i¢ dig sinyallerle baslar ve enerji
gereklidir. Apoptozisda tek hiicre etkilenirken nekrozda hiicre topluluklar etkilenir.
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Apoptozis, iltihaplanma ve cevre hiicrelere zarar gelmesini Onlerken hiicre igi
bilesenlerin kontrollii bir sekilde atilmasini igeren programlanmis hiicre Sliimiidiir.
Bagslatic1 kaspazlar, temel yapisal proteinleri yikmak ve diger enzimleri aktive etmek
icin aktivitelerini koordine eden yliriitiicii kaspazlar1 aktive eder ve sonug olarak
DNA pargalanmasi ve bleblenme ile apoptozisin morfolojik 6zellikleri ortaya cikar
(Sekil 1.4). Oysa nekrozda hiicre membrani biitiinliigli kaybolur, hiicre siser, biiyiik
vakuoller olusur, organelleri parcalanir, hiicre lizisi gerceklesir ve fosfatidilserin
tanslokasyonu yoktur. Apoptozis kazpaz bagimli bir 6liim yolagidir fakat nekrozis

kaspaz aktivasyonundan bagimsizdir. (Ulukaya ve ark., 2011).
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Sekil 1.4. Apoptozis ve Nekrozis farki (Asensi ve Gray, 2017 degistirilerek
alinmustir.)

1.3.2. Apoptosiz Mekanizmalari

Apoptozisin ii¢ yolla olusur (Sekil 1.3).

1. Hiicre yilizeyindeki reseptorlere baglanan 6liim aktivatorlerl ile(Dissal yolak)

2. Mitokondriyel (i¢sel yolak)
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3. Endoplazmik retikulum araciligi ile (El-Khattouti ve ark., 2003).

Ekstra ve hiicre i¢i strese cevap olarak digsal ve icsel apoptotik yollar i¢indeki

anahtar proteinleri gosteren basitlestirilmis taslak Sekil 1.3’de verilmistir.
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Sekil 1.5. Apoptozisu indiikleyen yolaklar (El-Khattouti ve ark., 2003)

Genel olarak, CD95 (APO-1 / Fas) igeren 6liim alani iceren reseptorler, Fas ile
iligkili 6liim alan1 (FADD) yoluyla ekstrinsik(digsal) apoptozis yolunun aktivitesini
tetikleyen harici sinyallere (Fas ligand gibi) cevap olarak aktive edilebilir. Bu yolak,
bir baglatic1 kaspaz olan kaspaz-8'in (Pro-kasp 8), 6liim indiikleyici sinyal kompleksi
icinde alim ve aktivasyonu ve ardindan Kaspaz-3 gibi akis asag1 efektor

kaspazlarinin dogrudan boliinmesi aracilik eder. Bu nedenle, 8 kaspazi, digsal
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apoptotik yol i¢in 6nemli bir apoptotik proteindir. Intrinsik apoptozis yolaginin
baglatilmas, hiicre i¢i stresten kaynaklanir ve mitokondriyal membran potansiyelinin
(Awm) ve sitokrom c (cyt c) salinimi ile karakterize edilen mitokondriyal hasara yol
acar. Bu, bagslatic1 kaspaz-9'un (kasp 9) aktivasyonunu tetikler ve nihayetinde, poli
(ADP-riboz) polimerazin (PARP) pargalanmasina aracilik eden ve sonunda
apoptozise yol acan kaspaz 3 (kasp 3) gibi efektor kaspazlann aktivasyonuyla
sonuglanir. Ek olarak, oksidatif stresin aracilik edebilecegi endoplazmik retikulum
stresi, Kaspaz-4'iin aktivasyonuna yol acan Kaspaz-4'iinaktivasyonuna yol agan

hiicre i¢i salimini arttirir. ve PARP apoptozisiye yol agar.
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2. MATERYAL ve METOD
2.1. MATERYAL

2.1.1. Kimyasal Maddeler

-Yenidogan Buzagi Serumu (NBCS), Biochrom AG
-Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10.000U/ml penisilin, 10mg/ml streptomisin),
Gibco

-Fostat tuz tamponu (PBS), Gibco

-Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI), Hyclone

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

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

-Tingenon, Istinye Universitesi

-SRB, Chem Cruz

-PI, Cell Signaling technology

-DAPI, Biolegend

2.1.2. Sarf Malzemeler

-250rn2 ve 750m2’lik flask, Thermo Scientific, USA

-96 kuyulu flat plate, Corning Incorporated, USA

-5ml ve 10ml hacimlerinde enjektdrler, Set inject, Cin
-10ul’lik pipet uglari, Biohit, Finlandiya

-100ul’lik pipet uglari, Expell

-1000pul’lik pipet uclari, Ayset, Tiirkiye

-Steril santrifiij tiipleri (15ml), Orange Scientific, Belcika
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-Steril santrifiij tiipleri (50ml), Nest, Cin

-Thoma lam1, Bright —Line, Hausser Scientific Horsham, PA, USA
-Kriyovial, Corning Incorporated, USA

