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Sinnamaldehit olarak da bilinen Trans-Cinnamaldehyde (CgHgO, molekiiler
agirhk: 132,16 g/mol, saflik>99% ), Cinnamomum cassianin kok kabugundan izole
edilmis aktif bir bilesiktir. Cinnamomum cassia, hem Dogu hem de Bati iilkelerinde
gastrit, kan dolasimi rahatsizliklar1 ve iltihapli hastaliklarin tedavisinde geleneksel
olarak kullanilmaktadir. Sinnamaldehit; icecek, dondurma, tathlar ve sakiz gibi gida
maddelerinde koku arttiric1 bir madde olarak yaygin kullanilan tar¢in kabugu yaginin
ana bilesenidir. Yapilan ¢calismalarda, Sinnamaldehit’in antitiimor, antifungal, sitotoksik
ve mutajenik/anti-mutajenik aktiviteler gibi ¢esitli biyolojik aktiviteler gostermesi
kanser tedavisi i¢in yararli bir kemoterapdtik madde olabilecegini diisiindiirmektedir.
Ayrica Sinnamaldehit’in, tiimor hiicresinin ¢ogalmasini inhibe ettigi bilinmektedir.
Yaptigimiz c¢alismamizda, Sinnamaldehit’in kanser hiicreleri {izerindeki etki
mekanizmalarini arastirmak i¢in H-Ras onkojeni ile transfekte edilen sigan embriyonik
fibroblast hiicreleri (H-ras 5RP7) kullanilmistir. NIH/3T3, fare embriyo fibroblast
hiicreleridir. NIH/3T3 hiicreleri Sinnamaldehit'in kanser hiicreleri iizerinde gostermis
oldugu etkilerin normal hiicreler ilizerinde gosterdigi etkiler ile karsilastirmak igin
kullanilmistir. Bu ¢alismamizda; Sinnamaldehit’in H-Ras onkojeni ile transfekte edilen
sican embriyonik fibroblast hiicrelerindeki sitotoksik etkileri tespit edilip ayn1 zamanda
yol actigi programli hiicre Oliimii mekanizmalar1 arastirilmistir.  Boylelikle
Sinnamaldehit’in gelecek yillarda anti-kanser ila¢ olarak kullanilmasina katki

saglanmaya calisilmistir.

Anahtar Sozciikler: Sinnamaldehit, Apoptoz, Sitotoksisite



ABSTRACT

3T3 AND 5RP7 CELL LINE THE CINNAMALDEHYDE
INVESTIGATION OF APOPTOTIC MECHANISM

Kiibra URAL
Department of Advanced Technologies
Program in Biotechnology
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, July 2019
Supervisor: Prof. Dr. Hatice Mehtap KUTLU

Trans-Cinnamaldehyde (CyHsO, molecular weight: 132,16 g / mol, purity> 99%),
also known as cinnamaldehyde, is an active compound isolated from the root shell of
Cinnamomum cassia. Cinnamomum cassia has been traditionally used in the treatment
of gastritis, circulatory disorders and inflammatory diseases in both Eastern and
Western countries. Cinnamaldehyde; is the main component of cinnamon bark oil
which is widely used as an odor enhancing agent in foodstuffs such as beverages, ice
cream, desserts and gum. In studies, Sinnamaldehyde shows a variety of biological
activities such as antitumor, antifungal, cytotoxic and mutagenic/anti-mutagenic
activities, suggesting it may be a useful chemotherapeutic agent for cancer treatment. It
is also known that cinnamaldehyde inhibits the proliferation of tumor cells. In our study,
rat embryonic fibroblast cells transfected with H-Ras oncogene (H-ras 5RP7) were used
to investigate the mechanisms of action of cinnamaldehyde on cancer cells. NIH/3T3
are mouse embryo fibroblast cells. NIH/3T3 cells were used to compare the effects of
cinnamaldehyde on cancer cells with those on normal cells. In this study; Cytotoxic
effects of cinnamaldehyde in rat embryonic fibroblast cells transfected with H-Ras
oncogene were determined and also the mechanisms of programmed cell death caused
by these cells were investigated. Thus, it has been tried to contribute to the use of

Sinnamaldehyde as an anti-cancer drug in the coming years.

Keywords: Cinnamaldehyde, Apoptosis, Cytotoxicity
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1. GIRIS
1.1. Kanser

Normal hiicreler belirli bir kontrol mekanizmasi sayesinde kontrollii bir sekilde
cogalirlar. Normal hiicreler genetik ya da c¢evresel etmelerle hiicre kontrol
mekanizmasindan ¢ikip diizensiz ve kontrolsiiz boliinlip ¢ogalmaya baglarsa kanser
olugsmaktadir. Kanserin tanimlayici bir 6zelligi, hiicrenin normal smirlarin1 asan,
sonrasinda viicudun diger kisimlarini ele gegiren ve farkli organlara dagilabilen anormal

hiicrelerin hizlica gogalmasidir [1].

1.2. Kanser Olusumu

Kanser, iilkemizde ve diinyada 6liim nedenleri arasinda kalp hastaliklarmdan
sonra en yaygin goriilen hastaliktir. Diinyada yaklasik her alt1 6liimden, tilkemizde ise
bes 6liimden birinin altinda yatan nedenin kanser oldugu goriilmektedir [1, 2]. Kanser
hastaliginin yol actig1 6liimlerin yaklasik iicte biri; beden kiitle indeksinin fazlaligi,
yetersiz beslenme, fiziksel aktivitenin azhigi ve zararli madde (alkol, tiitiin vb.)
kullanimindan kaynaklanmaktadir. Zararli maddelerin kullanimi kanserde en Onemli
risk faktoriidiir ve Oliimlerin yaklasik %22'sini olusturur. Giinlimiizde kanserin
Onlenebilirligi konusunda bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir. Risk faktorlerinden kagimak
kanserden korunmanin yollarindan sadece biridir. Birgok kanser tiiriinde erken teshis
konulmus ve kanser hiicresine istenilen sekilde miidahale edilmisse iyilesme olasiligi

yiiksektir [1].

Diinya niifusunun devam eden artisi, yaslanmasi ve etiyolojik faktorler ile birlikte
kanser insidanslarindaki artis nedeniyle, gelecekte kanser insidansinda daha da biiyiik
artiglar ongorilmektedir [1, 3]. 2015 yilinda Tiirkiye’de yasa bagli kanser ilerleme hizi
orani; kadnlarda ortalama yiiz binde 177,5 erkeklerde ise ortalama yiiz binde 247,6
olarak tespit edilmistir. Kadin ve erkekler birlikte degerlendirildiginde toplam kanser
insidans1 ise ortalama yiiz binde 212,6’dir. Son 5 yila ait arastrma sonuglarma gore;
erkeklerde kanser sikliginda azalma goriliirken, kadinlarin durumu sabit kalmistir [4].
Tiirkiye 2015 kanser verileri: Diinya, Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansi’na
(IARC) iiye 24 iilke, Avrupa Birligi tiyesi 28 iilke ve Amerika Birlesik Devletleri’nde
en son kanser verileri 2012 yili oldugu i¢in o yil ile karsilastirilmistir. Buna gore;
Tiirkiye’de genel kanser insidansi, erkeklerde diinya insidansindan yiiksek iken

kadnlarda biraz daha diisiiktiir. Ulkemizde goriilen kanser tiirlerinden ilk besi diger

1



tilkelerdeki durum ile benzesmektedir. Kadinlarda meme kanseri; erkeklerde ise brons,

akciger ve trakea kanseri en ¢ok rastlanan tiirlerdir [4].

Kontrolsiiz boliinmeyle siirekli gogalan hiicreler, dokularda kiimelenmis tiimorleri
olusturmaktadir. Olusan tiimorlerin yayilip yayilmamasma gore kanser iki gruba
ayrilmaktadir. Bunlar benign (iyi huylu) timérler ve malign (kotii huylu) tiimorlerdir.
Hiicreler kanserli degilse timor benign olarak adlandirilir. Benign tiimorler yakindaki
dokular1 istila etmeyen veya viicudun diger bdlgelerine yayilmayan (metastaz)
tiimorlerdir. Benign bir timdr Onemli organlarm, dokularm, sinirlerin veya kan
damarlarinin yakininda bulunmadig1 ve hasara neden olmadigi siirece daha az zararhdir.
Benign tiimor ¢ok biiyiiyebilir, bazen kilo agirliginda olabilmektedir. Beyinde ve
kafatasmin etrafindaki normal yapilarda olustuklarinda tehlikeli olabilirler. Bu tehlike
hayati organlara zarar verme, kanallar1 tikayabilme gibi  6zelliklerden
kaynaklanmaktadir. Bu tiimorler ameliyatla c¢ikarilabilir ve genellikle bir kez
alindiklarinda tekrar ortaya ¢ikmazlar. Malign tiimorler; kanserli hiicrelerin, kan ve lenf
sistemiyle viicudun diger bdlgelerine metastazi ile olusmaktadir. Ornegin, meme kanseri
meme dokusunda baslar ve tedavi edilmezse koltuk altindaki lenf diigiimlerine
yayilabilir ve kemikler veya karaciger gibi viicudun diger bolgelerine de metastaz
yapabilir. Bu kanser hiicreleri metastaz yaptiklar1 bolgelerde ikincil tiimor olarak
adlandirilan yerlerde tiimor olusturabilir. Bu ikincil timérler viicuttaki uzak bolgelere
yayildigindan dolayi, ameliyat ile uzaklastirilmasi ve hastaligin tedavisini

giiclestirmektedir [5].

Karsinogenez terimi, normal hiicrenin bir kanser hiicresine doniisiimde gegirdigi
degisiklikleri kapsayan siirecin tamamini ifade etmektedir. Bu siirecle ilgili Hanahan ve
Weinber 2000 yilinda kanser hiicresini normal bir hiicreden ayiran 6 6zellik
belirlemiglerdir. 2011 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada ise kanserlesme siirecine
neden olan 4 ilave ozellik daha tespit edilmistir [6]. Bu Ozellikler Sekil 1.1.°de

gosterilmistir.
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(anjiyogenez)
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Sekil 1.1. Kanser hiicresine has ozellikler (Hanahan ve Weinberg, 2011)

1.3. Kanser ve Hiicre Dongiisii

Kanserin olusumunu daha iyi anlamak i¢in hiicre dongiisliniin ve kontrol
noktalarinin incelenmesi gerekmektedir. Hiicre dongiisii ve fazlar1 ilk kez 1951 yilinda

Howard ve Pele tarafindan agiklanmustir [7].

Hiicre dongiisii; GO, Interfaz (G1, S, G2) ve Mitoz (M) fazlarmi icermektedir. GO
fazinda farklilasmis hiicreler aktif metabolizmalarina ragmen biiyiime faktorii ile
uyarilana kadar bilyiiyemez ve bliinemezler. Interfazin G1 fazinda DNA replikasyonu
icin hazirliklar baglar ve protein sentezi ger¢eklesir. S fazinda DNA miktari iki katina
cikarak G1 fazindaki hazirliga gore DNA replikasyonu gerceklesmektedir. G2 fazinda
da hiicre biiylimesi siirdiiriilirken es zamanli olarak mitoz asamasina hazirlik
gerceklestirilmektedir. Mitoz fazinda hiicre boliinmesi; profaz, prometafaz, metafaz,
anafaz ve telofaz alt evreleri dahilinde gergeklesmektedir [8, 9]. Mitoz asamasinin

tamamlanmasi ile bir hiicre dongiisii tamamlanmis olmaktadir [10].



Sonu¢ olarak birbirinin aynist iki yeni hiicre olugmaktadir. Devamli olarak
boliinen hiicreler, hiicre biliylimesini durduran sinyalleri alana kadar ¢ogalmaya devam
etmektedir. Eger hiicre ¢ogalmasi durur ise bolinmekte olan hiicre GO fazina
gegmektedir [11]. Bu durum kanser hiicreleri igin gegerli degildir. Kanser hiicreleri GO
fazina girmezler ve biiyiime sinyalinin kontroliinden ¢ikarlar. Bunun disinda kanser
hiicreleri cevredeki hiicrelerden gelen sinyallere de tepkisizlestiklerinden dolay1

(kontakt inhibisyon eksikligi) kontrolsiiz sekilde ¢cogalabilmektedirler.

1.3.1. Hiicre dongiisii kontrolii ve kontrol noktalar
Hiicre  dongiisiindeki  faz  gecislerinin  istenilen  sekilde  gerceklesip
gerceklemedigini denetleyen, siklinler ve siklin bagimli kinaz proteinleri vardir. Bu

proteinler hiicre dongiisiinii ti¢ farkli noktadan denetlemektedir. Bu noktalar Sekil

1.2.’de gosterilmistir.

