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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

Lactobacillus plantarum SUSUNUN SEKONDER METABOLITLERI VE
BIYOAKTIVITELERININ MOLEKULER DUZEYDE ARASTIRILMASI

Melih SENTURK

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Genetik ve Biyomiihendislik Anabilim Dah

Damsman: Doc¢.Dr. Fahriye ERCAN, Do¢.Dr. Serap YALCIN AZARKAN

Bu ¢alismada, probiyotik 6zellikteki Lactobacillus plantarum sekonder metabolitinin insan
meme kanseri MCF-7 hiicre hatti ve insandaki genlerin bir kismmm korundugu, model
organizma olarak bilinen meyve sinegi, Drosophila melanogaster iizerindeki sitotoksik
etkileri arastmilmistir. MCF-7 hiicre hattnda sekonder metabolitin ICso degeri 0,0013 gr/ml
belirlenmistir. Drosophila melanogaster’de dozlar ¢alisma srasmda saptanmis olup probit
analizi sonucu LCso ve LCgg degerleri srasiyla 0,24 mg/ml ve 0,56 mg/ml olarak
saptanmustir. Uygulama sonrast MCF-7 hiicre hattnda; RRAS-2, TP53, BCL-2, APAF-1,
CASP-3, FADD, CASP-7, BOK genleri ve Drosophila melanogaster’de RAS64B P53,
BUFFY, DARK, DECAY, FADD, DRICE, DEBCL genlerinin ekspresyon seviyeleri RT-
PCR ile belirlenmistir. Metabolit uygulamas1 sonucu insan meme kanseri hiicre hattinda ve

meyve sineginde antiapoptotik olarak karsmza ¢kan BCL-2 ve BUFFY genlerinin



ekspresyonlarinda azalma goriimistir. Aym zamanda Drosophila melanogaster’de
DECAY, FADD, RAS64B apoptotik genlerinde ekspresyon artis1 saptanmustir.

Bununla birlikte Lactobacillus plantarum sekonder metabolitinin analizi GC-MS yontemi
ile belirlenmistir. Belirlenen maddelerin ilgili genlere baglanmas1 molekiiler docking
yontemi ile gergeklestirilmistir. Sekonder metabolit iceriginde tespit edilen ve L13 olarak
kodlanan maddenin ¢alsilan genlerde yilksek baglanma afinitesine sahip oldugu

gozlenmistir.
Temmuz 2018, xvi + 61 sayfa

Anahtar kelimeler: Lactobacillus plantarum, Drosophila melanogaster, MCF-7,

molekiiler docking, apoptoz, gen ekspresyonu



ABSTRACT

MASTER THESIS

INVESTIGATION OF SECONDARY METABOLITES AND BIOACTIVITIES OF
Lactobacillus plantarum STRAIN AT MOLECULAR LEVEL

Melih SENTURK

Kirsehir Ahi Evran University
Institute of Science
Genetics and Bioengineering Department

Supervisor: Do¢.Dr. Fahriye ERCAN, Do¢.Dr. Serap YALCIN
AZARKAN

In this study, the cytotoxic effects of the probiotic Lactobacillus plantarum secondary
metabolite on the human breast cancer cell line were identified as MCF-7 cell line and the
Drosophila melanogaster fruit fly, investigated. The ICsp value of the secondary metabolite
in the MCF-7 cell line was 0.0013 gr/ml. Drosophila melanogaster doses were determined
during the study and the probit analysis resultant LCso and LCgg values were 0.24 mg/ml and
0.56 mg/ml, respectively. After application, MCF-7 cell line; RRAS-2, TP53, BCL-2,
APAF-1, CASP-3, FADD, CASP-7, BOK genes and expression levels of RAS64B P53,
BUFFY, DARK, DECAY, FADD, DRICE and DEBCL genes in Drosophila melanogaster
were determined by RT-PCR expression of the BCL-2 and BUFFY anti-apoptotic pathway



genes, in the human and the fruit fly, has been reduced. At the same time, expression increase
of DECAY, FADD, RAS64B apoptotic genes was detected in Drosophila melanogaster.

However, analysis of Lactobacillus plantarum secondary metabolite was performed by GC-

MS method. Molecular docking was used to link the matter to the related genes. The
substance detected in the secondary metabolite content and encoded as L13 has been

observed to have high binding affinity in the studied genes.
July 2018, xvi + 61 pages

Key words: Lactobacillus plantarum,Drosophila melanogaster, MCF-7, molecular

docking, apoptosis, gen expression
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1. GIRIS

1.1. Probiyotikler ve Lactobacillus plantarum

Probiyotik kelimesi Yunanca kokenli bir kelime olup; “yasam i¢in” anlamma gelmektedir.
Gida ve Tarm Orgiitii (FAO) ve Diinya Saghk Orgiiti (WHO) probiyotikleri uygun
miktarda alndiklar1 takdirde konak¢i saghgi tizerinde olumlu etkileri olan canli
mikroorganizmalar olarak ifade etmistir [1].

Probiyotikler, insanlarin bagwsak mikrobiyal homeostazin1 diizenleyen, laktobasiller,
bifidobakteriler, enterokoklar ve streptokoklardan olusan, yararh, canh mikrobiyal gda
icerikleri seklinde tanmlanmaktadir [2].

Probiyotiklerin en Onemh etkileri; GI (gastrontestinal) sistemde, enteropatojen
mikroorganizmalarm, konak¢min GI sistemine kolonizasyonunu engellemek amaciyla
barsak epitel yiizeyinde bulunan tutunma bdlgeleri icin rekabet yaratmak, trettikleri laktik
asit, asetlk asit gibi organik asitler aracihifiyla barsak pH’smi azaltarak zararh bakterilerin
yasam faaliyetini sonlandrmak ve hidrojen peroksit (H202), karbondioksit (CO2), diasetil,
asetaldehit, reuterin ve bakteriyosin benzeri maddeler gibi pek ¢ok antimikrobiyal maddeler
sayesinde, patojen bakterilerin ¢ogalmalarini kontrol altmda tutmak ve mikroflora dengesini
saglamak olarak belirtilmektedir [3].

Lactobacillus plantarum, ¢ubuk sekilli, gram-pozitif bir laktik asit bakterisi olarak
bilinmektedir. Genellikle msan ve diger memeli GI yollarda, tikiirikte ve cesith gida

trtinlerinde bulunur. 15-45°C arasindaki sicaklklarda ve 3.2 pH seviyesi kadar diisiik
sartlarda dahi varhgmi siirdiirebilen bir bakteridir [4].

1.2. Kanser

Kanser viicudun tamamimi ya da bir kismmi etkileyen hastalklar icin kullanilan genel bir
terim olarak kabul edilmektedir. Neoplazi ve malign timor kanserin yerine kullanilan yaygin
terimlerdir. Kanserlerin belirgin 6zelligi hiicrelerin standart biiyiime smirlar1 disma ¢ikarak
bliylimesi, etrafindaki bulunan hiicrelere istila etmesi ve organlara yayilma etkisi metastaz
gostermesidir. Kanser diinyada O6lim nedenleri arasmda 2. sradadwr ve 2015 yilinda 8.8
milyon olim ger¢eklesmistir. Erkeklerde gorilen en yaygin kanser tipleri akciger, prostat,



kolorektal, mide ve karaciger kanseri iken kadnlarda meme, kolorektal, akciger, serviks ve
mide kanseridir [5].

1.2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri kadmlarin arasmda en yaygin goriilen kanser c¢esididir. Cogu meme kanseri
lobiil denilen siit iretimine yonelk bezlerin istinde yer alan meme dokusunda ya da
lobiilleri meme ucuna baglayan kanallarda baslamaktadir. Meme kanseri genellikle
kadmlarda goriilir ancak nadiren de olsa erkeklerde de goriilebilmektedir [6].

Diinya genelinde hastahigmn goriilme sikhgi her yil bir 6nceki yila oranla artiy gostermektedir.
Yapilan arastrmalar sonucunda meme kanseri goriilme oranmin kentli kadmlarda kirsal

kesimde yasayan kadmlardan daha fazla oldugunu gostermistir [7].