-10 mI’lik pastor pipetler, Corning Incorporated, USA

-25 ml’lik pastor pipetler, Lp Italiana Spa, Italya

-2 ml‘lik cam pastdr pipetler, Heinz Herenz, Almanya

-1 ml ve 5 ml‘lik Kombi tip, Eppendorf, Almanya
-Otoklavlanabilir cam sise, Isolab, Almanya

-Muse® Annexin V & Dead Cell Assay Kit, Merck Millipore
-Muse® Caspase-3/7 Assay Kit, Merck Millipore

-Muse® Oxidative Stress Kit, Merck Millipore

2.1.3. Cihazlar

-CO, inkiibatorii, Panasonic, Japonya

-Laminer Hava Kabini, Telstar, Japonya

-Sogutmal1 Santrifiij, Hitachi, Japonya

-Inverted mikroskop, Nikon, Japonya
-Spektrofotometre, BGM Labtech, Almanya

-Muse Akim Sitometrisi, Merck Millipore, Toronto
-Buzdolabi, Panosonic, Japonya

-Minispin, Heatrow Sci.,

-Multipipet cihazi, Multipette eppendorf, Hamburg, Almanya
-10pl, 100ul ve 1000ul’lik pipet seti, Orange Scientific
-0,5-5ml pipet, Brand

-10ml pipet, Eppendorf

-5-50ul Transferpipet, Thermo Scientific

-Pipet boy, ISO fill

-20-200ul Transferpipet, Brand, Alman
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2.2. METOD

2.2.1. Tingenon Molekiiliiniin Hazirlanmasi

Tingenon molekiilii istinye Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii'nden
temin edilmistir. DMSO igerisinde10 mM derisim ile10 pl alikot seklinde -20 °C’ de
muhafaza edilmistir. A549 hiicre hattinda muamele edilecek olan Tingenon’un en
yiiksek ila¢ konsantrasyonu 100 uM olmasi i¢in 40 pl alinarak 1ml besiyeri
icerisinde 400 uM lik ilag stok ¢ozeltisi hazirlanarak etkin doz belirleme yapilmistir.

2.2.2. Hiicre Kiiltiirii

A549 insan akciger kanseri hiicre hatti Istinye Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii’ nden temin edilmistir.
1.2.2.1. Besiyerinin hazirlanmasi

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan besiyerini hazirlamak i¢in 50 ml falcon tiiplere
sirastyla RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium) %10 NBCS (Newborn
Calf Serum) ve %1 penisilin-streptomisin Soliisyonu (10000U/ml penisilin,10 mg/ml

streptomisin, Gibco, USA) eklendi ve +4°C’de muhafaza edildi.
1.2.2.2.  Hiicre hattinin stoktan ¢ikariimasi

Kriyovial hizli bir sekilde sicak su banyosunda ¢6ziildii. Coziilen hiicreler;
falcon tiip igerisinde bulunan Sml RPMI %10 NBCS ve %1 penisilin-streptomisin

iceren besiyerine alindi.
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Falkon tiip 800rpm’de 5dk santrifiij edildi ve siipernatant kisim aspire

edildikten sonra peletin lizerine Sml besiyeri ilave edilerek hiicrelerin slispansiyon
hale gelmesi saglandi. 25¢m’lik flasklara alinarak 37°C’de, %5 CO, igeren ortamda

inkiibe edildi.
1.2.2.3.  Hiicre hatlarinin pasajlanmasi

Hiicrelerin 25¢mlik flaskin yiizey alani yaklasik %70-80 kapladig:

goriildiigiinde pasajlama islemine gecildi. Oncelikle besiyeri aspire edildi. Hiicrelerin

1yi tripsinlenebilmesi i¢in 25cm’lik flask icerisine 2ml 1X PBS eklenerek flask
hafifce yikanmasi ¢alkalandi. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra

flask ylizeyine yapisan hiicreleri kaldirma i¢in 0,5ml %0,05 Tripsin-EDTA eklendi
ve %5 37°C, CO,inkiibatorde 5dk inkiibe edildi. Hiicrelerin kalktig1 mikroskopla

teyit edildikten sonra tripsinin aktivitesini inhibe etmek amaciyla Sml besiyeri ilave
edildi. Flask icerisindeki hiicreler 15ml’lik falkon tiip icerisine alinarak 800rpm’e

5dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire edildi. Kalan hiicre peleti

10ml hiicre besiyerinde ¢oziindiikten sonra hiicre siispansiyonu 75 em’ lik flasklara

almarak CO, inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Hiicreler flaskin yiizey alnaninni

yaklasik %70-80 kaplayana kadar ¢ogalmalar1 saglandi.
1.2.2.4.  Hiicre hatlarimin stoklanmasi

Hiicre hatlarin1 stoklamak i¢in flask i¢indeki besiyeri uzaklastirilir ve hiicre
yiizeyini kaplayacak kadar 1X PBS ile hafifce yikandiktan sonra PBS aspire edilerek
uzaklastirildi. Hiicrleri ylizeyden kaldirmak amaciyla %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco)

sollisyonu eklendi ve 4 dakika, 370C’de, %S5 COz’li ortamda inkiibasyona birakildi.