G1/S kontrol noktasi
Hicre, boyutu ve DNA
bitunligunu izler

Hiicre donglstine  G1 |
yeniden giris karari ‘ G .

Hiicre dongistnden (1

cikis karari G2 G2/M kontrol noktasi

Hicre, DNA sentezini

ve hasarini izler
M kontrol noktasi

Hiicre, ig iplik
olusumunu ve kinetokorlara
tutunmasini izler

Sekil 1.2. Hiicre dongiisti boyunca hiicrenin izlendigi kontrol noktalari ve hiicrenin ¢ogalma kontrol

noktalart (Klug, Cummings ve Spencer, 2011)

1.3.1.1. G1/S kontrol noktasi

Hiicrenin uygun boyuta ulasip ulagsmadigi, DNA’nin kendini diizgiin esleyip

eslemedigi veya DNA’da hasar olup olmadigi, protein ve enzimlerin yeterince iiretilip



iretilmedigi kontrol edilmektedir. Bu asamalardan sadece birisi bile basariyla
gerceklesmemis ise S evresine gecis engellenmektedir. Boliinmeye elverisli kosullar
yeniden saglandiginda hiicre dongiisii, kontrol noktasindan bdliinmenin devam

ettirilmesi yoniinde sinyal olusmaktadir.

1.3.1.2. G2/M kontrol noktasi

Mitoz fazina kadar olan asamalarin kontrolii bu noktada gergeklestirilir. DNA
replikasyonu istenilen bicimde tamamlanmadik¢a mitozun baslamasin1 saglayan
sinyaller bu kontrol noktasindan gonderilmemektedir. DNA kontrolii ve replikasyonu

tamamlandiginda hiicre dongiisiiniin devami bu kontrol noktasindan saglanmaktadir.

1.3.1.3. M kontrol noktasi

M kontrol noktasinda ig ipliklerinin meydana gelmesi ve bu ipliklerin kinetokorlar
sayesinde sentromere tutunmasi kontrol edilmektedir [11]. Kinetokorda bir hasar
meydana gelir veya kromozomlarin baglanmasi swrasinda bir hasar olusursa hasar
diizeltilene kadar M kontrol noktasindan gonderilen sinyal ile mitoz fazi metafaz
evresinde durdurulmaktadir.

Hiicre dongilisliniin kontroliinii saglayan proteinler siklinler (cyc), siklin bagimli
kinazlar (CDK) ve siklin bagimli kinaz inhibitérleri (CKI) dir. Gliniimiizde 11 c¢esit
siklin bagimli kinaz ve 16 ¢esit siklin bulundugu tespit edilmistir. Siklinler hiicre
dongiisiiniin baz1 evrelerinde sentezlenmektedir. G1 fazmnin baslangicinda siklin-D, geg
G2 ve S fazinda siklin-E, S fazinin baslangicindan G2 fazinin sonuna kadar siklin-A,
G2 ve M fazinda siklin-B sentezlenmektedir [12]. Temel olarak siklinlerin ortak
gorevleri siklin bagimli kinazlar1 aktive etmektir. Siklin ve siklin bagimli kinaz
kompleksinin rolii hiicre dongiisii asamalarinda gorev alan proteinlerin fosforilasyonunu
saglayarak dongiiniin ilerlemesini kontrol etmektir [13]. Herhangi bir siklin ile
birleserek kompleks olusturmayan siklin bagimli kinazlar aktiflesememektedir. Siklin
bagimli kinazlarm her biri farkli bir siklin ile baglanir ve bu yap1 proteinlerin hangisinin
fosforile edileceginin tespitini gergeklestirmektedir. [12, 14, 15]. Siklin bagimh kinaz
inhibitorleri ise olusan siklin ve siklin bagimli kinaz yapisini denetleyerek dongiiyii
G1/S kontrol noktasinda durdurmaktadir. Genel olarak hiicre dongiisiinii kontrol eden
genlerin herhangi birinde meydana gelen mutasyon veya yanlig anlamlandirma kanser

gelisimine sebebiyet vermektedir [11].



Kanser hiicrelerinin temelinde timor baskilayict genler ve proto-onkogenlerin

mutasyona ugramasi ya da yanlis ifade edilmesi bulunmaktadir (Bkz. Tablo 1.1.).

1.3.2. Protoonkogenler

Protoonkogenler; hiicrelerin biiylime, ¢ogalma, farklilasma gibi sinyal iletim
mekanizmasinda gorev alan birden fazla proteinin sentezlenmesinden sorumludurlar
[16]. Biiyiime diizenlemesini denetleyen proteinleri sentezleyen bu genler mutasyona
ugradiginda onkogene doniismektedirler [11, 16]. Bunlarin onkogene doniismesi hiicre
biiyiimesine ait kontrol mekanizmasint bozmakta, kanser hiicrelerinin kontrolsiiz
proliferasyonuna, ayn1 zamanda da istenmeyen kontrolsiiz hiicre biiyiimelerine neden
olmaktadir [16, 17]. Onkogenler hiicre ¢ogalmasini Uyarma 6zelligini tasimaktadir.
Timor dokusunda ¢ok sayida veya farklilastirilmis bigimde ifade edilen, kontrol
edilemeyen hiicre proliferasyonuna neden olmaktadir. Buna ilaveten bu genler otozomal
dominant ozelliktedirler ve isimlendirmeleri proteinlerinin Oniine ¢ harfi getirilerek

gerceklestirilmektedir [11, 18].

1.3.3. Tiimor baskilayici genler

Timor baskilayict genlerin temel iki Ozelligi; hiicre dongiisiine ait kontrol
noktalarmi diizenlemesi ve programli hiicre Oliimiinii indiiklemesidir. Normal
hiicrelerde tiimor baskilayict genler ile kodlanmis proteinler, DNA hasarina veya
disaridan gelen biiylime baskilayict sinyallere tepki olarak hiicre dongiilerini
durdurabilmektedir. Timo6r baskilayict genlerde meydana gelen mutasyon ise timor
olusumuna neden olmaktadir [11].

Timor baskilayici genler, ilk kez kalitsal kanser tiirlerinde tespit edilerek
tamimlanmistir. Bunlarda ilk tanimlanan ise retinoblastomadir (Rb). Normal hiicrelerde
Rb geni heterozigottur. Rb geni normal kopyalarinin ikisininde kayb1 sonucu hiicrelerin
kanser hiicresine doniismesi meydana gelmektedir. Bu sebeple diger kanser baskilayici
genler ile birlikte genellikle ¢ekinik kanser genleri olarak bilinmektedir. Kalitsal olarak
aktarilan timor baskilayici genlerdeki istenmeyen degisiklikler ¢ocukluk ¢aginda timor
insidansmin artmasina neden olabilmektedir. Ayrica tiimor baskilayicilarini sifreleyen
bolgedeki normal allellerin kaybi veya aktifligini yitirmesi ¢ocukluk ve eriskin donem

kanserlerinin olusumunu tetikleyebilir [16, 19, 20, 21].



Tablo 1.1. Karsinogenezle iliskilendirilen bazi proto-onkogenler ve tiimor baskilayici genler (Klug,

Cummings ve Spencer, 2011)

Proto-onkogen Genel Fonksiyonlar: Kanserde Yaptigi flgili Oldugu Kanser
Degisiklik Hastahklar:
H-ras Sinyal iletimi yapan molekiil | Nokta mutasyonlari Kolorektal, mesane ve
GTP ve GDP’ye baglanir pek cok kanser tipi
c-erbB Transmembran biiyiime Gen ¢ogalimi, nokta Glioblastomalar, meme
faktorii reseptorii mutasyonlari kanseri ve serviks
kanseri
c-myc Transkripsiyon faktorti, Translokasyon, nokta Lenfoma, 16semi,
hiicre dongiisiinii, mutasyonlari, akciger kanseri ve pek
farklilasmay1 ve apoptozisi amplifikasyon ¢ok kanser tipi
diizenler
c-kit Tirozin kinaz, sinyal iletimi ]| Mutasyon Sarkomalar
RARa Hormona bagimli Kromozomal Akut promiyelositik
transkripsiyon faktorii translokasyonlar, flizyon | l6semi
urtinu
E6 Insan papilloma viriisii HPV infeksiyonu Servikal kanser
tarafindan kodlanan
onkogen, p53°l inaktive
eder
CDK 2,4 Siklin bagiml kinazlar, Asir ifade, mutasyon Mesane, meme ve pek
hiicre dongiisii fazlarini cok kanser tipi
diizenler
Tiimor Genel Fonksiyonlar: Kanserde Yaptig1 Tlgili Oldugu Kanser
Baskilayic1 Gen Degisiklik Hastaliklar:
p53 Hiicre dongiisii kontrol Viral onkogenlerin Akciger, meme
noktalari, apoptozis tirtinleri ile inaktivasyon, | kolorektal kanseri ve
Mutasyon dahasi
RB1 Hiicre dongiisii kontrol Viral onkogen iiriinleri Osteosarkoma,
noktalar1 ile inaktivasyon, Retinoblastoma
Mutasyon, Delesyon
APC Hiicre-hiicre etkilesimi Mutasyon Kolorektal kanser, tiroid
Bcl2 Apoptozis diizenlemesi Fazla ifade edilmesi Losemi, Lenfoma
apoptozisi durdurur
BRCA2 DNA tamiri Nokta mutasyon Yumurtalik, prostat,

meme kanserleri




1.4. Apoptoz ve Kanser

Kerr, Wyllie ve Currie’nin 1972 yilinda yapmis olduklar1 ¢alisma ile fizyolojik
hiicre Olimiinii ifade eden “apoptoz” terimi bilim diinyasina kazandirilmistir.
Kontrolsiiz ve pasif bir hiicre 6liim tipi olan nekrozun aksine apoptoz; aktif, kontrolld,
morfolojik degisikliklerle ilerleyen cesitli fizyolojik kosullarla bagslatilan ve engellenen
programlanmig hiicre oliimii olarak tanimlanmistir [22]. Yapraklarin agagtan diismesini
tanimlayan apoptozis terimi, Yunanca apo (ayr1), ptozis (diismek) kelimelerinin
birlesimi ile olusmus ve giiniimiizde de bu sekilde kullanilmaktadir. Genetik kaynakli
hiicre tahribatinin Onlenmesi ya da hiicrenin her anlamda ortadan kaldirilmasi ¢ok
hiicreli organizmalarda apoptoz aracilifiyla gerceklestirilmektedir. Bu sekli ile tiimor
olusumu ve canli dokudaki hasarin diger dokulara yayilmasi gibi zararlarin 6niine
gecilmis olunmaktadir [23]. Bir diger tabir ile apoptoz organizmanm yararina
calistigindan kanser hiicrelerinin yok edilmesini saglayan bir sistemdir. Bu nedenle
neredeyse tiim kanser hiicreleri normal apoptotik siirece ugramayacaklar1 bir 6zellik
kazanmay1 amacglar. Timor hiicreleri; antiapoptotik proteinleri istenilenden fazla
yaparak, proapoptotik proteinlerin  yapimlarmin veya etkinliklerinin azalmasmi

saglayarak apoptoza kars1 direnglilik gelistirmektedirler [24].

Memeli hiicrelerinde apoptozun molekiiler mekanizmas1 hakkindaki bilgilerin
cogu Caenorhabditis elegans tiirii nematod kullanilarak yapilan ¢aligmalardan elde
edilmistir. Bu tiirde gelisme sirasinda tretilen 1090 somatik hiicrenin 131'i apoptoz
gecirmektedir [26]. Bu hiicre 6liim sekli ii¢ temel genin (Ced-3, Ced-4, Ced-9)
isleyisine bagli olarak ger¢eklesmektedir. Nematodlarda apoptozun meydana gelmedigi
durumda Ced-3 ve Ced-4 genlerinin mutasyon ile aktifligini kaybettigi ayrica normalde
Olmesi beklenen hiicreler yasamlarmi siirdiirdiigii goriilmiistiir. Bu nedenle Ced-3 ve
Ced-4’e 6liim genleri olarak adlandirilip apoptozu indiikledikleri, Ced-9’un ise 6liime
kars1 koruyan gen olarak adlandirilip apoptozu inhibe ettikleri tespit edilmistir [25]. Bu
iic genin klonlanmasi, insanlar dahil olmak tizere diger tiirlerde homologlarin varligmi
gostermis ve insanlarda homologlar; Ced-3 igin kaspazlar, Ced-4 igin Apaf-1 ve Ced-9
icin Bcl-2 olarak tanmmlanmustir (Bkz. Sekil 1.3.).
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Sekil 1.3. Caenorhabditis elegans’ta apoptozu kontrol eden Ced genlerinin insanlarda karsiligi
(Vaskivuo, 2002)

Apoptoz siirecinde ti¢ temel protein bulunmaktadir. Bu proteinler; kaspazlar, Bcl-
2 ve Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1) dir. Apoptoziste goriilen; ¢ekirdek
zarindaki kirilmalar, mitokondrideki hasar, DNA fragmentasyonu, apoptotik cisimlerin
sekillenmesi, kromatinin yogunlasmasi gibi degisik morfolojik farkliliklarinin sebebi

bunlarmn biyokimyasal aktivasyonudur [30].