1.2.1.1. Meme Kanserinde Tedavi Yontemleri

Kanser tedavisinde belirlenen yontem genellikle tiimoriin evresine baghdwr. Uygulanan
tedavi yonteminin basarisi, hastann yasma, cinsiyetine, genel durumuna ve yasam kalitesine
gore degiskenlik gostermektedir. Temel olarak kullanilan tedavi yontemleri cerrahi tedavi,
kemoterapi, radyoterapi, hormonal tedavi, immiinoterapi seklinde sralanabilmektedir. Her

tedavi yonteminin kendi icinde farkh uygulamalari, riskleri ve yan etkileri bulunmaktadir
[8]

1.2.1.1.1. Cerrahi Tedavi

Cerrahi tedavi genellikle ik yontem olarak akla gelmektedir. Cerrahi yontemin belirlenmesi

kanserin evresine ve kisiligine gore degismektedir. Genel olarak kullanilan iki yontem

vardrr;

Lumpektomi, meme koruyucu cerrahi yontem olarak da bilinen lumpektomi sadece timoriin

ve timorii ¢evreleyen az miktarda dokunun ¢ikarilmasidir.

Mastektomi yonteminde ise meme dokusunun tamamunin ameliyat ile alnmasi s6z
konusudur [6,9].



1.2.1.1.2. Kemoterapi

Kemoterapi tedavisi tiimor bolgesi ve ¢evresindeki hiicreler ve viicudun baska bir boliimiine
yayllmig olabilecek tiim kanser hiicreleri de dahil olmak {izere viicuttaki kanser hiicrelerini
zayiflatmak ve yok etmek amaciyla kullanilan bir tedavi yontemidir. Kemoterapi sistemik
bir tedavidir ve bu da kan dolasmina girerek tiim viicudu etkiledigi anlamma gelmektedir.

Bu durumdan dolayr saglkli hiicrelerde kemoterapiden etkilenmektedir ve bu durum

kemoterapinin en biiyik dezavantajlarindandir.

Erken evre invaziv meme kanseri ameliyatindan sonra geride kalabilecek kanserli
hiicrelerden kurtulmak ve geri gelen kanser riskini azaltmak, ileri evre meme kanseri

durumlarinda ise kanser hiicrelerini tahrip etmek veya zarar vermek icin kemoterapi
kullanilmak tadr.

Gemzar (kimyasal adi gemsitabin) Taxol (kimyasal adi paklitaksel) Adriamisin (kimyasal
adr doksorubisin) meme kanserinde kullanilan kemoterapi ilaglarindan bazlardir [6,9].

1.2.1.1.3. Radyoterapi

Aym zamanda radyasyon tedavisi olarak da adlandrilan radyoterapi ameliyattan sonra
etrafta kalabilen memedeki kanser hiicrelerini yok etmek icin olduk¢a hedefli ve oldukg¢a
etkili bir yoldur. Bircok insamn korkmasma ragmen, radyasyon tedavisinin tolere edilmesi

nispeten kolaydir ve yan etkileri tedavi edilen alanla smrh kalmaktadir [6,9].
1.2.1.1.4. Hormon Tedavisi
Hormon reseptorii pozitif meme kanserlerinde hormon tedavisi iki farkh yol ile

gerceklesmektedir.  Viicuttaki  Ostrojen hormonu  miktarmi  digiirerek ve meme kanseri

hiicrelerinde Gstrojen eylemini bloke ederek etkisini gostermektedir.

Hormonal tedavi ilaglari  hormon reseptorii negatif meme kanserlerinde  etki

gostermemek tedir.

Aromataz inhibitorleri, selektif Ostrojen reseptor modiilatorleri ve Ostrojen reseptorii down

regulatorleri dahil olmak tizere birgok hormonal tedavi ilact bulunmaktadir [6,9].



1.2.1.1.5 immiinoterapi

Immiinoterapi  ilaglar1  viicudun bagisiklik sistemini kanser hiicreleri ile savasrken
desteklenmesi ve giiclendirilmesi amactyla kullanilmaktadwr. Kanser icin kullanilan asilarin
yam sira bagisiklik kontrol noktasi inhibitorleri de kullanilmaktadir.

Bagisiklik sisteminizin  “kendi” hiicrelerini tammasina yardimci olan proteinlerin bir
kismma bagsiklik kontrol noktalar1 denir. Kanser hiicreleri, bagigiklik sistemi tarafindan
tanmmlanip saldriya ugramamak i¢in bazen bu bagisiklik kontrol noktasi proteinlerini bir
kalkan olarak kullanmaktadirlar. Tmmiin kontrol noktasi inhibitorleri esas olarak, kanser
hiicreleri veya bunlara yant veren T hiicreleri {izerindeki kontrol noktasi mhibitdr
proteinlerini bloke ederek kalkanlar1 bagisiklik sisteminden uzaklastrmaktadir [6,9].

T hiicresi ’
inhibisyonu

T hiicresi
aktivasyonu

Tiimor Hiicresi T Hiicresi

AMHC

PD-L1

Sekil 1.1. Immiinoterapi Tedavi Y éntemi [10]

1.3. Coklu Tlac Direnci ve Mekanizmasi

Belirli bir ajana kars1 direngli olarak secilen bircok tiimor hiicresinin ¢esitli ilaclar, vinka
alkoloidler, taksol, kolsisin gibi yapisal ve fonksiyonel bilesiklere karsi capraz direng
gostermesi durumu ¢oklu ilag direnci olarak agiklanmaktadmw [11].

Kanser hiicrelerinde goriilen ¢oklu ilag direnci ile ilgili olarak apoptotik mekanizmalardaki
diizensizlikler, hiicre dongiisii kontrol noktalarmdaki degisiklikler, hasar gérmiis hiicresel
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hedeflerin onarmm ve hiicre i¢i ilag birikiminin azaltilmasi gbi ¢esith mekanizmalar
aydmlatilmis bulunmaktadwr. Hiicre zarmda transmembran proteini olan ve enerji bagimli
bir pompa seklinde calsmasi nedeniyle hiicre i¢i ila¢ yogunlugunda azalmaya neden olan P-
glikoprotein ifadesinin artisi bu mekanizmalar arasmda en yaygin olarak bilinmektedir [12].

flag direncini agiklayan birgok hiicresel mekanizma ortaya koyulmustur. Bu mekanizmalar,
insan multi-drug rezistans (MRP) iliskili protein tarafindan ilaglarin artan atlimi, DNA
topoizomeraz Il gibi ila¢ hedeflerindeki degisimleri ve bilesiklerin artan detoksifikasyonunu
icermektedir. MDR’nin klaskk formu ise, bir transmembran ilag atlhm pompasi olarak

fonksiyon goren P-glikoprotein’i kodlayan MDRI1 geninin asmi ekspresyonu sonucu ortaya
cikmaktadr [11].

P-glikoproteinin g¢alisma mekanizmasi i¢in yaygin olarak kabul edilen ‘“hidrofobik vakum
pompasr’dir. Bu mekanizmaya gore substrat dogrudan proteinin ilag-baglama bolgesine
baglanmakta ve ATP’nin hidrolizinden elde edilen enerji ile hiicre dis1 ortama
pompalanmaktadir [13].

1.4. Apoptoz

Apoptoz, fonksiyonunu kaybetmis, fazla iretilmis, diizensiz gelismis veya genetik olarak
hasarh durumda olan hiicrelerin, organizma i¢in giivenli bir yol ile yok edilmesini saglayan

ve genetik temelli olarak da kontrol edilen programli hiicre 6limiidiir.

Apoptoz normal meme hiicresinin gelisiminde O6nemli bir rol oynamaktadr. Apoptoz
oranlart tiimor derecesi ile iliskilidir ve daha agresif tiimorler daha yiksek apoptoz ve
proliferasyon oranlarma sahiptir. Apoptotk mekanizmanin bozulmasi kontrol noktasi
yollarmin ¢ogunu gegersiz kilar ve neoplastik hiicrelerin geniglemesine yol agmaktadir.
Apoptozu kontrol eden genler ve proteinler, kanser hiicrelerinin Olimiinii artrmak igin

manipiilasyon hedefleri haline gelebilmektedirler [14].