Mikroskopla hiicrelerin yiizeyden kalkip yuvarlak yapryr aldiklar1 saptandiginda

besiyeri eklenerek tripsinizasyon islemi inhibe edildi ve 15 ml’ lik falcon tiipe alindi.
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800rpm’de 5dk santriflij yapilip pelet kismini tiipte kalmasini saglayacak sekilde
stipernatant kisim aspire edildi. Hiicreleri stoklamak i¢in 1 kriyoviale 5Sml DMSO +
Sml NBFS + 40ml RPMI igeren dondurma soliisyonundan 1.5 ml eklendi. Stoklanan

hiicreler -80°C’de muhafaza edildi.

1.2.2.5. Hemositometre ile hiicrelerin sayimi

Test metodlarinin uygularken plate well kuyucuklarina koyulacak hiicrelerin
sayim islemi icin Hemositometre kullanilmistir. Tripsinizasyon islemi sonrast hiicre
siispansiyonundan 10ul alinarak iizerine 10ul %0,5 tripan mavisi (Biological
Industries, Israil) eklendi. Bu karigimdan 10ul alnarak thoma lamina koyularak
sayim yapildi.

2.2.3.SRB Canlilik Metodu

SRB (Sulforhodamine B) canlilik analiz metodunun temel prensibi hiicresel
protein igeriginin Ol¢iimiine dayanan ve hiicre bazli ¢aligmalarda sitotoksisiteyi
aragtirmak i¢in yaygin olarak kullanilan diigiik maliyetli bir yontemdir (Orellena ve
ark.,2016). SRB boyas: asidik kosullarda hiicresel proteinlere baglanir, daha sonra
baglanan boya bazik ortamda ¢oziiniir hale getirilir ve renk yogunlugu kolorimetrik
olarak ol¢iliir.

Protokol dort ana asamaya ayrilabilir: tedavinin hazirlanmasi, tercih edilen tedaviyle
hiicrelerin inkiibasyonu, hiicre fiksasyonu ardindan SRB boyanmasi ve absorbans
Olglimii. Bu yontem, yapisik hiicrelerde kemoterapotik ilaglart veya kiigiik
molekiilleri test etmek i¢in etkili ve hassas bir sekilde kullanilabilir. Ayn1 zamanda
gen ekspresyon modiilasyonunun etkilerinin degerlendirilmesinde ve miRNA
replasmaninin  hiicre proliferasyonu {iizerindeki etkilerini incelenebilmektedir

(Kasinski AL ve ark.,2016).
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SRB metodu i¢in 6nce A549 hiicreler, 96 kuyulu plate’e 100 pl besiyeri
eklendi. Es zamanl olarak 400 pM ilag¢ stok soliisyonundan 100 pl seri diliisyonla
Sekil 3.1°de gorildiigii gibi eklenmistir. Ardindan, her kuyuya 5000 hiicre olacak
sekilde 100 pl hiicre eklendi. Kor i¢in kullanilan kuyulara 200 pl besiyeri eklendi.
Negatif Kontrole ilag muamelesi yapilmamis olup sadece besiyeri ve A549

eklenmistir.
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Sekil 2.1. ilag dozlar1 ve 96 kuyulu plate diizeni

72 saat 37 C’de, %5 CO,’li ortamda tedavi sonunda SRB Metodu i¢in asagidaki

adimlar izlendi;

1) Hiicresel proteinleri fikse etmek icin, her kuyuya %50(w/v) TCA(

Trikloroasetik asit) ¢ozeltisinde 50 pl eklendi ve +4°C’de 1 saat fikse edildi.

2) Fiksasyon sonunda plate ters gevrilerek TCA uzaklastirildi.
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3) TCA’y1 yikamak i¢in kuyular 5 defa deiyonize su ile yikandi ve her yikama
sonunda plate ters gevrilerek dokiildii.

4) Yikama sonrast %0,4 SRB soliisyonundan (100 ml %1 asetik asit+ 400 mg
SRB ) her kuyuya 50 pl eklendi ve 30 dakika oda sicakliginnda karanlik ortamda
inkiibe edildi.

5) Inkiibasyon siiresi sonunda plate ters ¢evrilerek SRB soliisyonu uzaklastirildi.

6) Baglanmamis boyay1 uzaklagtirmak i¢cin kuyular 5 defa %1 asetik asit (1 ml
asetik asit+ 99 ml steril deiyonize su) ile yikandi.

7) Yikama sonunda kuyular i¢inde hi¢ damla kalmayacak sekilde havada
kurutuldu.

8) Proteinlere baglanan boyanin ¢dziinebilmesi i¢in, 10 Mm tris bazi(121 mg tris
bazi+ 100 ml steril deiyonize su) 150 pl her kuyuya eklendi.

9) Shaker da 10 dakika 150 rpmde inkiibe edildi.

10) Optik densite ELISA reader’ 564nm da okundu.