Programli hiicre 6liimii olarak da ifade edilen apoptoz, hiicre i¢i veya disindan
gelen sinyaller ile indiiklenen, pespese meydana gelen olaylar zinciridir ve siirecin en

sonunda fagositoz gergeklesmektedir [31].

Apoptoz agamalart:

1) Apoptozun baslamasi,

2) Hiicre i¢i kaspazlarin aktiflesmesi,

3) Hiicrede farkli morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin goriilmeye baslamasi,

4) Sonugcta fagositozun gergeklesmesidir [31] (Bkz. Sekil 1.4.).
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Sekil 1.4. Apoptoz asamalar: (Oztiirk, 2002)

1.4.1. Apoptoz ve nekroz arasindaki farklar

Apoptoz yoluyla 6lmekte olan hiicre, hem yapisal hem biyokimyasal olarak hizli
degisiklikler ge¢irmektedir. Apoptozda goriilen en temel morfolojik degisiklik hiicre
cekirdeginin yogunlasarak parcalara ayrilmasidir. Apoptozun gergeklesme sekli soyle
olmaktadir; dnce morfolojik olarak hiicre komsu hiicrelerden uzaklasir, yuvarlak hale
gelir, psodopodlar1 geri ¢ekilir, kromatin yogunlasir ve sonra cekirdek ayrilmasi
meydana gelir. Cekirdek membranina yakin yerlerde yogunlasan kromatinler elektron

mikroskobu araciliiyla bakildiginda yarim ay, hilal (yliziik) seklinde goriilmektedir.

Sitoplazmik organellerde kii¢clik modifikasyonlar olusurken plazma membraninda
kabarciklar sekillenmektedir. Hiicrenin tomurcuklar seklinde bulundugu yerden
ayrilmasi (apoptotik cisim) komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan tespit edilip
fagositoz baslatilmaktadir [22]. Immun elektroforezde ‘ladder pattern’ olarak
tanimlanmis merdivene benzeyen goriintii dikkat ¢ekmektedir [27]. Normal bir hiicrede
pes pese 7 kirilma diizeltilebilinirken, apoptoz da yaklasik 300000 kirilma olusmakta ve
hiicre onarimi gergeklestirilememektedir [28]. Anlasilacagi gibi apoptozda hasar goren
hedef yap1 hiicre ¢ekirdegidir fakat nekrozda hasara ugrayan hedef yapi1 hiicrenin enerji
kaynagi olan mitokondridir. Apoptozun erken evresinde hiicreler birlesme bolgelerinden
ayrilip farklilasmis yiizey organellerini kaybetmektedirler. Dakikalar igerisinde

sekillerinde biiziilme ve hacimlerinin tigte birinde kayip goriilmektedir. Bu gériiniimiin
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iyon kanallarindaki aktivasyonun bozulmasindan ve plazma membranindaki
pompalardan kaynaklaniyor olabilecegi belirtilmektedir. Apoptotik hiicreli dokulardan
elde edilen boliimler 151k mikroskobunda incelendiginde agik renkli bir parlama gibi
goziikmektedir [28]. Apoptotik hiicrelerin taninmasi ve yok edilmesinin ana sebebi
plazma membranindaki degisikliklerdir [29].

Apoptoz ve nekroz ile hiicre 6limi baslica; yol agan nedenler, morfolojik
ozellikleri, biyokimyasal 6zellikleri agisindan 6nemli farkliliklar gostermektedir. Bu iki
farkli hiicre 6liimii Coskun ve Ozgiir tarafindan 2011 yilinda Tablo 1.2.’deki gibi

ozetlenmistir.

Tablo 1.2. Apoptoz ve nekroz 'un kiyaslanmasi (Coskun ve Ozgiir, 2011)

Sitotoksik T lenfositler

OZELLIK APOPTOZ NEKROZ

Yol Acan Nedenler Bayume faktori eksikligi, Iskemi,
Hicre yaslanmasi , Hipertermi,
HIV, Hipoksi,
Kanser ilaclari, Litik viral enfeksiyon,
Radyasyon, Toksik maddeler,
Olim reseptorlerinin Agir metaller,
aktivasyonu, Siddetli oksidatif stress

Morfolojik Ozellikleri

Hicre membrani sadlamdir.
Hucre kuculdr.

Blebler olusur.

Kromatin kondensasyonu
gerceklesir.

Organeller saglamdir.
Apoptotik cisimcikler olusur.
Erken evrede fosfatidil serin
translokasyonu gazlenir.

Hiicre membrani batanlaga
kaybolur.

Hucre siser.

Buylk vakuoller olusur.
Organellerin parcalanir.
Hiicre lizisi gerceklesir.
Fosfatidilserin Tanslokasyonu
yoktur.

Biyokimyasal dzellikleri

Programhdir.
ATP gerektirir.

DNA Kinklar merdiven seklini
alir (jel elektroforezinde ladder).

iyon dengesi bozulur.
ATP gerekmez.

DNA rastgele parcalanir (Jel
elektroforezinde smear).

Diger dzellikleri

Hucreler tek tek veya birkac
birarada Glir.

Fizyolojik sartlarda da
gerceklesebilir.

Makrofajlar tarafindan fagosite
edilirler.

Enflamasyon goriimez.

Hucreler gruplar halinde &ldr.
Patolojik etkiler sonucu
gerceklesir.

Lizozomal enzimler salinir.
Enflamasyona neden olur.
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1.4.2. Apoptozun mikroskobik olarak belirlemesi

Morfolojik farkliliklara bakilarak belirlenen apoptoz ilk kez 1980’lerin sonuna
dogru DNA kiriklarinin da tespit edilmesiyle birlikte farkli yontemlerin kullanilma
gerekliligini ortaya cikarmistir [33, 34]. 1990°l1 yillarin ortalarinda ise apoptotik
hiicrelerde kaspazlarin aktiflestigi tespit edilmistir. Boylece kaspazlarin aktiflesmesinin
belirlenmesini saglayan ve fosfotidilserin translokasyonunu belirleyen yontemler
1990’larin  sonuna dogru uygulanmaya baslanmistir. 2000°li yillarin baslarinda
apoptotik epitelyal hiicrelerde kaspaz aktivitesiyle kirilan bir protein olan keratin 18’in
kirildiktan sonraki 6zgiin formunu tespit eden antikorlarin kullanilmasiyla daha belirgin

tespitler saglanmustir [32].

Gliniimiizde hiicre o6liimiiyle ilgili parametreleri izlemek icin cesitli teknikler
vardir. Bu ¢esitli metodlar i¢inde, en uygun tekniklerin se¢imi ve sonuglarin dogru
yorumlanmasi, hiicre 6limiiyle ilgili herhangi bir ¢alismanin basarisi i¢in kritik 6neme
sahiptir. Burada, 6lii/6len hiicreleri tespit etmek i¢in en yaygin prosediirler, uygulanmasi
icin gerekli teknik altyapilar ve uygulanabilecekleri 6rnek tipleri ile birlikte Sekil 1.5.

tizerinde belirtilmistir [35].
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Sekil 1.5. Hiicre liimii ile ilgili degiskenleri saptama yontemleri (Galluzzi, Aaronson, Abrams ve
digerleri, 2009)

1.4.2.1. Konfokal mikroskop ile apoptozun belirlenmesi

Bu inceleme, bir tiir konfokal mikroskop ve floresan malzemeleri (propidyum
iyodiir, DAPI, Hoechst Boyasi) kullanilarak gergeklestirilmektedir. Floresan boyar
maddeler, DNA'ya baglanma 6zelligi gosterdiginden hiicre i¢indeki kromatin goriiniir
hale gelir. Boylece cekirdek rahatlikla goriilebilecek hale gelmektedir. Hiicre kiiltiiri

caligmasinda kullanildiginda, 6lii hiicre ile canli hiicrenin ayrilmini saglamaktadir. Tim
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hiicreler Hematoksilen ve Giemsa boyamasindaki boyama agamalar1 nedeniyle
olebilmektedir. Birlikte kullanilan boyalardan Hoechst ile canli/61i hiicreler boyanirken
Propidyum Iyodiir sadece &lii hiicreleri boyayabilmektedir. Bunlar lii ve canli hiicreler

arasinda ayrim yapmak i¢in kullanilmaktadir.

Bu yontemlerde hiicre zarmin biitiinliigiiniin belirlenmesi hiicrenin canliliginin
belirleyicisidir. Canli hiicrelerin zarlar1 bir biitiin oldugundan dolay: Propidyum Iyodiir
ile boyanmazken, biitiin hiicreleri boyayabilen Hoechst boyasi ise canli ve 6lii hiicreler
arasinda farklilagmanin belirlenmesini saglamaktadir. Kullanilan boyama yOntemi
sayesinde boyanan hiicreler mikroskop ile saptanabilir hale gelmektedirler. Cekirdek
morfolojisine bakilarak 6lii hiicrelerin apoptoz ile mi yoksa nekroz ile dldiikleri ayirt
edilebilmektedir [36, 37]. Ayrica hiicre iskeleti ve g¢ekirdek morfolojisi tespiti i¢in
falloidin ve akridin oranj boyamalar1 yapilabilmektedir.

Hiicrelerin ayiwrt edilmesinde dikkat edilen kistaslar:

- Hoechst ve Propidyum Iyodiir boyalarinmn her ikisi ile de boyanan, niikleuslarindan

apoptozis gostergesi saptanmayan hiicreler nekroz ile 6lmiis hiicrelerdir [36, 37, 38].

- Propidyum Iyodiir ile boyanmayip Hoechst Boyasi ile boyanan ikincil nekrotik
degisiklik gostermeyen belirgin apoptotik ¢ekirdek yapisina sahip ve hiicre membran

biitiinliigi korunmus hiicreler apoptoz yolu ile 6lmiis hiicrelerdir [36, 37, 38].

- Hoechst Boyasi ile boyanip Propidyum Iyodiir ile boyanmayan normal nukleus

yapisina sahip, membran biitiinliigli de korunmus saglam ve canli hiicrelerdir [36, 37,

38].

1.4.2.2. Gegirimli Elektron mikroskop ile apoptozun belirlenmesi

Elektron mikroskobik degerlendirmesi ile apoptozun belirlenmesinde tiim
morfolojik ve ince yapisal degisiklikler ayrintili olarak goriintiilenebildigi ig¢in en
kullanigh ve giivenilir yontem olarak kabul gérmiistiir. Bunun yani sira mitokondrinin,
cekirdek/hiicre membraninin  bitiinliginin durumu da bu ydntem ile tespit
edilebilmektedir.  Morfolojik olarak en  o6nemli  degisiklikler  ¢ekirdekte
goriintiilenmektedir. Kromatinin ¢ekirdek membranmna yakin kisimlarda yogunlagarak
degisik sekil ve biiyiikliikte ¢okmesi gozlenmektedir. Hiicre zar1 ya da g¢ekirdek

membraninin  biitinliigiinin  bozulup bozulmadigi, mitokondrinin  durumu gibi
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subseliiler detaylar da incelenebilmektedir. TEM ile yapilan ¢aligmalarda gekirdek
fragmentasyonu net bir bigimde goriilebilirken, normal hiicreyle karsilastirildiginda
apoptotik hiicrede sitoplazmik kiigciilme, kromatin kondenzasyonu ve fragmentasyonu
goriilmektedir. Elektron mikroskobik incelemede kromatinin yogun graniiler yarimay,
hilal veya yiiziik seklinde ¢ekirdek membraninin i¢ yiiziinde yerlestigi goriilmektedir.
Cekirdek de hiicre gibi biiziigmekte ve parcalanabilmektedir [41, 42]. Ayrica mitokondri
bagta olmak tiizere endoplazmik retikulum gibi diger hiicre organellerinin

morfolojisindeki degisiklikler de detayli olarak tespit edilebilmektedir.