1.4.1. Mitokondri/Sitokrom-c Aracih Apoptoz Olusturulmasi

Intrensek yolak hiicresel stress (ozellikle de mitokondriyal stres) ile tetiklenmektedir.
Mitokondriyal tetiklemede tamir edilemez genetik hasar, asmt yiiksek derisimlerdeki
sitozolik Ca?*, hipoksi, siddetli oksidatif stres gibi i¢ uyaranlar rol almaktadir [15]. Stress
sinyali almmasi {izerine, sitoplazmada bulunan proapoptotikk proteinler BAX ve BID
mitokondri dis zarma baglanarak mitokondri iceriginin disartya ¢ikmasmi saglayacak
sinyaller salar. Bununla birlikte, mitokondri i¢inde bulunan BAK ve sitokrom-c mitokondri
ici bilesigin mitokondriden salmmmi i¢in gereklidir. Sitokrom-c’nin salmmasindan sonra
hiicre i¢i apoptozom yapist olugsmaktadir. Bu kompleks mitokondriden salman sitokrom cile
birlikte APAF-1, ATP ve inaktif baslatict kaspaz olan pro-kaspaz-9’u icermektedir.
Apoptozomun olusmas ile kaspaz-9 aktive edilmektedir. Aktive kaspaz-9 sitokrom-c, ATP
ve APAF-1 ile birlikte hasar1 baslatacak olan etkin kaspaz olan kaspaz-3’ii aktive edilerek
diger kaspaz kaskadmin tetiklenmesi saglanarak hiicre apoptoza gotiiriilir. Membran ici
bosluktan sitokrom ¢ salmmu dismda, DNA fragmantasyonunu kolaylastiran apoptosis
inducing factor (IAF) ve apoptosis nhibitor proteinini (IAP) inhibe eden Smac/Diablo
proteinlerini ve Omi/HtrA2 proteinleri salmmaktadir [16,17].

Kaspazlarm yam swra BCL-2 gen ailesi liyeleri apoptozis mekanizmasinda onemli bir yere
sahiptir. Kendi iginde antagonist iliskiye sahip proteinleri kodlarlar. Bu proteinlerden Mcl-
1, Bcl-2, Bcel-xl apoptozu engellemekle gorevli iken, Bid, Bad, Bax, Bcl-xs apoptozu
uyarmakta gorevli tyelerdir. Mitokondriyal yolda mitokondri zarlarmdan sitokrom-c
salnim ve kaspaz ativasyonu BCL-2 ailesindeki apoptozu uyaran proteinler tarafindan
saglanmaktadir. Biiylime faktorii eksikligi, DNA hasari, kemoterapi ve radyasyon gibi
apoptozu uyaran ajanlar hiicreyi mitokondriyal yolla apoptoza gbtirmektedir. Bu ajanlar
sitozolde bulunan BCL-2 gen ailesi liyelerinin gorevierini yapmalarini sagladigindan dolay1

mitokondriyal yol i¢ sinyal apoptozu olarak amimaktadir [18].

1.4.2. Dis Sinyallerle Apoptozun Tetiklenmesi

Ekstrensek yolak oliim reseptorine Olim ligandlarinin baglanmasiyla birlikte aktif hale
gelmektedir. En ¢ok bilinen 6liim reseptdrleri TNFR1 (Timdr nekroz faktor reseptorii) ve
CD95 (Fas) ’dir. Bunlarm ligandlar1 ise swasiyla TNF ve Fas ligand1 olarak
adlandrilmaktadir. Bu reseptorlerinin TNF reseptori ile iligkili 6lim bolgesi TRADD (TNF
receptor-associated death domain) ve Fas ile iliskili olim bolgesi FADD (Fas-associated



death domain)’dir. Bunlarin yam sira kaspaz-8 gibi adaptor proteinleri aktiflestiren hiicre ici
Olim bolgeleri de vardr. Bu reseptor-ligand baglanmasi sonucu bir adaptor protein igin
baglanma bolgesi olusturmaktadir. Bu reseptor-ligand-adaptor protein kompleksi, o6liimii
tetikleyen sinyal kompleksi DISC (death-inducing signaling complex) olarak bilinmektedir.
DISC kompleksi pro-kaspaz-8’in birikmesi ve aktivasyonunda rol almaktadir. Aktif kaspaz-

8, kaspaz-3 i aktiflestirir ve hiicrede morfolojik degisikliklerle bilrlikte apoptoz siireci
baslamaktadir [19,20].

1.4.3. Endoplazmik Retikulum Aracihi Apoptoz Olusturulmasi

Kaspaz-12 bagmli bu yolak 6lim reseptorii ve mitokondriyal apoptoz mekanizmasindan
farkli bir yolak olarak tanmlanmistir. Endoplazmik retikulum membran proteinlerinin
katlanmasi, hiicre i¢ci kalsiyum sentezi ve dengesi gbi kritik birgok siirecte etkin rol
oynamaktadr. Kaspaz-12 ER’de lokalize olup ER’de apoptoza araciik etmektedir. Inaktif
konumda bulunan proKaspaz-12 Ca*? seviyesinin yiikselmesi, kalpain ER ile etkilesimi
sonucu aktiflesmektedir. Aktiflesmis kaspaz-12 sitoplazmaya yonelerek kaspaz-9 ile
etkilesimi sonucu kaspaz selalesini aktive etmektedir [20].
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1.5. Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster genetik ve gelisim biyolojisinde ¢ok fazla ¢alisilan bir model

organizmadwr. Clirlimiis meyvelerin lizerinde beslenen ve iireyen kiigiik bir bocek tiirtidiir.

Yaklasik olarak 100 yidan fazla bir siiredir model organizma olarak kullanilmaktadir.

Genetik ¢calismalar ve ilerleyen yillarda genotoksisite testleri icinde model organizma olarak
kullanilan D. melanogaster’m en biiyilk avantajlar1 arasmda; Okaryotkk bir organizma
olmasi, iireme ortamlar1 ve iceriklerinin kolay olmasi ve boylelikle fazla sayida bireyin ucuz
ve kolay bir sekilde yetistirilebilmesi, yasam dongiilerinin kisa olmasi, ¢ok sayda dol
vermesi ve Ozellikle biyoaktivasyon icin gerekli enzim mekanizmalarmin memelerinki ile

benzerlik gostermesi seklinde sralanabilmektedir [22].

Insan ve meyve sineginde gen saylarinmn farkllk gdstermesine ragmen ortak gen
benzerliklerinin oldugu bilinmektedir. Bu benzerlik sayesinde insandaki genlerin caliyma
prensipleri ve fonksiyonlar1 konusunda bilgi edinilerek yeni ilag kesfedilmesinde
D.melanogaster’in yardimc1 bir model organizma olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

D. melanogaster’in bu ¢ahsmalarda kullanilmasi1 1927’°de Miiller’in eseye bagh resesif letal
mutasyon testini (SLRLT) bilim diinyasina kazandrmasiyla birlikte baglamustir [23].

Drosophila’nin tim genomu dizilenmis ve yaklasik 13.600 gen tespit edilmistir [24]. Model
organizma Drosophila’nin en onemli avantajlarindan biride etk kurul izinlerine ihtiyag
duyulmamasidir [25].

Ayrica Drosophila’nin proteinlerinin yaklasik yarisi memeli proteinleri ile benzer dizilim
gostermektedir. Hastalk genleri bakimmdan ise % 75-77 civarinda insan ile benzer oldugu
bilinmektedir [26]. Bu hastaliklar arasmda gelisimsel ve norolojik hastaliklar, Alzheimer,
Parkinson, kanser hastaliklari, kardiyovaskiiler hastalklar, bagrsak enfcksiyonlar1 ve

immiin sistem fonksiyonlarinin genetik temelleri yer almaktadr [27].



1.6. Molekiiler Modelleme ve Bilgisayar Destekli fla¢ Tasarim

1.6.1. Protein Veritabam

1971 yihnda kurulan, protein veri bankasi (PDB) proteinler ve niikleik asitler gibi biyolojik
molekiillerin 3 boyutlu yapilarini iceren gelismis bir kaynaktr. Protein veri bankasmda yer
alan bilgilerin kaynagi X-ism kristalografisi veya niikleer manyetik rezonans (NMR)
spektroskopisi yontemleriyle saglanmaktadir.

Protein veri tabaninda yer alan yapilar .pdb dosya format1 bi¢iminde arsivlenmektedir. Pdb
formatt ila¢ tasarmi ve molekiiller docking programlarinin hemen hepsi tarafindan
tanmmaktadir. Pdb formatinda molekiillerin atomik koordinatlari, birincil ve ikincil yapi

bilgileri, kristalografik yap1 faktorleri ve NMR bilgilerini igermektedir. PDB kodu ise ilki
rakam olmak tizere 4 karakterli isimlerle simgelenmektedir [28].
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Sekil 1.3. Protein veri tabam web sayfasi

1.6.2. Bilgisayar Destekli ila¢c Tasarnm

flag tasarmu biyolojik yapilar ve hedef molekiillerin temel alnmasiyla yeni ilag
gelistirilmesi i¢in izlenen admlarin tamanmudir. Ilag tasarminda degisik ilag molekiillerinin
tasarmi yer alr ve bu molekiillerin biyolojik yapilara baglanarak onlarla farmakolojik
etkilerinin olusmasmi saglamaktadr. flag tasarmunin modern uygulamasi ise giiniimiizde
yikksek kapasiteli bilgisayarlar yardmiyla gerceklestirilmektedir. Temel amacg belirlenen

kiigtik molekiiliin hedefe baglanp baglanmadigi ve farmakolojik etki yaratp yaratmadigini
arastrmaktir. Bu amagla birgok farkh program kullaniimaktadr [29].
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1.6.3. Molekiiler Docking (kenetlenme) Yontemi

Docking islemi hedef ligand yapismin tahmin edilen proteinin aktif bolgesine baglanma
konformasyonunu ve baglanma srasmndaki etkilesimlerin tahminini icermektedir. Docking
islemi icin 3 boyuthu yapisi bilinen ligand ve reseptore ihtiya¢ duyulmaktadir. Program ise
3 boyutlu yapilardan yola ¢ikarak ligand1 ¢algilan proteinin hedeflenen bdlgesine yerlestir ir
ve bu esnada gerceklesen enerji ve gerekli bilgileri saglamaktadir.