2.2.4.1kili Florasan Boyama Y 6ntemi

DAPI ve Hoechst gibi boyalar hem canli hem cansiz hiicreleri boyarlar. Bu
nedenle canli ve 6lii hiicrelerin ayrimini yapmak i¢in ikinci bir boya kullanilir. Bu
caligmada DAPI ile tiim canli ve 6lii hiicreler boyanirken, hiicre membran biitiinligi
bozulan primer nekrotik veya gec¢ apoptotik (sekonder nekrotik) 6li hiicreleri
goriiniir hale getirmek i¢in PI kullanilmigtir. Canli hiicrelerin membran biitiinliigii
korundugu icin PI hiicre i¢ine alimamaz ve boyanamaz. Sekonder nekroza kadar
hiicrenin membran biitiinliigii bozulmaz. Olen hiicrelerin apoptozis ya da nekroz ile
oliip 6lmediginin ayrimint hiicre ¢ekirdegi morfolojisine bakarak yapilir. Kromotin
yogunlagmasi ve niikleus fragmentasyonu goriilen hiicrelerin apoptotik 6liim oldugu
kabul edilir (Ulukaya, 2003).

Ikili boyama igin;
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1) Hiicreler sayilarak 96 kuyulu plate igerisine 3 tekrarli olacak sekilde A549
hiicreleri 100ul besiyerinde 5x103 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Es zamanli
olarak tizerlerine Tingenonun’nun 100 uM dozu 100ul besiyeri igerisinde olacak
sekilde muamele edildi. Negatif kontrol i¢in 3 kuyuya 200 pl besiyeri koyuldu. 48
saat 37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakildu.

2) 48 saat inkiibasyon sonrasinda platedeki 180l besiyeri aspire edildi.

3) 5Sml PBS i¢inde 1 kuyuda 300mM olacak sekilde DAPI olacak sekilde
eklendi ve pipetlendi. Ardindan 1 kuyuda 1pug/ml olacak sekilde PI eklendi ve
pipetlendi. Hazirlanan ¢ozeltiden 50 pl her kuyuya eklendi. 30 dakika 37°C’de, %5
CO2’li ortamda inkiibasyona birakildu.

4) Florasan mikroskobunda goriintiileme yapildi.

Tablo 2.1. Floresan mikroskopide apoptotik hiicrelerin nekrotik ve normal

hiicrelerden ayirima.

Hoechst Propidiyu Apoptotik

boyasi m iyodiir morfoloji

Nekrotik

.. + + -
hiicreler
A_poptotik N i .
hiicreler
Normal N i )
hiicreler
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2.2.5. Akim Sitometri Analizleri

2.2.5.1.Kazpaz 3/7 testi

Kaspaz olarak bilinen proteolitik enzimlerin kaskad aktivasyonu, ¢ogu
apoptozis asamasinin kritik bir bilesenidir. Biri 6liim reseptorii stimiilasyonu ile
tetiklenen ve digeri mitokondride baslatilan iki ana kaspaz kaskad, DNA hasar1 gibi
cesitli hiicresel stres indiikleyicilere cevap olarak tanimlanmistir. Kazpaz
3/7indiiklenmesi, kazpaz 9 ile yada kazpaz 8in aktivasyonu ile gergeklesebilir.
Kazpaz 9 ile mitokondriyal, kazpaz 8 ise dissal yolak ile pro kazpaz 3/7 altifleserek
apoptosiz gergeklesmistir(Sekil 2.2) (Salvesan ve ark., 2008).

INTRINSIC PATHWAY
Post-mitochondrial
assemblyfof pro-apoptotic

. EXTRINSIC PATHWAY
"4, Death ligand delivered to

pro-casp-3
pro-casp-7

Cleavage of substrates....

APOPTOSIS

Sekil 2.2. Kazpaz 3/7 yolag1 (Salvesan ve ark., 2008)

Kaspaz 3/7 testi igin;
1) Hiicreler sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina A549 her kuyuya 1 ml

igerisinde 300x103 hiicre olacak ekim yapildi. Es zamanl olarak iizerlerine
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Tingenonun’nin 100 uM dozu 1 ml besiyeri icerisinde olacak sekilde uygulandi 48
saat 37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakildu.
2) 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarindan besiyeri aspire edildi ve serumdan
uzaklastirmak i¢in kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hiicre yikandi. PBS
ortamdan aspire edildi ve yapisan hiicrelerin kaldirmak i¢in 0,6 ml %0,05 Tripsin-
EDTA(Gibco) kullanildi. Yaklasitk 5 dakika 37°C’de, %5 CO2’li ortamda
inkiibasyona birakildi ve mikroskop ile hiicrelerin kalktigina emin olundugunda
15ml’lik falkonlara topland1 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
3) 1 ml’sinde 40x103hiicre olacak sekilde hiicre peleti sulandirildi.
4) Tedavi yapilan hiicre siispansiyonundan 50 pl eklendi.
5) Ardindan kaspaz3/7 ¢alisma soliisyonundan ependorfla 5 pl
Eklendi.
6) Pipetaj isleminin ardindan ependorf kapagi agik bir seklide 37°C’de, %5
CO2’li ortamda 30dk inkiibasyona birakildi.

7) Inkiibasyon siiresi sonunda ependorf igerisinde hiicre siispansiyonunan 150 ul
DNA’ya baglabanilen 7-AAD eklendi ve homojen hale getirildi ve oda
sicakliginda, karanlik ortamda 5 dk inkiibasyona birakildi.