1.4.3. Anneksin V yontemi ile apoptozun belirlenmesi

Anneksin V histokimyasal bir apoptoz belirleme yontemidir. Normal hiicrelerde
fosfatidilserin hiicre zarma ait sitoplazmik yiizeyde bulunmaktadir. Eger hiicre apoptoza
giderse normal olarak i¢ yiizde yerlesik bulunan fosfatidilserin molekiilleri hiicre zarmin
dis ylizeyine ge¢cmektedir. Dis ylizeye gecmis olan fosfatidilserin molekiilleri yer
degistirmis olan floresan madde (F1TC gibi) ile isaretlenmis anneksin V kullanilmasiyla
gOrliniir hale getirilir. Bu sayede apoptotik hiicreler tespit edilmektedir [39, 40].
Anneksin V ile birlikte Propidyum Iyodiir (PI) boyas1 erken ve ge¢ apoptotik hiicrelerin
ayirt edilmesi i¢in kullanilmaktadir. Hiicreler oli/ge¢ apoptotik evredeyse PI ile
boyanir, canli veya hasar gormiisse/erken apoptotik evredeyse PI ile boyanmaz yani
boyaya kars1 gecirgen oOzellik gostermektedir [57]. Bu durum Sekil 1.6.°da

gosterilmistir.
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2011)
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1.4.4. Kaspazlarin apoptozdaki rolii

Glinlimiizde apoptozun tespiti morfolojik goriintiileme ile oldukca kolay olsa da
apoptoza 6zgii oldugu bilinen bazi aktivasyonlarin molekiiler diizeyde belirlenmesiyle
de saptanabilmektedir. Bunlardan birisi kaspaz aktivasyonlaridir. Igsel ve dissal
sinyallerle hiicre iginde bir grup proteaz aktiflesmektedir. Bu proteazlar kaspaz
(Caspase: Cysteine-Containing Aspartate Specific Proteases) olarak bilinmektedir.
Kaspazlar inaktif olarak (zimojen/prokaspaz) sitoplazmada bulunmaktadir. Ayni
zamanda aktif merkezlerinde sistein bulundurduklari igin sistein proteazlar olarak
adlandirilan enzim gruplaridir. Kaspazlar birbirlerinin aktivasyonunu saglayarak kaspaz
aktivasyon serisinin olusumuna sebep olmaktadirlar. Kaspaz 8, Kaspaz 9 gibi bazilari
baslatic1 kaspazlar olarak tanmirken, Kaspaz 3, Kaspaz 7 gibi bazilar1 da apoptozu
yiriiten (efektor) kaspazlar olarak tanmnmaktadir. Hiicrenin apoptotik uyariyr fark
etmesi ile aktiflesen baslatic1 kaspazlar sonrada efektor kaspazlar1 aktiflestirmektedir.
Aktiflesmis efektor kaspazlarin gérevi kendisi ile iliskili proteinleri pargalamaktir.
Bunun sonucunda aligilagelmis apoptotik hiicre morfolojisi olusmaktadir. Apoptotik
hiicre morfolojisinde hiicre iskeletinin ana bileseni aktin filamanlar1 yikima ugrar ve bu

yikimdan dolay1 hiicre aligilmis seklini kaybolmaktadir [39].

1.5. Deneylerde Kullanilan H-ras 5RP7 ve NIH/3T3 Hiicreleri
1.5.1. NIH/3T3 hiicresinin kokeni ve kullanim alanlan
NIH/3T3 fare embriyonik fibroblast hiicreleri, 1962'de New York Universitesi T1p

Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali'nda izole edilen bir hiicre hattindan baglatilmistir. Bu
hiicre hattmi ilk kez kiiltiirleyen bilim insanlar1 George Todaro ve Howard Green,
hiicreleri ayristirilmis NIH Isvigre fare embriyo fibroblastlarindan elde etmistir. Hiicre
¢izgisi o zamandan beri standart bir fibroblast hiicre ¢izgisi haline gelmistir. 3T3 hat
icin hiicre transferi ve asilama protokoliinii ifade etmektedir ve "3 giinliik transfer, 3 x
105 hiicre asilama" anlamina gelmektedir. Bu protokolii kullanarak, oliimsiiz hiicre
cizgisi yaklasik 20-30 jenerasyon in vitro gelisimden sonra hiicre kiiltiirlinde gelismeye
ve stabilize olmaya baglamaktadir. En yaygin kullanilan hiicre hatlarindan biri olan
NIH/3T3 hiicre hatt1, protein fonksiyonel analizi de dahil olmak {izere bir dizi mekanik
ve hiicre bazli analiz i¢in yapilan ¢alismalara dahil edilmistir. Hiicrelerin morfolojisi

yapisik, fibroblastik ve biiylimesi kolay hiicre hatlar1 arasinda oldugu kabul
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edilmektedir. Ayrica NIH/3T3 hiicrelerinin iki katina ¢ikma siiresi 20-26 saattir [43,
44].

Fare embriyonik fibroblast NIH/3T3, bir murin embriyonik fibroblast hiicresi
tiridir (MEF). MEF'ler genellikle insan embriyonik kok hiicre arastirmalarinda
besleyici hiicreler olarak ve farklilasmamis durumda embriyonik kok hiicrelerin bakimi
icin kullanilmaktadir. Besleyici hiicreler, diger kiiltiirler icin bazal bir tabaka gorevi
goriir ve kok hiicreler de dahil olmak tiizere diger hiicre tiplerinin beslenmesini ve
cogalmasini desteklemek icin kullanilmistir. Besleyici hiicrelerin hiicre katmanlari
boliinemez ancak hedef hiicrelerin biiylimesini destekleyen kiiltiir ortamma biiyiime
faktorii salgilarlar. MEF hiicre ¢izgisi, siklikla hiicre ve molekiiler biyoloji
arastirmalarinda transfeksiyon konakgis1 olarak kullanilan, memeli embriyonik
dokusuyla ilgili caligmalar i¢cin miikemmel bir konaktir. Pek cok ¢esitli MEF hiicre
cizgisi biraz farkli 6zellikler gosterir. MEF hiicreleri ayrica laboratuvar ¢alismalarinda

fare organlarindan ve dokularindan viriis titrasyonu i¢in kullanilmaktadir [44].

1.5.2. H-ras 5RP7 hiicresinin kokeni ve kullanim alanlan

H-ras 5RP7 hiicreleri Rattus norvegicus'un embriyonik dokularindan izole edilip
H-ras onkogeniyle transforme edilmektedir. Ras hiicre farklilasmasi ve ¢ogalmasindan
sorumlu onkogenlerden biridir. Ras mutasyonunun pankreas, tiroid ve kolon kanserleri
gibi insan tiimorlerinde meydana geldigi iyi bilinmekte olup Ras ailesine ait H-ras

proteini kanser hastaliklarinda rol oynamaktadir [45].

1.6. Sinnamaldehit’in Kimyasal Yapis1

Sinnamaldehit olarak da bilinen Trans-Cinnamaldehyde (CoHgO, molekiiler
agrrhik: 132,16 g/mol, saflik>99% ), Cinnamomum cassianin kok kabugundan izole

edilmis aktif bir bilesenlerinden biridir. Sinnamaldehit’in kimyasal yapist Dutta ve

Chakraborty tarafindan Sekil 1.7.’deki gibi belirtilmistir [46].
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Cinnamaldehyde

Sekil 1.7. Sinnamaldehit’in kimyasal yapist (Dutta ve Chakraborty, 2018)

1.6.1. Sinnamaldehit’in 6zellikleri ve kanser hiicreleri iizerindeki etkisi

Son yillarda dogal biyoaktif bilesenler giiglii antikarsinojenik etkinlikleri ile dikkat
cekmektedir. Tarihsel olarak en sik kullanilan baharatlardan biri olan tar¢in, sagligi
arttirict potansiyelleri agisindan yogun bir sekilde arastirilmaktadir ve bunlarin arasinda
antikanser etkinligi birincil odak noktasindadir. Tropikal tilkelerde hemen hemen her
evde en sik kullanilan geleneksel baharatlardan biri olan tar¢inin ve aktif bilesenlerinin
(Sinnamaldehit, Sinnamikasit, 2-hidroksisinamaldehit, 2-metoksisinnamaldehit ve
Ojenol) kanserle miicadelede biiyiik bir etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir. Fakat
tarcinin antikarsinojenik potansiyeli, kanser tiiriine gore degisir. Ayrica verilen aktif

bilesige, bazi kimyasallarla kombinasyonuna hatta tar¢in ekstrakta baglidir [46].

Tarcin ve bilesenleri, antikanser ve kanser Onleme faaliyetlerini g¢esitli

mekanizmalar yoluyla sergilemektedir [52]. Bunlar:
(1) proliferasyon karsuti,

(2) hiicre 6liimiiniin uyarilmasi,

(3) anti-anjiyojenez,

(4) antimetastaz,
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(5) tiimor destekli enflamasyonun baskilanmasi,
(6) immiinomodiilasyon,
(7) redoks homeostazinin modiilasyonudur [52].

Farkli ¢alismalar tar¢inin farkli kanser hiicrelerine karsi giiglii antiproliferatif
potansiyelini gostermistir. Tar¢in ekstraktinin dnemli antiproliferatif etkisi, ti¢ farkl
hematolojik tiimor hiicre ¢izgisinde Jurkat, Wurzburg ve U937'de gozlenmistir [47].
Hiicre tiplerinin her biri, 24 ila 0,05 ile 0,2 mg / mL tar¢in ekstresi (CE) doz araliginda
tedavi edildiginde, hiicrelerin ylizdesinde doza bagl bir azalma gdosterse de, Wiirzburg
hiicreleri CE'ye kars1 en yiiksek hassasiyet gostermistir. Bu, hiicre proliferasyonunun
kontroliinde tar¢in hiicresine 6zgii diferansiyel potansiyelini olusturmaktadir. Rahim
agz1 kanseri hiicre dizisi SiHa ayrica {i¢ farkli siirede (24, 48 ve 72 saat) degisik
konsantrasyonlarda CE (10, 20, 40 ve 80 pg / mL) muamele edildiginde tar¢in
ekstraktinin antiproliferatif etkisinin goriildiigii belirtilmistir [48].

Tar¢inin  aktif bilesenlerinden biri  olan  Sinnamaldehit’in 30 uM'lik
konsantrasyonunun hiicre proliferasyonunu, doza ve siireye bagl, yaklasik %71'ini
baskiladig1 bildirilmis ve karaciger kanseri hiicre ¢izgisi HepG2 iizerinde giiglii
antiproliferatif etki gostermistir [49]. Benzer sekilde, Sinnamaldehitle muamele edilmis
olan PLC / PRF / 5 hiicrelerinin (baska bir karaciger kanseri hiicre ¢izgisi), belirli siire
(6, 12 ve 24 saat) ve konsantrasyona (0,1, 0,5, 1 ve 5 uM) bagl olarak hiicre canliligmin
azaldig1 gosterilmistir [49]. Baska bir in vitro ¢alismada ise Sinnamaldehit’in HL-60
hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin, 1Cso degeri 30,7 mM olarak bildirmistir [51].

Apoptozda Sinnamaldehit’in etkisine bakildiginda ise asagidaki sonuglara
ulasilmistir. Sinnamaldehit’in 40 uM konsantrasyonun HL-60 hiicrelerinde DNA'nin
interniikleozomal fragmantasyonu ile birlikte kromatin yogunlagmasi ve ¢ekirdeklerinin
pargalanmasi yoluyla apoptozu indiikledigi gozlenmistir. Prokaspaz-9 ve prokaspaz-
3'in proteolitik boliinmesinin 6nemli 6lglide artmasi, ardindan kaspaz-3 ve kaspaz-9
aktivitesinin artmasi, mitokondriyal transmembran potansiyelinin kayb1 ve sitokrom
c'nin sitozol igerisine salinmasi da bu grupta gorilmiistiir [46, 51]. Yapilan baska bir
calismada Sinnamaldehit’in 30 uM konsantrasyonunda antiapoptotik protein Bcl-XL

seviyesini zamana bagli bir sekilde azalmis ve p53 ile birlikte proapoptotik protein Bax
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seviyesini yiikselterek, karaciger kanseri hiicresi HepG2 lizerinde belirgin
antikarsinojenik etki gostermistir. 24 saatlik Sinnamaldehit tedavisinden sonra Bcl-XL

ekspresyonunun tamamen baskilandigi gézlenmistir [49, 51].