Kenetleme c¢alsmasinin dogru yapisal modelleme ve aktivitenin dogru tahmin edilmesi
olmak {iizere 2 hedefi vardr. Giinlimiizde bu islemleri gergeklestiren birgok farkh program
bulunmaktadwr. Bu farkhliklar kenetleme pozu belirlenmesi i¢in kullandiklar: algoritma ve
skorlama fonksiyonlarmin farkhligindan ileri gelmektedir. Sekil 1.4’de kullanilan
programlar ve atif sayllar1 gosterilmektedir [30].
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2.KAYNAK ARASTIRMASI

Giiniimiizde probiyotklerin insan saghgi iizerine etkileri konusundaki cahsmalar hizla
artmaktadr. Kanser hastaliginin tedavisinde kullanilan standart yontemlerin yamsira
alternatif ve destekleyici olarak probiyotiklerin kullanimina ilgi artmustrr.

Sit triinlerinden izole edilen Lactobacillus ve Lactococcus suglarinin  probiyotik
Ozelliklerinin belirlendigi c¢alismada sekrete edilen metabolitlerin HT-29 (insan kolorektal
kanser hiicre hatt), AGS (insan mide kanser hiicre hatt), MCF-7 (insan meme kanser hiicre
hatti ve HeLa (insan servikal kanser hiicre hatt) kanser hiicre hatti ve normal hiicre hatti
HUVEC (insan gobek bag damar endotel hiicresi) iizerindeki sitotoksik etkileri
arastrilmugtir.  Lactococcus lactis subsp. lactis 44Lac. bakterileri tarafindan sentezlenen
metabolitlerin kanser tedavisinde halihazirda kullanilan Taxol ilact benzer sitotoksik etki
gosterdigini ve normal hiicre hatti {izerinde sitotoksik etki yaratmadigmi fakat potansiyel
olarak anti-kanser ilaci olarak kullanilmasi igin in vitro/in vivo ¢alsmalarin daha ayrmtili
bir sekilde arastrilmasi gerektigini vurgulamisladir [32].

Vajinal mikrofloradan izolasyonu yapimis probiyotiklerin kullanildigi c¢ahsmalarda ise
saghkli Iran kadmlarinin vajinal mikroflorasindan izole edilen L. acidophilus 36YL susunun
probiyotik karakterizasyonu ve AGS, HeLa, MCF-7, HT-29 ve normal hiicre HUVEC hiicre
hattnda sitotoksik etkileri ¢alisilmistr. Cahsmada L. acidophilus 36YL susu tarafindan
sentezlenen metabolitlerin  calisilan 4 farkh kanser hiicre hatti iizerinde antikanser
aktivitesinin oldugunu, en iyi sitotoksik etkinin HT-29 ve Hela hiicre hatlar1 {izerinde

oldugunu ve bunun yam swra normal hiicre hattnda Onemsiz derecede bir yan etki
gorildiiglinii belirtmislerdir [33].

Gegmiste kanser arastrmalart memeli tabanh sistemlerde, doku kiiltiiriinden hayvan
calsmalarma kadar gesitli alanlarda yiiriitiilmiistiir. Ancak son yillarda, sinekler zamanla bir
model organizma olarak kullanilmigtr. Kanser biyolojisi ¢alismasma sineklerin en biiyiik
katkilarmdan biri 20 yildan uzun bir siire Once tammlanan Ras sinyal transdiiksiyon
kaskadmn aydmlatilmasiydi [34,35,36]. Bu yolagin memelilerde korundugu buluinmustur.
Temel olarak, hiicre i¢indeki sinyal olaylarnin yanhs diizenlenmesi sonucu hiicrenin
anormal biiylimesi ve ¢ogalmasina yol agmaktadwr. Kanserin tiiriine ve yapisma bagh olarak,

anormal cogalmanin altta yatan mekanizmalar1 cesitlilik gostermektedir. Insanlardaki
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kanserlerin ¢ogunlugu epitel hiicrelerinden tiiremektedir [37]. Buna gore, epitelyal hiicre
kaynakh kanserlerin arastmilmasi i¢in bir kesif platformuna doniistiiriilebilen ve gelistiri Imis

bir dizi sinek modeli bulunmaktadir. Bu modeller sadece proliferatif fenotipleri degil, ayni
zamanda metastatik ve invaziv olanlar1 da igermektedir.

Apoptozis mekanizmasinda  kaspazlar  Kilit rol oynamaktadw. Memeliler’de ve
Drosophila’da benzer yolaklarin korundugu birgok ¢alismada belirtilmistir. Drosophila’da
DCP-1, DCP-2, DRICE ve DRONC kaspazlarmm yam sra DECAY kaspaz tanimlanmigtir.
Dorstyn ve arkadaglart D.melanogaster’de DECAY kaspazmin 6n karakterizasyonunu
yapmiglardir. Bu c¢alsmada tanmlanan kaspaz tiiriinin  memelilerdeki kaspaz-3 benzeri
efektor kaspazlara cok benzedigini Ve benzer bir substrat Ozgiilliglinii paylastigini

belirtmislerdir. Kaspaz-8 ve kaspaz-10 ile % 48-52 benzerlk gosterirken kaspaz-3 ve
kaspaz-7 ile ise % 56 benzerlik gosterdigini belirtmislerdir [38].

Cabsmalar insandaki hastalk genlerinin % 75’inin  Drosophila’da korundugunu
gostermektedir  [39]. insan kanser genlerinin % 68’inin  Drosophila’da  homologu
bulunmaktadr [40].

Kanser ilaglarinin gelistirilmesinde basarisizlik oranlari, yiiksek maliyet ve zaman gerektiren
deneyler alternatif yollarin ihtiyacini dogurmustur. Sinyal yolaklarmin korunmus olmasi,
zaman agismdan calisma kolayhigi ve yetistirilme maliyetinin az olmasi D.melanogaster’in
kanser ilaglarinin yiiksek verimli taramasi igin giicli bir arag olmasmi saglamistir.
D.melanogaster’in gesitli insan kanserlerine bagh genlerin homologunu igermesi bu model
organizmanin kanser ilaci kesiflerinde kullanilmasi i¢in bir avantaj saglanustir. Model

organizma cesitli onkogenlerin ve tiimor baskilayic1 genlerin kesfine katki saglamustir.

Meyve sinegi Drosophila melanogaster, kanser terapotiklerinin test edilmesi ve
gelistirilmesi  i¢in in vivo bir arag olarak kullanilmistr. D.melanogaster’in  kanser
aragtrmalarinda kullanilmas1 konusundaki itici gii¢, sinyal yollarrin korunmasindan, kisa
yasam dongilisiinden, genetik yatkmliktan ve bakmm kolayligindan kaynaklanmaktadir.
D.melanogaster’de birkag hiicre sinyal yolu, kanser ilaglarinin gelistirilmesi i¢in
kullanilmigtir. Model organizma, yiiksek verimli tarama icin gligli bir arag olarak ortaya

cikmaktadr ve ilag gelistirmede maliyetle birlikte zamami da 6nemli olgiide azaltmaktadir
[41].
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Ormegin hiicre proliferasyonu ve apoptozun diizenlenmesi olarak bilinen HIPPO sinyal yolu
ilk olarak D.melanogaster’de tammlanmustr [42]. Benzer sekilde, JAK-STAT sinyal
yolagmm insan losemisindeki roliniin kesfedilmesinden o6nce D.melanogaster’de
hemositlerinde asi biiylimeye sebep oldugu gbzlenmistir [43].