8) Daha sonra muse cihazinda kaspaz3/7 aktivitesi 6l¢limii yapildi.

2.2.5.2.  Anneksin-V Metodu

Normal hiicrelerde hiicre zarinin membran i¢ ylizeyinde PS(Fosfatidil serin)
bulunur. Apoptozis ile hiicre oOliimii gerceklestiginde  normalde stitoplazma
ylizeyinde bulunan PS molekiilleri transloke olarak hiicre zarmin dis ylizeyine
cikarlar (Sekil 3.2).

PS translakosyonu erken apoptotik donemde yani hiicre membran biitiinligii

bozulmadigi donemde meydana gelir. Anneksin-V, PS molekiile baglanan bir

protein olmasi nedeniyle florasann bir molekii ile isaretlendiginde apoptotik hiicreler

gorlinlir hale getirilir (Ulukaya 2013). Floresans karkterdeki DNA’ya yiiksek
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affiniteye sahip 7-ADD (7- Aminoaktinomisin D) boyast kullanilarak nekrotik
hiicrelerde DNA’da G-C bazi yogun bolgelere baglanir.

Targets for PS agonists

|

Apoplosis
_—

Plasma
membrane

1: Phosphatidylserine (PS)

Sekil 2.3. Apoptotik hiicrelerde fosfotidil serin translokasyonu ( Sogbein ve ark.,
2014).

Anneksin- V i¢in, asagidaki adimlar takip edildi;

1) A549 hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina her kuyuya 1
mililitrede  300.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Ayni anda {izerine
Tingenon’un 5 uM dozu 1ml besiyeri icerisinde olacak sekilde hiicreler muamele
edildi. 48 saat 37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyon yapildi. Tedavi siiresi sonunda
oncelik olarak kit oda sicakliginda bekletildi.

2) 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarindan besiyeri aspire edildi ve serumdan
uzaklastirmak i¢in kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hiicre yikandi. PBS
ortamdan aspire edildi ve yapisan hiicrelerin kaldirmak i¢in 0,6 ml %0,05 Tripsin-

EDTA(Gibco) kullanildi. Yaklasik 5 dakika 37°C’de, %5 CO2’li ortamda
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inkiibasyona birakildi ve mikroskop ile hiicrelerin kalktigina emin olundugunda
15ml’lik falkonlara topland1 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

3) Siipernatantlar1 uzaklastirildi ve 100 pl %1 NBCS igeren besiyeri eklendi ve
ependorflara 100ul hiicre stispansiyonu alind1.

4) Uzerine 100ul Muse™ Annexin V & Dead Cell soliisyonu eklendi.

5) Vorteks yapilarak homojen hale getirildi.

6) Karanlik ortamda 20 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

7) Muse™ Cell Analyzer cihazi ile 6l¢iim yapildi

2.2.5.3.  Oksidatif stres belirlenmesi

Siiperoksit radikali (O2 -—), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali
(OHe*) lic major reaktif oksijen tiirleri (ROS) ‘ndendir ve normal metabolizama
olaylarinda az miktarda bulunur. ROS hem toksik hem de yararli olmastyla ikili bir
role sahiptir. Bu denenle bu zit rollerde denge onemlidir. Ciinkii ROS, bir yandan,
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini, hayatta kalmasini ve hipoksiye adaptasyonunu
kolaylastirarak, ~protumorijenik sinyallemeyi tesvik edebilir. Ote yandan
antitimorijenik sinyallesmeyi tesvik edebilir ve oksidatif stres kaynakli kanser
hiicresi 6liimiinii tetikleyebilir. Hiicre transformasyonu ve tiimdrijenezi i¢in gerekli
hiicre sinyal yolaklarini hiperaktivize etmek i¢in, kanser hiicreleri normal hiicrelere
kiyasla ROS iiretim hizlarini arttirir. Bununla birlikte, ROS homeostazini korumak
ve hiicre oOliimiinden kagmak icin kanser hiicreleri, antioksidan kapasitelerini
arttirir(Liou GY ve ark.,2010)

Hiicrelerdeki ROS seviyesini saptamak i¢cin Muse® Oksidatif Stres kiti
kullanild1. Bu kit superoksit radikallerini saptayarak oksidatif stres yiizdesi hakkinda
bilgi vermektedir.

Oksidatif stres testi i¢in, asagidaki adimlar takip edildi.

1) A549 hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina her kuyuya 1
mililitrede  300.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Ayni anda {izerine
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Tingenon’un 5 pM dozu 1ml besiyeri igerisinde olacak sekilde hiicreler muamele
edildi. 48 saat 37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyon yapildi. Tedavi siiresi sonunda
oncelik olarak kit oda sicakliginda bekletildi.