1.7. Sitotoksisite Testleri

Sitotoksisite terimi hiicre Olimiine sebebiyet veren anlamini tasimaktadir.
Sitotoksisite testleri, kullanilan maddenin hiicre Oliimiine neden olup olmama

potansiyelini belirlenme amaciyla gergeklestirilmektedir[58].
Sitotoksisite testleri:

e MTT yontemi [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid]: MTT
bilesigindeki tetrazolyum tuzlarmin formazana indirgenmesi sirasinda olusan
rengin kolorimetrik olarak olgiimii ile gergeklestirilen bir sitotoksisite testidir.
Tetrazolyum halkasmin kirilmas1 sadece aktif haldeki mitokondri tarafindan
gerceklestirilmektedir. Bu sebeple indirgenen formazan sayisi ile canli hiicre
miktari tespit edilmektedir [53].

e Tripan mavisi yontemi: Negatif yiikli tripan blue boyasi ile canli olmayan
hiicrelerin boyanmasi ile goriintii elde edilmektedir.

e Siilforodamin B yontemi: Fluoresan boyama esnasinda kiton kirmizisi
kullanilarak yapilmaktadir.

e Klonojenik yontem: Mikrobiyolojik bir yontemdir. Genellikle kanser arastirma
laboratuvarlarinda ilaglar veya radyasyonun, tiimér hiicrelerinin proliferasyonu
iizerindeki etkilerinin arastirilmasi yapilirken kullanilmaktadir.

e WST yontemi [2-(4-lodofenil)-  3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-
tetrazolium, monosodyum tuzu]: Bu yontemde hiicre proliferasyonu ve yasama
orani kolorimetrik olarak tespit edilmektedir [58].

e XTT yontemi [2,3-bis-(2- metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-
karboksianilid]

e MTS yontemi [3-(4,5- dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
stilfofenil)-2H-tetrazolyum]

Kolorimetrik yontemlerde temelde dort gesit bilesik (MTT, XTT, MTS, WST)
kullanilmaktadir. XTT, MTS, WST bilesikleri negatif yiiklii olduklar1 ic¢in hiicre
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membraninda gegcemezler. Membrandan geg¢melerini saglayan fenazin etil siilfat,

fenazin metil siilfat gibi elektron alicilarinin kullanilmasi gerekmektedir [57].

Sitotoksisite testlerinden en yaygin kullanilant MTT kolorimetrik yontemidir. Bu
yontemin avantaji; ELIZA plaka okuyucu sayesinde 96 kuyucuklu plakalar kullanilarak
aynt anda birden fazla Ornegin analizinin gergeklestirilebilmesi ve pozitif yikli bir

bilesik oldugundan hiicre membranini kolayca gegebilmesidir [59].

1.7.1. MTT testi

MTT; hiicre metabolizmasmi, hiicre canliligini ve sitotoksisiteyi in vitro
kosullarda 6lgmek amaciyla kullanilan kolorimetrik yontemlerden biridir. Bu yontem
hizli, kolay ve yliksek dogruluga sahip oldugundan tercih edilmektedir. Sitotoksisite
testlerinin en ¢ok tercih edilen testi olan MTT nin protokolii Mossman tarafindan ilk
kez 1983 yilinda gelistirilmistir ve giiniimiize kadar gelmistir. MTT ile sitotoksisite
Olgim prensibi canli ayn1 zamanda saglam mitokondriye sahip hiicrelerin
mitokondrilerine uygulanmis olan sar1 renkli [3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide] tetrazolyum tuzunun, tetrazolyum halkasini pargalayip mor renge
doniistiirmesi temeline dayanmaktadir [53]. Tetrazolyum tuzu, canli hiicrelerin
mitokondrilerinde bulunan bir enzim olan siiksinat dehidrojenaza 6zel olarak
baglanmaktadir. Tetrazolyum halkasmin parg¢alanmasi ile sar1 renkli MTT boyasi, mor
renge ayni zamanda suda ¢6ziinmeyen formazan kristaline doniismektedir. Olusan
kristallerin spektrofotometre ile absorbansmin 6l¢iilebilmesi gerekmektedir. Bu nedenle
formazan kristallerinin suda ¢oziinmesini saglayan DMSQO ve izopropanol gibi organik
¢oOziiciiler kullanilmaktadir. Sonugta canli ve mitokondri aktivitesi bozulmamis hiicreler
mor renge boyanirken, Olii ya da mitokondri aktivitesi bozulmus hiicreler
boyanmamaktadir. Bu sekilde hiicrelerin metabolik aktivitelerinin kolayca ve

olabildigince giivenilir 6l¢timii saglanmaktadir [54, 57].

Mossman tarafindan 1983 yilinda gelistirilmis MTT canlilik testi temelde 3

asamada gerceklestirilmektedir.

1. Asama: Hiicreler belirli bir siire ilagla muamele edilmektedir.
2. Asama: Kullanilan ila¢ uzaklastirilip, tetrazolyum bilesigi ilave edilip 1-4 saat

inkiibasyona birakilmaktadir. Inkiibasyon siiresi iginde canli hiicreler tarafindan
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tetrazolyum bilesigi formazana doniistiiriilerek renk degisimi meydana
getirmektedir.
Asama: Renk degisimi spektrofotometre ile olgiilerek canli ve 6lii hiicre orani

yiizde cinsinden kontrol kuyusu absorbasina gore tespit edilmektedir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1. Kullanilan hiicre serileri

Calismamizda kullanilan H-ras 5RP7 ve NIH/3T3 hiicre serileri American Type
Culture Collection’dan (ATCC) temin edilmistir.

2.1.2. Kullanilan kimyasal malzemeler

MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid], Dimetil
stilfoksit (DMSO), Fetal Bovine Serum (FBS), Tripsin-Etilendiaminotetraasetik asit
(Tripsin/EDTA), Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10000 U/mL penisilin, 10mg/mL
streptomisin), Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS), Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM), Osmium tetraoksit, Glutaraldehit, Araldit, Propilen oksit,
Uranil asetat, Kursun sitrat (Electron Microscopy Science), Anneksin V & Dead Cell
Assay Kit (Muse®, Merck), Caspase-3/7 Assay Kit (Muse®, Merck).

2.1.3. Kullanilan sarf malzemeler

25 ve 75 cm®lik flasklar, 96 ve 6 kuyucuklu plakalar, pastdr pipetleri, cam
pipetler (1, 2, 5 ve 10 mL hacimlerinde), enjektorler (10, 20 ve 50 mL hacimlerinde),
steril santrifiij tlipleri (15 ve 50 mL), 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 mL’lik Durham
siseleri, (TPP, Isvigre), 0,2 mikron ¢apinda steril tek kullanimlik filtreler, Thoma lamy,
10,100 ve 1000 pL’lik otomatik pipet takimi ve pipet uglar1 (Eppendorf, Almanya).

2.1.4. Kullanilan cihazlar

Konfokal Mikroskop (Leica TCS-SP5 Il, Hollanda), TEM (Biotwin FEI, ABD),
Inverted Mikroskop (Nikon Eclipse TS100, ABD), Hiicre analiz cihazit (Muse™™ Cell
Analyzer, ABD), Su Banyosu (JSR JSWB-11T, Tirkiye), Santrifiij (Elektoro-mag,
Tiirkiye), Steril kabin (ESCO Class Il BSC, Tiirkiye), Spektrofotometre (Synergy™
HTX Multi-Mode Microplate Reader, BioTek, ABD), Sivi azot tanki (Taylor Wharton
LS750, ABD), Otomatik pipetler (Eppendorf, ABD), Buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye),
Derin dondurucu(Argelik, Tirkiye).
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2.2. Yontem
2.2.1. Kullanilan arag-gereclerin hazirlanmasi ve sterilizasyonu

Deneysel ¢alismada kullanilan metal ve cam malzemeler sterilizatorde aliiminyum
folyolara sarili olarak 180°C°de 2 saat steril edilerek; baz1 cam, plastik malzemeler ve
Durham siselerine konulan sivilar aliminyum folyolara sar1h olarak otoklavda 121°C’de
1,5 atm/civa basingta 20 dakika siire ile steril edilerek; sivi besiyerleri ve diger sivi
kimyasal maddeler ise 0,2 mikron ¢apinda steril tek kullanimlik filtrelerden gegirilip

steril edilerek kullanilmistir.

2.2.2. H-ras 5RP7 (Sican Embriyo Fibroblast) ve NIH/3T3 (Fare Embriyo

Fibroblast) hiicre hatlan ile hiicre kiiltiirii uygulamalar
2.2.2.1. Hiicrelerin stoktan cikarilmasi

Stv1 azot tankinda -196 °C’de bulunan sican embriyo fibroblast H-ras 5SRP7 ve
NIH/3T3 hiicreleri ¢ikarilmustir, igerigi tamamen eriyince %10 FBS iceren DMEM
besiyeri i¢ine aktarilarak, 10 dk. boyunca 1200 rpm’de santrifiij edilmistir. Stipernatan
kismu dokiilerek yeni besiyeri iginde siispanse edilmis, kiiltiir flasklarina alinan hiicreler
37 °C’de %5 CO, ve %100 nem iceren inkiibatdrde kiiltiire kaldirilmistir. Inkiibatdrde
bulunan flasklara ilk iki giin miidahale edilmemistir. Inkiibasyon siiresince hiicrelerin
doluluk durumu Inverted mikroskop (Nikon Eclipse TS100, ABD) ile kontrol edilip
hiicre cogalmalar1 izlenmistir. Yaklasik 2 gilinde bir hiicrelerin pasaj islemleri

gergeklestirilmistir.

2.2.2.2. Hiicrelerin pasajlanmasi

H-ras 5RP7 ve NIH/3T3 hiicreleri flasklar1 tamamen kapladiklar1 zaman flask
icindeki besiyerleri bir pipet yardimiyla uzaklastirilip, hiicre hatlarinin yiizeylerinin
PBS ile hafifce yikanmasi yapildiktan sonra 1x tripsin/EDTA soliisyonu konularak
hiicrelerin flasktan kalkmasi saglanmistir. Kalkan hiicrelerin {izerine tripsinin iki kati
hacminde besiyeri eklenip 5 dk. boyunca 1200 rpm’de santiriij edilmistir. Bu siire
sonunda siipernatan kisim atilmis hiicrelerin miktarina ve hiicre pellet biiyiikliigline gore

flasklara pasaj islemi gerceklestirilmistir.
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2.2.2.3. Hiicrelerin sayilmast ve 96 kuyucuklu plakalara ekilmesi

Flasklarin tabanini tamamen kaplayan hiicrelerin besiyerleri pipet yardimiyla
ortamdan uzaklastirilarak PBS ile yikanmistir. Bu hiicreler %0,25 tripsin ile 15 dk.
yikanarak flasktan kalkmalar1 saglanmistir. Tiip igerisine alman hiicreler santriifiijde
1200 rpm’de 5-10 dk. dondiiriilmiistiir. Islem sonrasinda supernatan atilarak hiicre
pelleti lizerine yeni besiyeri ilavesinden sonra hiicreler yeniden siispanse edilmistir.
Hiicre slispansiyonundan 10 pL pipet yardimiyla alinarak alkol ile 6nceden temizlenmis
Thoma lami ve lamel arasmna dikkatli bir sekilde aktarilmistir. Bir siire hiicrelerin
hareketsizlesmesi i¢in beklenmis ve Inverted Mikroskobun 10x ve 20x objektifleri
kullanilarak Thoma lamindaki (Bkz. Sekil 2.1.) 16 biiyiik kare iginde hiicre sayimi
yapilmis (1 numarali alanin tamami) ardindan 1 mililitrede bulunan hiicre sayisi

asagidaki gibi belirlenmistir.
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Sekil 2.1. Thoma laminda sayim yapilacak alanlar (http-3)

e | numarali kare alanmn kenarinin uzunlugu 1 mm ve yiiksekligi 0,1 mm’dir.
Hacmi=1x1x0,1=0,1mm*® (1 mL = 1000 mm®)

e 1 numaral karenin alani = Ilmm x Imm x 0,1 mm =0,1 mm?® = 1x10 * mL
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Yani 1 mL’nin 10.000 de biridir.
e Bu nedenle 1 numarali alan iginde sayilan hiicre konsantrasyonu =
1 numaral alan i¢inde sayilan hiicre sayis1 X 10.000/mL’dir [54].

2.2.2.4. Hiicrelerin stoklanmasi

Cogalan hiicreler, PBS ile yikama sonrasi, 1X tripsin/EDTA ile flasktan kaldirilip
izerine yeni besiyeri eklenmis, 5 dk. boyunca 1200 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasinda pellet tizerine her bir tiip i¢in 1800 pL hiicre siispansiyonu ve 200 pL. DMSO
konulup 30 dk. kuru buz ftizerinde bekletilmistir. Siire sonunda tiipler -20°C ye
kaldirilmigtir. Tamamen donmalarindan sonra sivi azot tankina (-196°C) dikkatli bir

sekilde yerlestirilmistir.