Tablo 2.1. D.melanogaster’de gahsilan insan kanser tipleri listesi [41]

Kanser Tipi Yolak Tipi Referans
Beyin Kanseri PDGF, EGFR, PI3K, Notch [44,45,46,47]
Tiroid kanseri RET, Ras, EGFR, ERK [48,49,50,51]
Skleroz TSC-1, TSC-2 [52,53]
Kolorektal kanseri Wnt, EGFR, Ras [54,55,56]
Prostat Kanseri MRGBP, CNPY2, MEP1A [57]
Yumurtalk Kanseri Y AP/Hippo [58]

Cilt Kanseri Hh/Ptc [59]
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Sekil 2.1. Yillar boyunca D. melanogaster’de kanser arastrmalari tizerine yaym sayisi [41]

1946-2016 yillar1 arasmda D.melanogaster meyve sinegi iizerindeki kanser arastrmalari
calsmalarmin sayist Tablo 2.3’de verilmistir. Son yillardaki artan cahsmalar kanser

arastrmalar1 iginde model organizma olarak kullanilmasini kanitlar niteliktedir.
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Tablo 2.2. D. melanogaster’de onaylanmis veya gelistirilen antikanser ilaglarin listesi [41]

flag Kanser Tipi Mevcut Durum Referans
Methotrexate Akut lenfoblastik FDA onayh [60,61]
16semi
Gemcitabine Meme, akciger, FDA onayh [60]
yumurtalik,
pankreatik
Topotecan Serviks, akciger, FDA onayh [60]
yumurtahk
ZD6474/vandetanib Tiroid Kanseri FDA onayh [62]
Gefitinib, erlotinib Akciger kanseri FDA onayh [63,64]
Curcumin Multipl miyelom Klinik denemede [65]
Crizotinib Noroblastom FDA onayh [66]
F14512 Akut miyeloid 1osemi  Klinik denemede [67]
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3. MATERYAL METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Lactobacillus plantarum

Bu cabsmada kullamlan Lactobacillus plantarum bakterisi Ahi Evran Universitesi Biyoloji
Bolimii Mikrobiyoloji Laboratuvar’ndan temin edimistir.

3.1.2. Drosophila melanogaster

Bu caliymada kullanilan Drosophila melanogaster meyve sinegi Erzurum Teknik

Universitesi Temel Genetik Laboratuvar’ndan temin edilmistir.

3.1.3. Meme Kanseri Hiicre Hatti

Bu caismada kullanilan insan meme kanseri hiicre hatt MCF-7 Ahi Evran Universitesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimii Kanser ve Kok Hiicre Laboratuvari’ndan temin
edilmistir.

3.1.4. Kullamlan Kimyasallar

e MRS agar

e Agar

e Yeast extract

e Scker

e Misrr unu

e RPMI-1640 Medium

e Fetal Bovin Serum

e Phosphate Buffered Saline
e Tripsin-EDTA

o XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H- Tetrazolium-5-Carboxanilide)
e Tripan blue boyasi

e Zymo RNA izolasyon Kiti

e GeneAll RNA izolasyon Kiti
e GeneAll cDNA sentez Kkiti
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3.1.5. Cihazlar ve Laboratuvar Araclan

Liyofilizasyon cihazi

e  Santrifijj

e Hassas terazi

e Istticilt Manyetik Karstirict
e CO2 Inkiibatdrii

e Lammar akish kabin

e Spektrofotometre

e PCR

3.2. Metot

3.2.1. Bakterilerin Aktiflestirilmesi ve Siipernantlanin Liyofilizasyonu

Cahsmada  kullanllan  Lactobacillus plantarum bakterisinin  aktiflestirilmesi  ve
gelistirilmesinde MRS (De Man Rogosa Sharpe, Merck) besiyeri kullanilmistir. Bakterinin
MRS kati1 besiyerine ekimi gerceklestirilmis anaerob kavanozda icerisinde 37 °C’de 24-48

saat inkiibasyonu saglanmistir. Liyofilizasyon islemi Ahi Evran Universitesi Miihendislik
Mimarlkk Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

Sekonder metabolitlerin hazrlanmasinda durgun fazda olan bakteriler (37 °C’de 18 saat
inkiibasyonun isleminin ardindan) 5.000 x g’de 10 dakika boyunca santrifiij edimistir.
Bakteri stipernatantlar1 pellet kismindan ayrilarak pH’s1 7.2°ye ayarlanmis ve 0.22 pm’lik
(Milipore, USA) filtrelerden gecirilerek sterilize edilmistir. Steril edilen siipernatantlarin
liyofilizasyon islemi -58 °C’de liyofilizasyon cihazinda  (Labfreez FD-10-R)
gerceklestirilmistir [32].

3.2.2. Sineklerin Yetistirilmesi ve Doz Uygulamalan

Model organizma olarak kullanilacak olan D. melanogaster meyve sinekleri igin kiiltiir
ortami hazirlamistir ve 3 ayr1 doz (0,14 mg/ml 0,27 mg/ml 0,54 mg/ml) sekonder metabolit
uygulamas:1 gergeklestirilmistir. Islemler asagidaki protokole gdre yapimustr [68].
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1.600 ml distile su (dH20) kaynatilir.

2.Kaynayan suya 3,5 g agar ve 2 g yeast extract eklenir.

3.Topaklanma olmayacak sekilde aralklarla karistiilir.

4.Homojen halde goriilen bu karisima 50 g musir unu ve 50 g seker eklenir.
5.Homojen dagimasina dikkat edilerek 15 dakika boyunca kaynatilir.

6.Kaynatma islemi bittikten sonra besiyeri ortalama 5 dakika kadar sogutmaya ahnir.

7.Donmamasimna dikkat edilerek son olarak icerisine 3,5 ml propanoik asit eklenir ve

karstrilir. Ardindan belirlenen doz ilave edilir

8.Hazrlanan besiyeri sicakken besiyeri kaplarma koyulur. Besiyeri kaplarmin kapag steril
pamuklarla kapatihr.

9.Besiyeri sisesinin kenarlarindaki buharlar gittikten sonra, ayni genotipteki 5 disi ve 5 erkek
sinek kiiltiir sisesine uygun bayiltma yontemi kullanilarak eklenir.

3.2.3. Hiicre Kiiltiirii Uygulamalan
Cahsmada insan meme kanseri hiicre hatt MCF-7 kullanilmustir.

Stoktan c¢ikarlan MCF-7 hiicreleri, % 10’luk Fetal Bovine Serum ve % 1 Penisilin-

Streptomisin igeren RPMI-1640 besiyeri igerisinde 75 cm?’lik flasklarda % 5 CO2 igeren ve
37 °C’deki inkiibatorde kiiltiire edilmistir.

Hiicreler sikisik (konfluent) duruma geldiginde hem besiyeri yetersizliginden dolayr hem de
kontakt inhibisyonu mekanizmasindan dolayr ¢ogalmalari durmaktadr. Bu duruma bagh
olarak flask yiizeyinin % 70-80’1 hiicreler tarafindan kaplandik¢a hiicrelerin pasajlanmasi
gerekmektedir. Ik olarak mevcut besiyeri alnmis daha sonra 3-4 ml PBS (Phosphate-
Buffered Saline) eklenerek, yiizey ykanmis ve PBS yavasca cekilmistir. Yeni bir pipet ile
hiicre miktarina bagh olarak ortama 1-2ml Tripsin-EDTA eklenerek, 2-3dakika inkiibatorde
bekletilerek flask yiizeyine fikse olan hiicrelerin serbest hale gelmesi saglanmigtir. Tripsin-
EDTA etkisini ortadan kaldrmak i¢in hemen istenilen yogunlukta hiicre brakmak iizere

yeni besiyeri eklenmistir.
RNA izolasyonu o6ncesi belirli bir sayida hiicre ile deneye baslamak gerekmektedir.
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Hiicre sayminda Oncesinde Oli hiicrelerin  belirlenmesi  i¢cin  TripanBlue boyasi
kullanilmaktadir. TripanBlue boyasi Oli hiicrelerin zarlarindan gecip hiicreleri boyarken

canh hiicrelerin zarlarindan gecemez.