2) 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarindan besiyeri aspire edildi ve serumdan
uzaklastirmak i¢in kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hiicre yikandi. PBS
ortamdan aspire edildi ve yapisan hiicrelerin kaldirmak i¢in 0,6 ml %0,05 Tripsin-
EDTA(Gibco) kullanildi. Yaklasitk 5 dakika 37°C’de, %5 CO2’li ortamda
inkiibasyona birakildi ve mikroskop ile hiicrelerin kalktigina emin olundugunda
15ml’lik falkonlara topland1 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

3) Santrifiij sonrasi hiicre peleti ml’sinde 1x10° hiicre olacak sekilde Muse®
Oksidatif Stres kiti igindeki oksidatif stres c¢alisma soliisyonu ile karistirildi ve
homojen hale getirilip 30 dk inkiibasyona birakildu.

4) Inkiibasyon ardindan Muse™ Cell Analyzer cihaz ile l¢iim yapildi.
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3. BULGULAR

3.1. SRB TESTI BULGULARI

SRB boyamasi yapmadan 6nce farkli dozlardaki Tingenon bilesiginin 72 saatlik
tedvi sonrasinda faz fotograglari ¢ekilmistir (Sekil 4.1 ). Negatif kontrol (NK)
kuyucugundaki A549 hiicreleri beklendigi gibi yogunlukta proliferasyon
gozlemlenmistir. 25uM  dozundan itibaren mikroskop gozleminde yeterli
proliferasyonun olmadigi gozlenmistir. 100 uM dozunda alandaki hiicrelerin

cogunun 6li oldugu gozlemlenmektedir.

Tingenon bilesiginin 72 saat tedavisinde farkli konsantrasyonlarinin (0,04-100
uM) hiicre canlilig1 tizerine etkisi SRB testi ile belirlendi. Doz konsantrasyon arttik¢a
hiicrelerin canlilik yiizdesinde istatistiksel olarak anlamli azalmalar gozlendi (Sekil

4.2).
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Sekil 3.1. A549 hiicrelerinde 20a-hidroksitingenon bilesiginin tedavi sonundaki 10X

faz goriintiileri.
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Sekil 3.2. 20a-hidroksitingenon bilesigi uygulanan A549 hiicre hattinin canlilik
ylizde grafigi. Her bir veri noktasi 3 bagimsiz ¢aligmanin ortalamasini temsil
etmektedir.

SRB verilerine gore A549 hiicrelerinde Tingenon bilesiginin sitotoksik
aktivitesinin gosterilmesinde dnemli olan IC5, (tedavi sonrasi hiicrelerin %50’sini
oldiiren konsantrasyon) ve ICq, (tedavi sonrasi hiicrelerin %90’1n1 Oldiiren

konsantrasyon) degerleri ise Tablo 3.1’ de belirtilmistir.

Tablo 3.1. 20a-hidroksitingenon bilesigi uygulanan A549 hiicre hatlarinda SRB
canlilik testi sonuglarina gore ICsq ve 1Cqpdegerleri.

Doz (uM) A549
ICs 50,9+1,5
ICy 123,642,8
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3.2. DAPI VE PI ILE IKiLI FLORASAN BOYAMA YONTEMI BULGULARI

Florsan boyamada DAPI(mavi renk) tiim canli ve 0l hiicreleri boyamak, PI
(kirmiz1 renk) ise sadece membran biitiinliigli bozulan hiicrelerin ¢ekirdegini
boyamasi nedeniyle 6lii hiicreleri gézlemlemek i¢in kullanildi. Apoptosizde DNA
belli baz araliklarinda fragmente olmaya baglar ve parcali niikleus yapilar1 olusur.

Apoptotik hiicreler boyama sonucunda daha parlak ve kii¢iilmiis olarak goriiliir.

Niikleus morfolojisinde pignotik yapi, kiigiilme, fragmentasyon yada kromotin
yogunlagmasi ile 6liimii bagdastirilir. Fakat hiicrenin kii¢iilmiis morfolojisine ragmen
yasadigin1 anlamak i¢in PI boyaya ihtiya¢ duyulur. Ciinkii PI boya alan hiicre 6lmiis

demektir.

A549 hiicrelerinin 48 saat ile tedavisi sonucunda florosan mikroskobunda yapilan
gbzlem Sekil 4.3° de verilmistir. Kontrol grubu beklendigi gibi niikleus morfolojisi

yuvarlak ve intakdir.

Tedavi sonucu hiicrelerde ise parcgali niikleus yapilar1 ve/veya kondense kromotin

apoptotik yapilar agik bir sekilde goriildii.
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Control

DAPI

IC90

Sekil 3.3. 20a-hidroksitingenon bilesiginin 48 saatlik tedavi sonrasi floresan

mikroskopgoriintiileri. Mavi ok: Piknotik veya kondanse niikleus
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3.3. AKIM SITOMETRISI BULGULARI

3.3.1.Kaspaz 3/7 Testi Bulgulari

Kaspaz 3/7 aktivasyonunun apoptotik hiicre 6liimiinde bilgi verir. Apoptosiz
proteazlarin aktiflesmesiyle olusur. Akim sitometrisinde Kaspaz 3/7 aktivitesi
degerlendirilmesinde A549 hiicrelerinin 48 saatlik tedavi sonrasinda, Tingenon
bilesiginin tedavi sonucunda total apoptotik hiicre yiizdesi %79,6 (B+D) olarak
belirlenmistir (Sekil 4.4).