2.2.3. Sinnamaldehit dozlarinin hazirlanmasi

Yaptigimiz deneysel calismada ilag olarak kullanacagmmiz 100 mM’lik
Sinnamaldehit stok ¢6zeltisi hazirlanmistir. Bu ana stoktan 10 uM’lik ara stok elde
edilmistir. Deneylerde kullanilan ila¢ dozlar1 bu ara stoktan besiyeri ilavesi ile

hazirlanmustir.

2.2.4. Deney gruplarimin belirlenmesi

Deneyde kullanilan Sinnamaldehit dozlar1 1,56 uM-200 puM arasindadir. Bu

dozlara ve uygulama siiresine yapilan literatiir taramas1 sonrasinda karar verilmistir.

a. Kontrol gruplari: Sadece hiicre ve besiyeri icermektedir.
b. Deney grubu: 1,56, 3,13, 6,25, 12,5, 25, 50, 100, 200 uM Sinnamaldehit

konsantrasyonlari, hiicre ve besiyeri igermektedir.

2.2.5. MTT sitotoksisite testi

MTT boyasi, fosfat ile tamponlanmis tuz ¢ozeltisi i¢inde ¢oziinerek hazirlanip
filtre edilmistir. 96 kuyucuklu kaplarin her bir kuyucuguna 5000 hiicre ve yukarida
belirtilen Sinnamaldehit dozlar1 ilave edilip 24 saat inkiibasyona birakilmigtir.
Inkiibasyon sonunda her bir kuyucuga 20 uLL MTT soliisyonu eklenerek 37°C’de 4 saat
inkiibasyon gergeklestirilmistir. Siire sonunda plaka icerigi bosaltilarak 200 uL DMSO
ilave edilerek formazan kristallerinin ¢6ziinmesi saglanmistir. Plakanin absorbansi

spektrofotometrede 570 nanometre dalga boyunda okutulmustur. Ilagla muamele edilen
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kuyucuklarda okunan optik yogunluk, kontrole karsi yasayan hiicrelerin yiizdesine

asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.

Hiicre canliligi (%)= (Deney kuyusunun optik yogunlugu) / (Kontroliin optik
yogunlugu) x 100

Bu test her hiicre serisinde tiger defa olmak tizere tekrar edilmistir

2.2.6. Anneksin V ile apoptoz tayini

Sinnamaldehit’in hiicreler tizerindeki sitotoksisitesine ve apoptoz etkisine
Anneksin V yontemi ile flow sitometrik olarak bakilmistir. Normalde hiicre zarmin ig
ylizeyine bakan fosfolipid sirasina dizilen fosfatidilserin molekiilleri hiicre apoptoza
giderse zarin dis yiizeyindeki siraya ge¢cmektedir. Bu yer degistirme hiicre zarinin
biitlinliigiiniin korundugu apoptotik hiicre Oliimiiniin erken ddnemlerinde meydana
gelmektedir. Hiicrenin dis yilizeyine gegen fosfatidilserine baglanma yetenegine sahip
olan protein yapili Anneksin V, floresan isotiyosiyanat (FITC) ile isaretlenerek
apoptotik hiicre goriiniir hale getirilmistir. FITC-Anneksin V bilesiminin hiicre

yiizeyindeki fosfatidilserine baglanma orani flow sitometri ile 6l¢iilmiistiir.

Anneksin 'V yontemi ile apoptoz belirlenmesi i¢in en az bir milyon hiicre
gerekmektedir: Deney ve kontrol grubu hiicreler tripsinle kaldirilarak santrifiijlendikten
sonra soguk PBS c¢ozeltisi eklenmis ve hiicreler yeniden siispanse edilmistir. Bu
¢ozeltiden 100 mikrolitre bir eppendorf tiipe aktarilmis bunun tizerine de 100 mikrolitre
Anneksin V kit soliisyonu ilave edilmistir. 15 dk. oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe

edilen hiicreler Muse ™ hiicre analiz cihazinda incelenmistir.

2.2.7. Kaspaz 3-7 uygulamasi ile apoptoz tayini

[lag uygulamalar1 sonrasi hiicreler iizerinde % 50 den fazla §liim meydana getiren
ilag dozlar1 (ICsp) belirlendikten ve flow sitometrik olarak apoptoz uyarimi tespit
edildikten sonra apoptoz mekanizmasini ortaya koyabilecek kaspaz 3-7 Slgtimleri igin
kullanilan Kitler iiretici firmanmin kullanim talimatlar1 dogrultusunda uygulanmustir. ilag
uygulamalarindan sonra hiicre hatlarindaki kaspaz 3-7 degisimleri Muse™ hiicre analiz

cihazinda Ol¢iilmiistiir.
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2.2.8. Konfokal mikroskop ile hiicre morfolojik degisiklerinin tayini

Konfokal mikroskop (Leica TCS-SP5 Il, Hollanda) ile birlikte floresan boyalar
kullanilarak  hiicre  goriintiileri elde edilmistir. Floresan boyalar DNA’ya
baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini dolayisiyla nukleusu goriiniir hale gelmistir.
Hiicre ¢ekirdegi akridin oranj hiicre iskeleti ise falloidin ile boyanarak konfokal

mikroskopta hiicre morfolojisi goriintiilenmistir.

2.2.9. Geg¢irimli elektron mikroskop (TEM) ile yapisal degisikliklerin tayini

Elektron mikroskobuyla yapilan degerlendirme apoptozda en kiymetli yontem
olarak goriilmektedir. Hiicre serileri lizerinde olan ince yapisal degisiklikleri incelemek
icin hiicreler Sinnamaldehit’in 1Csq degeri ile muamele edildikten sonra 24 saat etiivde
inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda hiicrelere TEM’de (Biotwin FEI, ABD)

incelenebilmesi i¢in asagidaki doku takibi protokolii uygulanmistir.

e Fiksatif Hazirlama: Ilk fiksatif tamponlanmis glutaraldehittir. Fosfat Tamponu;
Na;HPO, ve KHyPO, karistirilarak, tampon soliisyonu hazirlanmistir.
Incelenecek hiicrelerin yapisi ve biiyiikliigiine gore, hiicreler tespit icerisinde 4-

24 saat arasmda +4 °C’de fikse edilmistir.

e Yikama: Fikse olmus hiicrelerden fiksatifi uzaklastirmak i¢in hiicreler tampon

¢ozeltisi ile yikanmustir. (3x15 dk.)

e ikinci Tespit ( Osmium Tetraoksit) : Yikanan hiicreler %1°lik OSOy igerisine
almip, 2 saat siireyle rotatorda dondiiriilerek, fiske edilmeleri saglanmistir. Bu

stire sonunda tampon ile 3x15 dk. yikanmustir.
e Dehidratasyon: Etil alkol ile yapilmustir.
% 50 Alkol 15 dk. x2 +4 °C,
% 70 Alkol 15 dk. x2 +4 °C,
% 90 Alkol 15 dk. x2 +4 °C,
% 96 Alkol 30 dk. x2 +4 °C,

Absolu Alkol 30 dk. x1+4 °C,
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Absolu Alkol 30 dk. x1 +25 °C.
o Seffaflandirma:
Propilenoksit 30 dk. x2,
Resin+propilenoksit (1/1).
Hiicreler bu karisimda 2 saat siireyle rotatorda dondiirtilmiistiir.

e Bloklama: Taze hazirlanmis resinle bloklama islemi

Polimerizasyon islemi 48 saat boyunca 60 °C’de yapilmustir.

Resin Soliisyonunun Hazirlanmast:
Araldit CY212 20 mL,
DDSA (Dodecenyl Succinic Anhydride) 20mL,
BDMA (Benzyldimethylamine) 0,6 mL,
Dibiitilfitalat 1 mL.

e Kesitlerin Boyanmasi: Uranil asetat boyasimin hazirlanmasi;
Metil Alkol 80 mL,
Uranil asetat 2 gram,

Distile su 20 mL.

yapilmistir.

Bu boya igerisinde gridler 45-60 dk. bekletilip, distile suyla yikanmistir (boya

kullanilmadan once siiziilmelidir).

e Kursun Sitrat Boyasinin Hazirlanmasi:
A Karisimi
10 N NaOH 2 gram,

Distile su 5 mL.
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B Karisimi
Kursun sitrat 200 mgr,

Distile su 50 mL.

B karigimui tizerine 0,5mL A karisimi katilip, kuvvetlice ¢alkalanarak karistrmustir (pH
12-13 arasinda olmalidir). Temiz bir falkona konup, karanlikta ve +4 °C’de saklanmustr.
Boyanan kesitler gegirimli elektron mikroskobunda incelenip, fotograflari ¢ekilmistir.
2.2.10. Istatiksel degerlendirme

MTT deneylerinin sonuglarmin istatistiksel degerlendirmesi ve anlamlilik

degerlerinin belirlenmesinde GraphPad PRISM Version 6.01 programi kullanilmustir.
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3. BULGULAR
3.1. Sinnamaldehit’in H-ras 5SRP7 ve NIH/3T3 hiicrelerindeki MTT bulgular

Sinnamaldehit’in uygulanan farkli konsantrasyonlarinin uygulandigi H-ras 5RP7
ve NIH/3T3 hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda, H-ras 5RP7 hiicrelerine
uygulanan tiim konsantrasyonlarda mitokondriyal aktivitede doza bagl olarak hiicre
canliliginda belirgin azalma tespit edilmistir (Bkz. Sekil 3.1.). H-ras 5RP7
hiicrelerindeki canlilik oranindaki azalmanin en fazla gozlemlendigi konsantrasyon
aralig1 ise 3,13 uM-12,5 uM olarak tespit edilmistir. Sekil 3.1.’de gosterilen grafik
Microsoft Office Excel programi ile hazirlanmis olup ayni zamanda hiicrelerin ICsg
konsantrasyonun belirlenmesinde de ayni program kullanilmigtir. Sinnamaldehit’in H-
ras 5RP7 hiicrelerindeki I1Cso konsantrasyonu 46,88 uM ve NIH/3T3 hiicrelerindeki 1Csg
konsantrasyonu ise 63,06 uM olarak hesaplanmistir. Deneyde kanser hiicreleri olarak
kullandigimiz H-ras 5RP7’nin canlilik yiizdesinde Sinnamaldehit’in dozu arttikca
belirgin bir azalma go6zlemlenirken, Sinnamaldehit’in kanser hiicreleri iizerindeki
etkilerini karsilastirmak i¢in kullandigimiz normal hiicreler olan NIH/3T3 teki
azalmanin ise ilag verilmeyen kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda hiicre
proliferasyonunda azalmaya neden oldugu fakat herhangi asir1 sitotoksik etkiye sahip
olmadig1 belirlenmistir (Bkz. Sekil 3.2.). Sinnamaldehit’in H-ras 5RP7 hiicreleri
tizerinde konsantrasyona ve zamana bagli olarak sitotoksik ve antiproliferatif etkisi

oldugu belirlenmistir.
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Sinnamaldehit'in H-ras 5RP7 hiicrelerine
etkisi
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Sekil 3.1. H-ras 5RP7 hiicrelerine 24 saatlik Sinnamaldehit uygulanmasi sonucu olugan konsantrasyona
bagl canlilik yiizdelerinin grafigi. Anlamliik degeri p<0.005**, p<0.01* ile grafikte gosterilmistir.
(Kontrol grubunun canliigi %100 alinmustir. 1Cso degeri 46,88 uM olarak belirlenmistir.)

Sinnamaldehit'in NIH/3T3 hiicrelerine etkisi
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Sekil 3.2. NIH/3T3 hiicrelerine 24 saatlik Sinnamaldehit uygulanmast sonucu olusan konsantrasyona
bagl canlilik yiizdelerinin grafigi. Anlamlilik degeri p<0.005**, p<0.01* ile grafikte gosterilmistir.
(Kontrol grubunun canliligi %100 alinmustir. 1Cso degeri 63,06 uM olarak belirlenmistir.)
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3.2. Flow sitometri bulgulan

3.2.1. Sinnamaldehit’in H-ras 5RP7 ve NIH/3T3 hiicrelerindeki Anneksin V
uygulamasi ile elde edilen apoptotik bulgular

H-ras 5RP7 kontrol hiicrelerinin apoptotik profili flow sitometride Anneksin V
uygulamasi ile gerceklestirilmistir. H-ras 5RP7 hiicrelerine ait kontrol gruplarinda;
nekrotik, gec¢ nekrotik veya 6lii hiicreler %4,35, ge¢ apoptotik/6lii hiicreler %3,35, canli
hiicreler %90,70, erken apoptotik hiicreler %1,60 olarak tespit edilmistir (Bkz. Sekil
3.3). Elde edilen popiilasyon yiizdeleri Tablo 3.1.’de gosterilmistir.