Hiicreler pasajlandiktan sonra bir falkon tip icerisinde ¢Ozilmiistir ve icerisinde
karistirilarak hiicrelerin tek tek olmalar1 saglannmstir. Hemositometre ve lamel % 70 alkol
ile temizlenmistir. Lamel hemositometrenin iizerine koyularak, ependorf icerisinde 100 pl
hiicre ile 100 pl TripanBlue boyasi karistirilmistir. Bu soliisyondan 10 pl hemositometreye
yikklenmistir. Hemositometre iizerinde mavi renkli 4 kdsedeki hiicreler sayilarak, saymlarin
ortalamas1 almmustir(Sekil 3.1.).Mavi ile isaretli her bolimiin hacmi 0,1 mm® tiir.1 ml = 1
cm® = 1000 mm® dolaysiyla 1ml icerisinde ka¢ hiicre bulundugunu hesaplamak icin
ortalama deger 10.000 ile ¢arpilr. Hiicre miktar1 ve TripanBlue boyasi 1:1 oramnda
karstrildigi icin bulunan sayi 2 ile garpimistrr [69].

1 mP’deki hiicre sayis1 = Ortalama hiicre sayist x 10.000 x 2

Canl Hiicre Sayis1

% Hucre Canliligt = - ——
Canl Hiicre+Oli Hiicre Sayisi

Sekil 3.1. Hemositometre saymm karesi
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3.2.4. Sekonder Metabolitin in vitro Ortamda Toksisite Analizleri

MCF-7 hiicre hattma, sekonder metabolitin hiicreler tizerindeki sitotoksik etkilerini ve
hiicrelere uygulanacak metabolit ¢ozeltilerin dozunu belirlemek icin sitotoksisite analizi
yapimistr. Olmek iizere olan hiicreler hiicre canhligini devam ettirmek i¢in gerekli enerjiyi
saglayamaz. Hiicre {lireme analizi, formazan bileseni kullanilarak yasayan hiicrelerdeki
mitokondri enzim aktivitesine gore belirlenmektedir. Yasayan hiicreler, tetrazolyum
bilesenini turuncu formazan tuzuna donistiiriir. Olusan renk degisimi belirli dalga boyunda
ELISA okuyucu kullanilarak oOlciilir. Yasayan hiicre miktar1 ne kadar fazla olursa renk
degisimi, dolayisiyla ELISA okuyucuda okunan deger o kadar fazla olmaktadir.

Bu ¢alismada sitotoksisite analizleri i¢cin XTT(2,3-Bis(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-
tetrazolyum) yontemi kullanilmistr. Bu yontemde 96 kuyucuklu plaklara her kuyucukta
5000 adet hiicre olacak sekilde hiicreler eckimistir. Metabolitin hiicreler ile 72 saat
inkiibasyonu sonrasmda XTT soliisyonu eklenmis ve 2-3 saat bekletildikten sonra, ELISA
okuyucusu kullanilarak optik yogunluklar belirflenmistir. Bu yogunluklar sonucunda ICso
degeri hesaplanmistir.

3.2.5. Total RNA izolasyonu

Calisilan genlerin ifade diizeylerinin belirlenebilmesi i¢in metabolit uygulamasini takiben
hiicrelerden RNA izolasyonu iglemi gergeklestirilmelidir. MCF-7 hiicre hattmda [1Cso degeri
belirlendikten sonra RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Bocekten RNA izolasyonunda
LCso ve LCoo dozlari uygulamalar1 sonucunda oOlii boceklerden RNA izolasyonu
gergeklestirilmistir.  RNA  izolasyonu  Drosophila melanogaster icin Zymo marka
QUICkRNA kit kullanilarak asagidaki protokole gdre yapimustir.

Santriftijler 10.000-16.000 x g 30 saniye siire ile gergeklestirilmistir.

1.0megi liziz etmek icin 300 pl RNA lizis buffer eklenmis ardindan kalmntilari
uzaklagtrmak i¢in santrifij yapilmistir.

2.Seffaf  siipernatant bir toplama tiiptinde Spin-Away Filtre i¢ine  aktarilarak
santriflij lenmigtir.

3.1 hacim etanol (% 95-100) eklenerek karistirilmigtir.

4. Karisim bir toplama tiipii iginde zymo-Spin 111cG kolonuna aktarilarak santrifiijlenmistir.

20



Tavsiye edilen DNase Aritma yiizdesi siitunu ise;
(1) Kolona 400 Yikama Tamponu eklenerek santrifiijlenmistir.

(2) 5 Wl DNase I ve 75 HI DNA sindirim tamponu RNAse fiee tiipte karstrilarak, karigim
dogrudan kolona aktarimistir.

(3) 15 dakika oda sicakliginda (20-30 °C) inkiibe edilmistir.

5.Kolona 400 ul RNA hazrlk tamponu eklenerek santrifiijlenmistir. Collection tiip yenisi
lle degistirilmistir.
6.Kolona 700 yl RNA ykama tamponu eklenerek santrifiijlenmistir.. Collection tiip yenisi
ile degistirilmistir.

7.Kolona 400 pl RNA ykama tamponu eklenerek 2 dakika santrifiijlenmistir. Karigim
RNAse tlip icine aktarimustir.

8.RNA'y1 ayrmak igin, 100 ul DNAse/RNAse free water dogrudan kolona eklenmis ve
santriflij lenmistir.

RNA izolasyonu MCF-7 hiicre hatti igin GeneAll, Cat no:305-101 Hybrid-R marka kit
kullanilarak asagidaki protokole gore yapimuistir.

1.1x107 olacak sekilde alman hiicrenin {izerine 1 ml RiboEx eklenmistir.

2.0da sisnda 5 dakika inkiibe edimistir. Bu iglemle hiicre iceriginin ortaya c¢ikmasi
saglanmustir.

3.Uzerine 200 pl kloroform eklenmistir. Hiicrenin agiga ¢ikan farkh bilesenleri kloroform
sayesinde goriniir bir faz ayrmi saglamaktadir.

4.4 °C de 12,000 g’de 15 dakika santrifiij yapimustir.

5.En iist fazda RNA igeren svi bagka bir eppendorfa alnmistir. Alman sivmm hacmi kadar
RB1 Buffer eklenmistir. Pipetaj yapilan karigim spin kolona aktarilmistir. 10,000 g de 30
saniye santrifiij yapimustir. Collection tiip yenisi ile degistirilmistir.

6.Uzerine 500 ul SW1 Buffer eklenerek, 10,000 g de 30 saniye santrifiij yapimustir.
Collection tiip yenisi ile degistirilmistir.
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7.Uzerine 500 pl RNW Buffer eklenerek, 10,000 g de 30 saniye santrifiij yapimustir.
Collection tiip yenisi ile degistirilmistir.

8.Herhangi bir Wash Buffer kalma ihtimaline karsi 10,000 g de 1 dakika santrifiij
yapimustir.

9.RNase-DNase free 1,5 ml lik etiketlenmis tiiplere kolonlar aktarilarak, tizerine 50-100 ul
RNase free su eklenmis ve 1 dakika oda sicakhginda bekletidikten sonra 10,000 g de 1
dakika santrifiij yapimustur.

10.0mnekler -20 °C’ye alnmustir.

3.2.6. cDNA Sentezi

Gen ifadesinin gergek zamanli polimeraz reaksiyonu ile belirlenebilmesi i¢in oncelikle genin
transkriptinin, mRNA’smin, DNA’ya (komplementer DNA, CcDNA) c¢evrilmesi
gerekmektedir. cDNA sentezi GeneAll Cat. No. 605-005 HyperScript™ marka Kit
kullanilarak asagidaki protokole gore yapimuistir.

1.RNA konsantrasyonlar1 nanodrop ile dlgiilmistiir.
2.10 pg — 500 ng Total RNA i¢in gerekli hacimler hesaplanmustir.
3.cDNA ik zincir sentezi i¢in, 1 yl ANTP 1 ul Oligo DT primer karigm hazirlanmistur.

4.Belirlenen RNA hacimlerinin iizerine eklendikten sonra 14 pl hacim nilkleaz free water ile

tamamlanmistir.

5.BioRad T100 marka PCR cihaz kullanilarak 65 °C’de 5 dakika iinkibasyon saglanmistir
ve ardindan 1 dakika buzda bekletimistir.

6.1kinci zncir sentezi icin; 2 pl 10x RTase buffer, 2 ul 0.1 M DTT, 1 ul HyperScriptTM
Reverse Transcriptase, 1 ul ZymAlITM RNase Inhibitor karismm hazirlanarak ependorfa

eklenmistir.

7.55 °C’de 60 dakika ve 85 °C’de 5 dakika inkiibasyonu saglanmistir.
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3.2.7. Meme Kanseri ile Tlgili Apoptotik Genlerin Belirlenmesi

Ortolog gen farkli organizmalarda bulunan, atasal kdkeni ayni, dolayisiyla yapisal ve islevsel
benzerligi olan fakat tiir olus siirecinde ayrilmis olan genlerdir.