Control IC90
.l APOPTOSIS PROFILE _ ~ APOPTOSIS PROFILE _
Z iDead Apoptotic/Dead g Apoptotic/Dead
12.04 % 6.42 % 79.48 %
A ‘ B B
34 <
. ] N
= | =
= =
o 2- o
L 3 <
= 1 =
L 4 &
D D
1.54 % ] 012 %
2 Apoptotic 2, ive . Apoptotic
2 3 4 0 1 2 3 4
Uve CASPASE-3/7 Apopiotc Uve CASPASE-3/T Apopionc

Sekil 3.4. 20a-Hidroksi Tingenon bilesiginin ile 48 tedavi sonrasinda Kaspaz 3/7
degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin histogramlari.

A:Nekroz, B:Geg Apoptozis, C: Canlilik, D:Erken Apoptozis
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3.3.2. Anneksin-V Testi Bulgular

Annexin V-FITC ve 7-AAD negatif olan bolge canli hiicreleri (C), Annexin
V-FITC ve 7-AAD pozitif olan bolge ge¢ apoptotik hiicreleri (B), Annexin V-FITC
pozitif ve 7-AAD negatif olan bdlge erken apoptotik hiicreleri (D), Annexin V-FITC
negatif ve 7-AAD pozitif olan bolge ise nekrotik hiicreleri (A) yiizde degerlerini

gostermektedir.

Akim sitometrisinde Anneksin-V degerlendirmesinde A549 hiicreleride 48
saatlik tedavi sonrasinda apoptotik oran %82,05 (B+D) olarak belirlenmistir (Sekil
4.5). Kontrol grubunda tedavi uygulanmayan A549 hiicreleri, beklendigi gibi canlilik
bolgesinde (C) canlilik %90 iizerindedir. Anneksin-V degerlendirmesi sonucunda
sekonder nekroz yani ge¢ donem apoptosiz gozlemlendi. Bu durum hiicrelerde

goriilen apoptozisin kaspaz bagimli olabilecegini gostermektedir.

Control IC90
.. 'APOPTOSIS PROFILE . 'APOPTOSIS PROFILE »
iDead Late Apop./Dead iDead Late Apop./Dead
1041% 251% 16.75% 81.15%
1A B 1A B
31 o 1

VIABILITY
r
PR | Ab
VIABILITY

& o
D D
] 7.06 % 0.90 %
ol » Early Apop. Early Apop.
0 1 2 ?: 4 0 1I 2 3’ 4
Uve ANNEXIN V Apopiotc Uve ANNEXIN V Apopiotic

Sekil 3.5. 20a-Hidroksi Tingenon bilesigini ile 48 tedavi sonrasinda A549 akciger
kanser hiicrelerinde Annexin-V degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yilizde
degerlerinin histogramlari. A:Nekroz, B:Ge¢ Apoptozis, C:Canlilik, D:Erken
Apoptozis
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3.3.3. Oksidatif Stres Degerlendirmesi

Tingenon bilesiginin A549 hiicrelerinde 48 saatlik tedavi sonunda meydana
gelen apoptotik 6liimiin ROS kaynakli olup olmadigini goérmek i¢in akim
sitometresinde ROS miktar1 degerlendirildi. ROS pozitif hiicrelerin %59,05 oldugu
goriildii. Kontrol grubunda ROS miktar1 beklendigi gibi ¢ok diisiik miktardadir.

Control 1C90
10 ROS PROFILE : . ROS PROFILE ﬂ
90 M1: 92 47% 901 M1: 39.32%
801 M2: 7.30% 801 M2: 59.05%
0] (!
= 60 M2 z O M2
3 3 5
O 40 O 4
30, 30
20/ 20/
104 104
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Nzg ROS Pos Neg ROS Pos

Sekil 3.6. 20a-Hidroksi Tingenon bilesigi ile 48 saat tedavi sonrasinda A549
akciger kanser hiicrelerinde ROS yiizde degerlerinin histogrami. M1: ROS negatif
hiicreler (—); M2: ROS pozitif hiicreler ROS(+)
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada A549 hiicre hattinda 20a-hidroksitingenon bilesiginin 0,04 pl’ de
100 pl” a kadar dozlarina 72 saatlik tedavi uygulanmigtir. Doza bagh fakat zaman
bagimsiz uygulanan SRB metodu sonucuna gore, 20a-hidroksitingenon bilesiginin
diisiik konsantrasyonlarin 6liime sebep olmadig1 gozlenmistir. Ancak, 6zellikle 12,5
UM dozundan itibaren {ist konsantrasyonlara gittikce artan bir Oliim orani
gozlenmistir. Bu g¢alismadaki Tingenon bilesiginin ICspdegeri 50,9 puM oldugu

belirlenmistir.

Literatiirdeki diger ¢aligmalara bakildiginda, Tingenon ve tiirevi diger bilesikler
(22-hidrokstingenon ve pristimerin) ile Gomes ve arkadaglar1 (2011) ‘nin  yaptig1
calisgmada meme (LM3) and ve akciger (LPO7) hiicre hatlarinda 2- 5 uM arasinda
ICs, degerleri saptanmis olup bu bilesiklerin 6nemli bir antikanser ajani olabilecegi

belirtilmistir.