APOPTOSIS PROFILE
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Sekil 3.3. H-ras 5RP7 kontrol hiicrelerinin Anneksin V degerlendirilmesi ile elde edilen apoptotik yiizde

degerlerinin histogrami (24 saatlik)

Tablo 3.1. H-ras 5RP7 kontrol hiicrelerinin Anneksin V degerlendirilmesi ile elde edilen popiilasyon

yiizdesi

Popiilasyon yiizdesi (%6)
Canl hiicreler 90,70
Erken apoptotik hiicreler 1,60
Geg apoptotik/ olii hiicreler 3,35
Nekrotik, ge¢ nekrotik veya olii hiicreler 4,35
Toplam apoptotik hiicreler 4,95
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Sinnamaldehit’in 1Csy konsantrasyonun 24 saatlik uygulandigit H-ras 5RP7
hiicrelerinin apoptotik profili flow sitometride Anneksin V uygulamasi sonrasi
incelendiginde; nekrotik, ge¢ nekrotik veya Oli hiicreler %1,25, ge¢ apoptotik/6lii
hiicreler %13,65, canli hiicreler %71,15, erken apoptotik hiicreler %13,95 olarak tespit
edilmistir (Bkz. Sekil 3.4.). Elde edilen popiilasyon yiizdeleri Tablo 3.2.’de

gosterilmigtir.

APOPTOSIS PROFILE
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Sekil 3.4. Sinnamaldehit’in 1Csy konsantrasyonun uygulandig: H-ras 5SRP7 hiicrelerinin Anneksin V

degerlendirilmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin histogrami (24 saatlik)

Tablo 3.2. Sinnamaldehit’in 1Csy konsantrasyonun uygulandigi H-ras SRP7 hiicrelerinin Anneksin V

degerlendirilmesi ile elde edilen popiilasyon yiizdesi

Popiilasyon yiizdesi (%)

Canl hiicreler 71,15
Erken apoptotik hiicreler 13,95
Gec¢ apoptotik/ olii hiicreler 13,65
Nekrotik, gec nekrotik veya olii hiicreler 1,25
Toplam apoptotik hiicreler 27,60
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NIH/3T3 kontrol hiicrelerinin apoptotik profili flow sitometride Anneksin V
uygulamasi ile gerceklestirilmistir. NIH/3T3 hiicrelerine ait kontrol gruplarinda;
nekrotik, gec¢ nekrotik veya 6lii hiicreler %0,45, geg¢ apoptotik/6lii hiicreler %2,20, canlt
hiicreler %97,20, erken apoptotik hiicreler %0,15 olarak tespit edilmistir (Bkz. Sekil
3.5.). Elde edilen popiilasyon yiizdeleri Tablo 3.3.’de gosterilmistir.
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Sekil 3.5. NIH/3T3 kontrol hiicrelerinin Anneksin V degerlendirilmesi ile elde edilen apoptotik yiizde

degerlerinin histogrami (24 saatlik)

Tablo 3.3. NIH/3T3 kontrol hiicrelerinin Anneksin V degerlendirilmesi ile elde edilen popiilasyon yiizdesi

Popiilasyon yiizdesi (%)

Canl hiicreler 97,20
Erken apoptotik hiicreler 0,15
Gec¢ apoptotik/ olii hiicreler 2,20
Nekrotik, gec nekrotik veya olii hiicreler 0,45
Toplam apoptotik hiicreler 2,35
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Sinnamaldehit’in ICsy konsantrasyonun 24 saatlik uygulandigi NIH/3T3
hiicrelerinin apoptotik profili flow sitometride Anneksin V uygulamasi sonrasi
incelendiginde; nekrotik, ge¢ nekrotik veya Olii hiicreler %3,25, ge¢ apoptotik/6lii
hiicreler %14,00, canli hiicreler %82,25, erken apoptotik hiicreler %0,50 olarak tespit
edilmistir (Bkz. Sekil 3.6.). Elde edilen popiilasyon yiizdeleri Tablo 3.4.’de

gosterilmigtir.

APOPTOSIS PROFILE
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Sekil 3.6. Sinnamaldehit’in 1Csy konsantrasyonun uygulandigir NIH/3T3 hiicrelerinin Anneksin V

degerlendirilmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin histogrami (24 saatlik)

Tablo 3.4. Sinnamaldehit’in 1Csq konsantrasyonun uygulandigi NIH/3T3 hiicrelerinin Anneksin V

degerlendirilmesi ile elde edilen popiilasyon yiizdesi

Popiilasyon yiizdesi (%)

Canl hiicreler 82,25
Erken apoptotik hiicreler 0,50
Gec¢ apoptotik/ olii hiicreler 14,00
Nekrotik, ge¢ nekrotik veya 6lii hiicreler 3,25
Toplam apoptotik hiicreler 14,50
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3.2.2. Sinnamaldehit’in H-ras 5SRP7 ve NIH/3T3 hiicrelerindeki Kaspaz 3-7
uygulamasi ile elde edilen apoptotik bulgular

H-ras 5RP7 kontrol hiicrelerinin apoptotik profili flow sitometride Kaspaz 3-7
uygulamasi ile gerceklestirilmistir. H-ras 5SRP7 hiicrelerine ait kontrol gruplarinda;
nekrotik, ge¢ nekrotik veya Oli hiicreler %1,65, apoptotik/6lii hiicreler %3,40, canli
hiicreler %93,70, apoptotik veya erken apoptotik hiicreler %1,25 olarak tespit edilmistir
(Bkz. Sekil 3.7.). Elde edilen popiilasyon yiizdeleri Tablo 3.5.’de gosterilmistir.
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Sekil 3.7. H-ras 5RP7 kontrol hiicrelerinin Kaspaz 3-7 degerlendirilmesi ile elde edilen apoptotik yiizde

degerlerinin histogrami (24 saatlik)

Tablo 3.5. H-ras 5RP7 kontrol hiicrelerinin Kaspaz 3-7 degerlendirilmesi ile elde edilen popiilasyon

yiizdesi

Popiilasyon yiizdesi (%)

Canl hiicreler 93,70
Apoptotik veya erken apoptotik hiicreler 1,25
Apoptotik/ olii hiicreler 3,40
Nekrotik, gec nekrotik veya olii hiicreler 1,65

4,65

Toplam apoptotik hiicreler
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Sinnamaldehit’in ICsp konsantrasyonun 24 saatlik uygulandigi H-ras 5RP7
hiicrelerinin apoptotik profili flow sitometride Kaspaz 3-7 uygulamasi sonrasi
incelendiginde; nekrotik, ge¢ nekrotik veya 6lii hiicreler %1,65, apoptotik/6lii hiicreler
%7,25, canli hiicreler %81,70, apoptotik veya erken apoptotik hiicreler %9,40 olarak
tespit edilmistir (Bkz. Sekil 3.8.). Elde edilen popiilasyon yiizdeleri Tablo 3.6.’da

gosterilmigtir.
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Sekil 3.8. Sinnamaldehit’in 1Csy konsantrasyonun uygulandigi H-ras 5RP7 hiicrelerinin Kaspaz 3-7

degerlendirilmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin histogrami (24 saatlik)

Tablo 3.6. Sinnamaldehit’in 1Cso konsantrasyonun uygulandigi H-ras 5RP7 hiicrelerinin Kaspaz 3-7

degerlendirilmesi ile elde edilen popiilasyon yiizdesi

Popiilasyon yiizdesi (%)

Canl hiicreler 81,70
Apoptotik veya erken apoptotik hiicreler 9,40
Apoptotik/ olii hiicreler 7,25
Nekrotik, gec nekrotik veya olii hiicreler 1,65
Toplam apoptotik hiicreler 16,65
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NIH/3T3 kontrol hiicrelerinin apoptotik profili flow sitometride Kaspaz 3-7

uygulamasi ile gerceklestirilmistir. NIH/3T3 hiicrelerine ait kontrol gruplarinda;

nekrotik, gec¢ nekrotik veya 6li hiicreler %2,50, apoptotik/6lii hiicreler %4,80, canl

hiicreler %91,10, apoptotik veya erken apoptotik hiicreler %1,60 olarak tespit edilmistir

(Bkz. Sekil 3.9.). Elde edilen popiilasyon yiizdeleri Tablo 3.7.’de gosterilmistir.
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Sekil 3.9. NIH/3T3 kontrol hiicrelerinin Kaspaz 3-7 degerlendirilmesi ile elde edilen apoptotik yiizde

degerlerinin histogrami (24 saatlik)

Tablo 3.7. NIH/3T3 kontrol hiicrelerinin Kaspaz 3-7 degerlendirilmesi ile elde edilen popiilasyon yiizdesi

Popiilasyon yiizdesi (%)

Canl hiicreler

Apoptotik veya erken apoptotik hiicreler

Apoptotik/ olii hiicreler

Nekrotik, gec nekrotik veya olii hiicreler

Toplam apoptotik hiicreler

91,10
1,60
4,80
2,50
6,40
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Sinnamaldehit’in ICsy konsantrasyonun 24 saatlik uygulandigi NIH/3T3
hiicrelerinin apoptotik profili flow sitometride Kaspaz 3-7 uygulamasi sonrasi
incelendiginde; nekrotik, ge¢ nekrotik veya 6lii hiicreler %1,40, apoptotik/6lii hiicreler
%9,30, canli hiicreler %83,45, apoptotik veya erken apoptotik hiicreler %5,85 olarak
tespit edilmistir (Bkz. Sekil 3.10.). Elde edilen popiilasyon yiizdeleri Tablo 3.8.’de

gosterilmigtir.
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Sekil 3.10. Sinnamaldehit 'in |Csy konsantrasyonun uygulandigi NIH/3T3 hiicrelerinin Kaspaz 3-7

degerlendirilmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin histogrami (24 saatlik)

Tablo 3.8. Sinnamaldehit’in |Csq konsantrasyonun uygulandigr NIH/3T3 hiicrelerinin Kaspaz 3-7

degerlendirilmesi ile elde edilen popiilasyon yiizdesi

Popiilasyon yiizdesi (%)

Canh hiicreler 83,45
Apoptotik veya erken apoptotik hiicreler 5,85
Apoptotik/ olii hiicreler 9,30
Nekrotik, gec nekrotik veya olii hiicreler 1,40
Toplam apoptotik hiicreler 15,15
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3.3. Konfokal mikroskobik bulgular

3.3.1. H-ras 5RP7 kontrol hiicrelerinin morfolojik yapisinin konfokal mikroskobik

bulgulan

H-ras 5RP7 kontrol hiicrelerinin morfolojik yapisi falloidin ve akridin oranj ile

gerceklestirilen ikili boyama sonrasinda konfokal mikroskop goriintiisiit Gorsel 3.1. ile

gosterilmektedir.

Gorsel 3.1. Akridin Oranj ve Falloidin Kullamlarak Ikili Boyanmus H-ras 5RP7 Kontrol Hiicrelerinin
Konfokal Mikroskop Gériintiisii (40x). Ok basi-> Normal Hiicre Iskeleti, Ok-> Normal Cekirdek Yapis
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3.3.2. Sinnamaldehit’in H-ras 5RP7 hiicrelerinde neden oldugu morfolojik
degisikliklerin konfokal mikroskobik bulgular

Sinnamaldehit’in H-ras 5RP7 hiicrelerinin morfolojik yapisinda neden oldugu
degisiklikler falloidin ve akridin oranj ile gerceklestirilen ikili boyama uygulamasi
sonucunda konfokal mikroskop ile incelenmis ve goriintii Gorsel 3.2., Gorsel 3.3. ve

Gorsel 3.4. ile gosterilmektedir.