Qiagen ticari firmas1 data bankasmndan (https//www.qiagen.com) apoptozis genleri
listesinden meme kanseri ile ilgili genler belirlemistir. Belirlenen genlerin D. melanogaster
da karstmi bulmak icin Flybase.org sitesine erisin saglandiktan sonra QuickSearch
bolimiinden arama kategorisi olarak Orthologs kismu secilmistir. Girig tlirii olarak Homo
sapiens ¢ikis tiirii olarak D. melanogaster belirlenmistir. Ilgili genlerin aramasi yapildiktan
sonra kaynaklardan en fazla taranan gen eslesme kismuindan benzerlk yiizdelerine gore

genler belirlenmistir.1 gen i¢in 6rnek cahgmas1 Sekil 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.1. Drosophila melanogaster ve Homo sapiens galsilan genler

Drosophila melanogaster Homo sapiens
RAS64B RRAS-2
P53 TP53
BUFFY BCL-2
DARK APAF-1
DECAY CASP-3
FADD FADD
DRICE CASP-7
DEBCL BOK
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QuickSearch

Hurnan Disease

Search FlyBase 1

% GAL4 etc  Expression  Phenotype  References

Protein Domains ~ Gene Groups GO Data Class

2 Input: Enter gene symhbol(s) or ID(s), separated hy spaces
i s 4 \
Species: H. sapiens v Gene(s): RRASZ| !
3[Output:
DROSOPHILA SPECIES, OTHER INSECTS, etc. {via OrthoDB)

species (D.

CIinonD

a, D. virifis, etc.)

Dipterans i and flies)
O non-Dipteran Insects {bees, beetles, etc.)

[ non-Insect Arthropods (arachnids, water flea, etc.)
[ non-Arthropod Metazoa (chicken, sea urchin, etc.)
@ unicheck all: (]

instead search human and model organisms

Search Term RRAS? Species: Homo sapiens (Human) Gene: RRAS2 Reports: NCEI Ensembl OMIM HGHC

Via DIOPT (6.0)
Ortholog Gene. Ortholoy Gene Reports
Score  BestScore  Best Rev Score Source Align
0
|Hm¥4H NCBI FlyBase 11 of 11 Yes Yes (+) Cormpars, eggNOG, Homologene, Inparanaid, OMA, OrhoDB, orthoMCL, Parther, Phylome, RoundUp, TreeFam | $ *)
Ras850 NCBI FlyBase 4011 No No (+) g9NOG, OrhoDB, rthoMCL, RoundUp Q]
Rala NCBI FlyBase 2011 No No (+) #9aNOG, OrthoDB (O]
Rap! NCBI FlyBase 20t 11 No No (+) 9NOG, RowndUp ")
Ric NCBI FlyBase 20f 1 No No (+) 0NOG, OrivoDB *)
Ada NCBI FlyBase 10f 1 No No (+) OrtoDB

Sequence 1:

Sequence 2:

Human

Fly

Human

Fly

Human

Fly

Protein Alignment: RRAS2 and Ras64B

NP_036382.2 Gene: |RRASZ HGNCID: 17271 Length: 204 Species:|Homo sapiens
NP_523917.2

13

S

78

69

143

134

Gene: |Ras64B| FLYBASEID: FBgnO003206 Length: 192 Species:|Drosophila melanogaster

Alignment Length: 191 Identity: 136/192 {(71%)
Similarity: 160/192 (83%) Gaps: 2/192 (1%)

EKYRLVVVGGGGVGKSALTIQF IQSYFVTDYDPTIEDSYTKQCVIDDRAARLDILDTAGQEEFGA 77

R R R RN N R R RN R A N RN RN |
QTYRLVVVGGGGVGKIAITIQF IQSYFVTDYDPTIEDSYTKQCNIDDVPAKLDILDTAGQEEFSA 68

MREQYMRTGEGFLLVFSVTDRGSFEEIYKFQRQILRVKDRDEFPMILIGNKADLDHQRQVTQEEG 142
L e I SR O I Y A O O
MREQYMRSGEGFLLVFALNDHSSFDEIPKFQRQILRVKDRDEFPMLMVGNKCDLKHQQQVSLEEA 133

QOLARQLKVTYMEASAKIRMNVDQAFHELVRVIRKFQEQECPPSPEPTRKEKDKKGCHCVI 203
L A I 1 T A B A A R AR B B R B B
QNTSRNLMIPYIECSAKLRVNVDQAFHELVRIVRKFQIAE-RPFIEQDYKKKGKRKC-CLM 192

Sekil 3.2. Homo sapiens genlerinin Drosophila melanogaster karsihigmmn belirlenmesi
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3.2.8. Genlerin Ekspresyon Analizleri

Sentezlenen c¢cDNA’larin  Real-Time PCR reaksiyonlar1  hizmet almi  yoluyla
gerceklestirilmistir.

Arastirma Ornekleri Veri Analizi

Yaoey

m—)
ia L 3R
N
'?-Qk 3
\‘l
/ Total RNA > cDNA \
T +SYBRGreen = “B T e
{3 + qPCR MasterMix > | 18
\J‘“ % 15

o ———H 4:‘".:'. 1548 3 S .

y 2 i : T S

OO I T B T S | t 2 E B REDE
Real-Time PCR

Sekil 3.3. Real-Time PCR reaksiyon basamaklari

3.2.9. Sekonder Metabolitin GC-MS Analizi

GC-MS, GC (Gaz Kromatografisiy ve MS (Kiitle Spektrometresi) tnitelerinin birlikte
calistigt miktar tayini ve yapi analizinde kullanilan bir cihazdir. Gaz kromatografisi
karisimdaki bilesenleri ayrma islemini gerceklestirirken kiitle spektrometresi ise ayrilan her

bir bilesenin yapisal analizini gerceklestirmektedir.

Sekonder metabolitin  GC-MS analizi Aksaray Universitesi Bilimsel ve Teknolojik
Uygulama ve Arastrma Merkezi'nden hizmet almi yoluyla ger¢eklestirilmistir.
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Sekil 3.4. GC-MS cihaz [70]

3.2.10. Sekonder Metabolitin FTIR Spektroskopisi

Fourier Transform Infrared (Kuzlotesi) Spektroskopisi (FTIR) kimyasal baglardaki
titresimlerin  tespit edilerek maddenin molekiiler diizeyde biyokimyasal bilesimlerini

belirlemek i¢in kullanilan bir analitk yontemdir.
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3.2.11. Molekiiler Docking Cahsmalan

3.2.11.1. Ligand Hazirlig

Lactobacillus plantarum sekonder metabolitinin GC-MS analizi sonucunda belirlenen 18

etken maddenin 3 boyutlu yapilar1 PubChem (https//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) data

bankasindan ulagilmustir.

3.2.11.2. Protein Hazirlig1

Protein veri bankasmdan c¢alsilan RRAS-2 (2ery), TP53 (1tup), BCL-2 (1g5m-1gjh),
APAF-1 (1cy5), CASP-3 (3edq), FADD (3ezq), CASP-7 (4fdl) genlerine erisim
saglanmigtir.  BioDiscovery  Studio 2017 (deneme siirimii) programu kullanilarak

optimizasyon islemleri gergeklestirilmistir.

BOK ve D. melanogaster genleri yiiksek kapasiteli bilgisayar erisimi saglanamadigindan

docking islemleri gerceklestirilememistir.

3.2.11.3. Docking Hesaplamalari

Calgilan protein AutoDock (ADT) programu ile agiimis polar hidrojenler eklenmis ardmdan
Kollman yiikleri eklenerek tiim yapiya dagitilmistir. Ligand i¢cin ADT ile torsiyon kokleri ve

torsiyon sayilar1 belirlenmistir. Sonrasnda ligand ve protein yapilarma AutoDock Vina
docking girdi dosyalarmin gerektirdigi gibi AD4 atom tipleri tanimlanmustir.

Protein ve ligand1 kapsayan grid parametreleri belirlenmistir. Windows komut istemi
acilarak girdilerin bulundugu dosya yolu acgilip Vina komut parametreleri girilerek
hesaplama islemi baslatimstir (Sekil 3.5)[71].