Cevatemre ve arkadaslar1 (2016) yaptiklar1 calismada MCF-7 meme kanser
hiicrelerinde diisiik dozlarda (2.38 pM) 20a-hidroksitingenon bilesiginin tiirevi olan
Tingenon B (22b-hydroxytingenone)’ nin Endoplazmik Retikulum Stresinin hiicre

Oliimiinii indiikledigini saptanmigtir.

Yang ve arkadaslar1 (2007)’ nin pristimerinin PC-3 prostat kanser hiicre
hatlarinda ICsy degeri 3 uM olarak bulunmus ve kaspaz bagimli apoptosiz oldugu
belirtilmistir. Costa ve ark. (2008) ise HL-60 hiicre hattinda ICsy degerini 0,88uM
olarak saptamis ve pristemerinin DNA sentezi inhibasyonu yaparak hiicre olimii

gergeklestirmesi nedeniyle potansiyel bir antikanser ilaci olabilecegini belirtilmistir.
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20a-hidroksitingenon bilesiginin A549 akciger kanser hiicre hatlarinda tek
zamanli doza bagli tedavisinde SRB metodu ile [Cyydegeri 123,6 olarak
belirlenmistir. Ardindan ICypdegeri ile hiicre 6liim modu parametrelerini belirleme

yoluna gidilmistir.

Annexin V ile flowsitometrik degerlendirmede 48 saat boyama sonucunda
hiicrelerin ge¢ apoptozise gittigi gozlemlendi. Apoptozisi gdézlemledikten sonra
apoptozis slirecinin en Onemli gostergelerinden olan kaspaz aktivasyonu

degerlendirildi. Kaspaz 3/7 aktivitesinde artig gozlemlendi.

Dogal bilesiklerin antioksidan etkilere neden oldugu gibi oksidatif strese de
neden olabilmektedir. Bu nedenle 6zellikle reaktif oksijen tiirlerinden Muse Analiz
Kiti’n in dedekte ettigi superoksit radikallerin miktarma bakildi. A549 hiicrelerinde
kontrole kiyasla ROS miktarinin belirgin derecede arttifi goriilmiistiir. Hiicre
icindeki yliksek ROS miktar1 apoptozisun uyarilmasina yol agarken; diisiik
diizeydeki ROS miktar1 ise bir sinyal ileti molekiilii gibi gérev yaparak hiicrenin
biliylimesini ve hayatta kalimini diizenlemektedir (Wong ve ark. 2010). Bu nedenle
yiksek ROS’un artisiyla, Tingenon’un apoptotik  oliimde etkisi oldugu
diisiiniilmektedir. Tingenon bilesiginin A549 hiicre hattindaki ROS miktarinin
artistnin  DNA hasarina sebep olup olmadiginin protein ve gen diizeyinde

arastirmalar sonraki ¢aligmalarda yapilmalidir.

Kazpaz 3/7 degerlendirmesinde; ge¢ apoptotik hiicre ylizdesi %79,48 (B) olarak
belirlenmistir. Apoptotik 6liimiin i¢sel yada dissal yolakla da olabilecegi goriildii.
Mitokondriden salinan sitokrom ¢’ nin kazpaz 3’iin indiiklenmesine sebep olup
apoptosize neden olmus olabilir. Superoksit radikallerinin kontrol grubuna kars1
artig1 sekonder nekroz oldugunu destekler niteliktedir. Fakat oksidatif stres bakilirken
ayni zamanda DNA hasar kiti kullanilarak DNA hasarina yol acip a¢madigi
bakilmas:1 gerekirdi. Ilerdeki calismalarda DNA hasarma bakilarak ROS artist
bagdastirilmali. Gomes ve arkadaslar1 (2011) yaptig1 ¢aligmada Tingenon bilesiginin
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tiirevi olan prismetirin molekiiliinii meme kanser hiicrelerinde DNA hasarina sebep
olarak apoptozise gittigini ileri slirmiislerdir. Tingenon molekiilii A549 hiicrelerinde

DNA hasarina sebep olma nedeniyle ROS seviyelerinde artig gozlemlenmis olabilir.

Oliimlerin apoptotik 6liim olup olmadigi gérmek igin ikili florasan boyama
yapilmistir. Ikili boyama sonucuna bakildiginda, DAPI ve PI boyas: ile piknotik
ve/veya fragmente niikleuslarin varlig1 goriintiilendi. DAPI ile boyama sonucunda
canli ve Olii tiim hiicreler boyay1 almistir. PI boya ise sadece membran biitiinliigiiniin
bozulmasi nedeniyle 6len hiicreler almis olup apoptotik yapilar ¢ok net gézlemlendi.
Tedavinin sekonder nekroz/ge¢ apoptozise neden oldugu (DAPI pozitif, PI pozitif)

goriildil.

Tingenon molekiiliin A549 akciger kanser hiicre hattinda apoptotik etkisi yiiksek
dozlarda goriilmektedir. Biitiin bu sonuglar dikkate alindiginda Tingenon antikanser

ila¢ aday1 olabilecegi diigiiniilmektedir.
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