Gorsel 3.2. Sinnamaldehit’in ICsy Konsantrasyonuna 24 Saat Siireyle Maruz Birakilan H-ras 5RP7
Hiicrelerinin Akridin Oranj ve Falloidin Kullamilarak Ikili Boyanmis Konfokal Mikroskop Goriintiisii
(40X). Ok basi-> Hiicre Iskeletinde Par¢alanma ve Delik Olusumu, Ok-> Kromatin Kondenzasyonu,

Yildiz-> Hiicre Biiziigmesi, Cift Ok-> Membran Tomurcuklanmasi
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Gorsel 3.3. Sinnamaldehit’in I1Cso Konsantrasyonuna 24 Saat Stireyle Maruz Birakilan H-ras 5RP7
Hiicrelerinin Akridin Oranj ve Falloidin Kullanilarak Ikili Boyanmis Konfokal Mikroskop Gériintiisii
(40X). Ok bagsi-> Hiicre Iskeletinde Par¢alanma ve Delik Olusumu, Ok-> Kromatin Kondenzasyonu,
Yildiz-> Cekirdek Par¢alanmasi
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Gorsel 3.4. Sinnamaldehit’in 1Csy Konsantrasyonuna 24 Saat Stireyle Maruz Birakilan H-ras SRP7
Hiicrelerinin Akridin Oranj ve Falloidin Kullanilarak Ikili Boyanmis Konfokal Mikroskop Gériintiisii
(40X). Ok basi-> Hiicre Iskeletinde Par¢alanma, Ok-> Kromatin Kondenzasyonu ve Hasarli Cekirdek

Yapisi
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3.3.3. NIH/3T3 kontrol hiicrelerinin morfolojik yapisinin konfokal mikroskobik

bulgulan

NIH/3T3 kontrol hiicrelerinin morfolojik yapist falloidin ve akridin oranj ile

gerceklestirilen ikili boyama sonrasinda konfokal mikroskop goriintiisiit Gorsel 3.5. ile

gosterilmektedir.

Gorsel 3.5. Akridin Oranj ve Falloidin Kullanilarak Ikili Boyanmis NIH/3T3 Kontrol Hiicrelerinin
Konfokal Mikroskop Goriintiisii (40x). Ok basi-> Normal hiicre iskeleti, Ok-> Normal Cekirdek Yapisi
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3.3.4. Sinnamaldehit’in NIH/3T3 hiicrelerinde neden oldugu morfolojik
degisikliklerin konfokal mikroskobik bulgular

Sinnamaldehit’in  NIH/3T3 hiicrelerinin morfolojik yapisinda neden oldugu
degisiklikler falloidin ve akridin oranj ile gerceklestirilen ikili boyama uygulamasi
sonucunda konfokal mikroskop ile incelenmis ve goriintii Gorsel 3.6. ve Gorsel 3.7. ile

gosterilmektedir.

Gorsel 3.6. Sinnamaldehit’in ICsy Konsantrasyonuna 24 Saat Siireyle Maruz Birakilan NIH/3T3

Hiicrelerinin Akridin Oranj ve Falloidin Kullamlarak Ikili Boyanmis Konfokal Mikroskop Goriintiisii
(40X). Ok bagsi-> Hiicre Iskeletinde Par¢alanma ve Delik Olusumu, Ok-> -Kromatin Kondenzasyonu,

Yildiz-> Membran Tomurcuklanmasi, Cift Ok-> Cekirdek Parcalanmasi
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Gorsel 3.7. Sinnamaldehit’in ICso Konsantrasyonuna 24 Saat Siireyle Maruz Birakilan NIH/3T3

Hiicrelerinin Akridin Oranj ve Falloidin Kullanilarak Ikili Boyanmis Konfokal Mikroskop Gériintiisii
(40X). Ok bagsi-> Hiicre Iskeletinde Par¢alanma ve Delik Olusumu, Ok-> -Kromatin Kondenzasyonu,

Yildiz-> Membran Tomurcuklanmast
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3.4. Gegirimli elektron mikroskobik bulgular

3.4.1. H-ras 5RP7 kontrol hiicrelerinin ince yapisinin gecirimli elektron

mikroskobik bulgular

H-ras 5RP7 kontrol hiicrelerinin ince yapisinda Sinnamaldehit uygulandiktan
sonra olusan sitotoksik etki sebebiyle gerceklesen degisikliklerin karsilastiriimasi igin

gecirimli elektron mikroskobu ile goriintiilenip Gorsel 3.8. ile gosterilmistir.

F———— 5um

Gorsel 3.8. H-ras 5RP7 Kontro! Hiicrelerinin TEM Gériintiisii. Ok basi-> Normal Cekirdek Membrani,
Ok-> Mitokondri, Yildiz-> Hiicre Iskeleti ve Organeller, Cift Ok-> Normal Hiicre Membran
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3.4.2. Sinnamaldehit’in H-ras 5RP7 hiicrelerinde neden oldugu ince yapisal

degisikliklerin gecirimli elektron mikroskobik bulgular

Sinnamaldehit’in 46,88 uM ICsy konsantrasyonun uygulandigi H-ras 5RP7
hiicrelerinde neden oldugu ince yapisal degisiklikler TEM ile incelenip olusan Gorsel

3.9. ve Gorsel 3.10. ile gosterilmistir.

"k

—————1 500 nm

Gorsel 3.9. Sinnamaldehit’in ICsy Konsantrasyonuna 24 Saat Siireyle Maruz Birakilan H-ras 5RP7
Hiicrelerinin TEM Goriintiisti. Ok basi->Hiicre Membranimin Disa Dogru Tomurcuklanmasi, Ok->

Kromatin Kondenzasyonu
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1 1um

Gorsel 3.10. Sinnamaldehit in ICsy Konsantrasyonuna 24 Saat Siiveyle Maruz Birakilan H-ras SRP7
Hiicrelerinin TEM Goriintiisti. Ok basi-> Mitokondri Sismesi ve Krista Kaybi, Ok-> Kromatin

Kondenzasyonu, Cift Ok-> Sismis Endoplazmik Retikulum Kanali, Yildiz-> Membran Tomurcuklanmast
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4. TARTISMA VE SONUC

Kanser, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi asamasinda gorevli sinyallere uymayan;
bu nedenle asir1 derecede boliiniip, olustugu sinirlarin digina ¢ikarak diger dokular: da
istila edebilen diinyadaki 6liim nedenleri arasinda ilk siralardaki yerini koruyan ciddi bir
hastaliktir. Kanserin yas ile bir ilgisinin olmadig1 gibi yaklasik her ii¢ kisiden biri
yagaminin bir doneminde bu hastalikla karsilasmaktadir. Diinya genelinde goriilme
sikliginin oldukga fazla olmasi, bilim insanlarini kanserin sebeplerini anlamaya, 6nleme
calismalar1 yapmaya ve tedavi yontemleri gelistirmeye yonlendirmistir. Kanser alaninda

yapilan ¢alismalar bilimin her alaninda ilgi odagi haline gelmistir [11].

Calismamizda tar¢inin aktif bir bileseni olan Sinnamaldehit’in H-ras 5RP7 sican
embriyo fibroblast kanser hiicreleri ile NIH/3T3 normal fare embriyo fibroblast
hiicreleri {izerindeki apoptotik etkileri karsilastirilmistir. Sitotoksisiteyi belirlemek
amaciyla yapilan MTT testlerinin sonuglart Microsoft Office Excel programi
kullanilarak grafik haline getirilmis ve ICso degeri H-ras SRP7 hiicreleri i¢in 46,88 M,
NIH/3T3 hiicreleri iginse 63,06 puM olarak hesaplanmistir ve grafik {izerinde
belirtilmistir (Bkz. Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.). Bu sonuglar Sinnamaldehit’in 24 saatlik
kisa uygulama sonucunda kullanilan hiicre {izerinde doza bagli olarak hiicre
proliferasyonunu baskiladigin1 gostermektedir. H-ras SRP7 hiicrelerinde bulunan ICsg
degerinin NIH/3T3 degerinden diisiik olmas1 Sinnamaldehit’in kanser hiicrelerine segici
olma potansiyeli tasiyabilecegini gostermektedir. Ayrica H-ras SRP7 hiicreleri i¢in
belirlenen Sinnamaldehit’in ICso konsantrasyonu saglikli hiicrelere verildiginde anlamli

bir 6liim ortaya konulmamustir.

Flow sitometrik analiz ile Anneksin V uygulamasinda H-ras 5RP7 kontrol
hiicrelerinin apoptotik profiline bakildiginda hiicre popiilasyonunun %1,60’mnin erken
apoptotik dénemde, %3,35’inin ge¢ apoptotik donemde oldugu, toplam apoptotik hiicre
popiillasyonun ise  %4,95 oldugu tespit edilmistir. Sinnamaldehit’in  1Csg
konsantrasyonunun 24 saat uygulandigi H-ras 5RP7 hiicrelerindeki apoptotik profilde
hiicre popiilasyonunun %13,94’unun erken apoptotik donemde oldugu, %13,65’inin ge¢
apoptotik donemde oldugu ve toplam apoptotik hiicre popiilasyonun da %27,60 oldugu
tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gére Sinnamaldehit’in ICso konsantrasyonunun
apoptozu indiikledigi anlasilmaktadir. Ayrica ¢alismamizda normal fibroblast hiicresi

olarak kullanilan NIH/3T3 hiicrelerine ait Anneksin V uygulamasi sonucunda ise
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toplam apoptotik hiicre popiilasyonu kontrol hiicrelerinde %2,35 iken, Sinnamaldehit’in
ICs0 konsantrasyonunun 24 saat uygulandigi NIH/3T3 hiicrelerinde %14,50 olarak
tespit edilmistir. Anneksin V bulgularindan yola ¢ikarak Sinnamaldehit’in kanser
hiicrelerini apoptoza siiriikledigi, 6zellikle H-ras S5SRP7 hiicreleri lizerinde etkin bir

antiproliferatif etkisinin oldugu goriilmistiir (Bkz. Sekil 3.3.-Sekil 3.6.).

Kaspaz 3-7 uygulamasmin flow sitometrik analizi dikkate alindiginda H-ras S5RP7
hiicrelerinde kontrol grubunda toplam apoptotik hiicre popiilasyonu %4,65 iken,
Sinnamaldehit’in  1Csp konsantrasyonunun 24 saat uygulandigt H-ras 5RP7
hiicrelerindeki toplam apoptotik hiicre popiilasyonu 9%16,65’e yiikselmistir. Bu
sonuctan anlagilacagi gibi Sinnamaldehit uygulamasi sonrasi hiicrelerde Kaspaz 3-7
aktive olmustur (Bkz. Sekil 3.7.- Sekil 3.10.). Bu sonug iizerinden Sinnamaldehit’in bu
hiicreler iizerinde indiikledigi apoptoz seklinin kaspaza bagimli olabilecegi sonucu

¢ikmaktadir.

Apoptozun morfolojik olarak tespit edildigi konfokal mikroskopi goriintiilerine
bakildiginda Sinnamaldehit’in ICsp konsantrasyonunun uygulandigt H-ras 5RP7
hiicrelerinde; hiicre iskeletinde parcalanma ve delik olusumu, kromatin kondenzasyonu,
hiicre biiziigmesi, hiicre membranmn tomurcuklanmasi, ¢ekirdek parcalanmasi, hasarl

cekirdek yapisi gibi apoptozun belirteci olan mikroskobik sonuglara ulagilmistir (BKkz.

Gorsel 3.1.- Gorsel 3.7.).

TEM ile Sinnamaldehit’in ICsp konsantrasyonunun uygulandigi H-ras 5RP7
kanser hiicrelerindeki ince yapisal degisikliklere bakildiginda; hiicre membranmin disa
dogru tomurcuklanmasi, kromatin kondenzasyonu, mitokondri sismesi ve krista kaybi,
sismis endoplazmik retikulum kanali gibi kanser hiicrelerini apoptoza siiriikleyen
goriintiiler elde edilmistir (Bkz. Gorsel 3.8 - Gorsel 3.10.). Bu bulgular Sinnamaldehit
uygulamasi sonrasinda tetiklenen apoptotik hiicre 6liimiiniin morfolojik degisikliklerini

ifade etmektedir.

Bu tez kapsaminda gergeklestirilen tiim deneyler ve bunlarin bulgular1 neticesinde
Sinnamaldehit’in H-ras 5RP7 hiicrelerinde sitotoksik etkisinin oldugu ve apoptozise
neden oldugu ortaya konulmustur. NIH/3T3 hiicrelerinin  sonuglar1 ile
karsilastirildiginda H-ras 5RP7 hiicrelerinde Sinnamaldehit daha diisilk dozda

sitotoksisite gostermis, morfolojik ve ince yapisal olarak daha net apoptoz bulgularma
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neden olmustur. Bu nedenle Sinnamaldehit’in arastirma sonuglarina gore antikanser
ajan1 olarak kullanilmasi secici o6zelligi sahip olabileceginden ve apoptozu
indiiklediginden kanser tedavisi igin alternatif bir ¢6ziim niteligi tasiyabilecegini
vurgulanmaktadir. Yapilan aragtirmalar dogrultusunda Sinnamaldehit’in ilerleyen
donemlerde nano formunun olusturulup antikanser ilaci olarak biyoteknolojik bir {iriin
haline getirilebilecegi ¢alismalar yapilabilecektir. Boylelikle kemoterapiye alternatif

olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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