3.2.11.4. Protein-Ligand Etkilesimlerinin Belirlenmesi

Autodock Vina programinin ¢iktist olan protein-ligand dosyas1 (.pdbqt) BioDiscovery

Studio 2017 (deneme siirtimii) programu ile ligand ve protein ayri ayr secimis ardmdan
aminoasit diizeyinde 2 ve 3 boyutlu protein-ligand etkilesimleri gbzlemlenmistir.
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Sekil 3.5. Vina programmda grid parametrelerinin belirlenmesi ve docking isleminin baslatiimasi
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Sitotoksisite Sonuclan

4.1.1. Lactobacillus plantarum ’un Hiicresiz Taze Filtrahmn MCF-7 Hiicreleri

Uzerine Sitotoksik Etkileri

120 ~
100

y = -22,84In(x) - 105,55
R? = 0,975

N O ®
o O O
I I I

L —

N
o
1

% Hiicre ¢ogalmasi

o

0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005

Konsantrasyon (g/ml)

Sekil 4.1. XTT hiicre proliferasyon kiti kullanilarak Lactobacillus plantarum ekstrakte metabolit
tirlinlerinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkisinin grafik olarak gosterimi

XTT hiicre proliferasyon Kkiti ile sekonder metabolitin meme kanseri hiicre hatlar1 lizerindek i
sitotoksik etkileri arastrilmistr. Hesaplanan degerler sonucunda 1Cso: 0.0013 gr/ml olarak
bulunmustur.

29



4.1.2. Lactobacillus plantarum *un Hiicresiz Taze Filtratmn Drosophila melanogaster

Uzerine Etkileri

Drosophila ergnleri 24 saat boyunca belilenen dozlarda sekonder metabolit karigimina
maruz brakilmustir. Uygulamalar sonucu 6lim oranlari belirlenmis ve LCso ve LCog
dozlarmi saptamak igin probit analizi yapimistr [72]. Belirlenen dozlar Tablo 4.2°de
gosterilmistir.

Tablo 4.1. Drosophila melanogaster’de probit analizi ile dozlarm belirlenmesi

Siire (24 saat) N LCso LCyq DF C2

10 0,24 mg/ml 0,56 mg/ml 2 0,694

4.2. FTIR Sonu¢lan

4.2.1. MCF-7 Hiicre Hatti Kontrol ve Metabolit Uygulamas1 FTIR Sonucu

FRRSESSE NP

2154.00
2012

219
192.60 2167.10

% Transmittance
&
o
—

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

Sekil 4.2. MCF-7 hiicre kontrol hatt1 FTIR sonug grafigi
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Sekil 4.3. MCF-7 hiicre hatt1 24 saat metabolit uygulamasi FTIR sonug grafigi
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Sekil 4.4. MCF-7 hiicre hatt1 48 saat metabolit uygulamasi FTIR sonu¢ grafigi

MCF-7 hiicre kontrol hatt1 ve 24 saat, 48 saat sekonder metabolit uygulamasi sonucunda
medyum kismu almarak FTIR analizi yapimustir. Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3 incelendiginde
uygulama siiresiyle birlikte hiicrelerin pargalandigi ve niikleik asitlerin ortama yayidigi
goriilmek tedir.(1200-200 cnrl). Bu sonuglar metabolitin hiicre hattma sitotoksik etkisini
desteklemektedir.
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4.3. Sekonder Metabolitin GC-MS Sonucu

GC-MS analiz grafigindeki (Sekil 4.5) piklerden yola ¢ikilarak PubChem databankasmndan
bircok madde taranmustir. Es ve benzer bircok madde bulunmustur. Bulinan maddeler
kategorize edilerek EK-1’de verilmistir.

Abungancg
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55000
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50000

\'l
45000
40000
35000 I
30000
25000

20000

15000

10000

500C
Time
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

Sekil 4.5. Metabolit GC-MS Analiz Grafigi
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4.4. Molekiiler Docking (kenetlenme) Sonuglan
4.4.1. Hesaplamalar-Skorlar

Calsilan proteinlerin molekiiler docking sonuglar1 EK-2’de verilmistir.
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4.4.2. Protein — Ligand Etkilesimleri

PRO
B:45 BGLZVZ
TYR
B:43
GLY
THR B:24
B:41 - ASP
=0, B:68
|
SER
Bia2 8:28
VAL
B:40 ALA ) GLY
B:29 VAL B:26
&2 Av
B:27
Etkilesimler
[[] van der waals [ atk
| konvansiyonel hidrojen bag | pi-alkil

Sekil 4.6. RRAS2-L03 Docking Sonucu Etkilesimleri

LO3 kodlu ligand ile kristal yapidaki protein arasmda B:25 VAL, B:26 GLY, B227 LYS,
B:28 SER hidrojen bag etkilesimi, B29 ALA, B40 VAL alkil bag etkilesimi goriilmiis tiir.
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LYS CYS
A:4 A8
LEU
A:86
Etkilesimler
[ pi-donér hidrojen bag [ pi-alkil

Sekil 4.7. APAF1-L13 Docking Sonucu Etkilesimleri

L13 kodlu ligand ile kristal yapidaki protein arasmda A4 LYS alkil bag, A8 CYS hidrojen
bag ve alkil bag, A:86 LEU alkil bag etkilesimi gorlimiistiir.
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s
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D TN =\ LEU
ARG N A:136
Al6d £ N—{: Y
\'s ./ \’ / \
—— —(.. 'j’
VAL oY
D:266 VAL
B:266 THR
PRO A:140
ARG D:201
C:163
TYR
B:195
Etkilesimler
[ van der waals [ pi-pi t-gekill
[ pi-katyon [ pialki
I:] pi-donér hidrojen bag

Sekil 4.8. CASP3-L13 Docking Sonucu Etkilesimleri

L13 kodlu ligand ile kristal yapidaki protein arasmda A:164 ARG, C:164 ARG pi-katyon
bag, A:137 LYS, B266 VAL, D201 PRO alkil bag, B:197 TYR hidrojen bag etkilesimi

gorilmiistiir.
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L ¥
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ARG
B:187
s
A:160
VAL
THR SN SN W B:292
A:163 ' JANCE L
. . 3 PRO PRO
. 8 » B:227 A227
s VAL
ILE
A:159 . A:292
PHE W'R
A221 A e
@ " B:290
ARG
A187
Etkilesmmler
[1 van der waals [] pi-siiffiir
[ konvansiyonel hidrojen bag [ pi-pi sekilli
[ pi-sigma [ ] pi-alkil

Sekil 4.9. CASP7-L13 Docking Sonucu Etkilesimleri

L13 kodlu ligand ile kristal yapidaki protein arasmda A:160 LYS, B:227 PRO, B292 VAL
pi-akkil, A:221 PHE pi-pi bag, A:187 ARG, A2223 TYR hidrojen bag, A:2292 VAL pi-sigma
ve alkil, B:290 CYS pi-siilfiir bag etkilesimi goriimiistiir.
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ALA
1:307
GLN
ILE MaL kSl ILE
ILE k:314 M:314
K:310
ILE
1:310 Y
' s ) ILE
314 YN 0:314
ALA (;;Ié?l
ALA 3 é GLN ALA
K:307 Q30 1:311 M:307
ILE
E ILE
M:310 0:310
Etkilesimler
[ van der waals [ amid-pi sekill
P konvansiyonel hidrojen bag [ pi-alki
[] pi-donér hidrojen bagt

Sekil 4.10. FADD-L13 Docking Sonucu Etkilegimleri

L13 kodlu ligand ile kristal yapidaki protein arasmda M:310 ILE amid-pi bag, O:311 GLN,
1:311 GLN hidrojen bag, 0:307 ALA, O:310 ILE pi-akil bag, K:311 GLN hidrojen bag:
etkilesimi goriillmiistiir. En baglanma enerji bu konformasyonda elde edilmistir.
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VAL
C:274
ARG
3 SER SER
&2 C:240 caaal
) ASN
C:239
CYS
C:275
LYS
C:132 ks
ALA A
PRO C:276 (ARG
&2l C:273

ASP

C:281
Etkilesimler
[ van der waals [ pi-katyon
P konvansiyonel hidrojen bag [ pi-alkil
[] karbon-hidrojen bag

Sekil 4.11. TP53-L.13 Docking Sonucu Etkilesimleri

L13 kodlu ligand ile kristal yapidaki protein arasmda C:250 PRO, C:275 CYS, C:276 ALA,
pi-alkil bag, C:241 SER, C273 ARG hidrojen bag, C:132 LYS, C273 ARG pi-katyon
bag, C:2240 SER karbon-hidrojen bag etkilesimi goriimiistiir.
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ALA
A:193
GLN
A:190
GLY ASP
TYR TRP A:194 A:196
A9 A:195
HIS
A:186
GLY
A5
ALA
- A4
Etkilesimler
] van der waals [ pi-pi t sekilli
[ karbon-hidrojen bag

Sekil 4.12. 1GJH-L13 Docking Sonucu Etkilegimleri

L13 kodlu ligand ile kristal yapidaki protein arasmda A5 GLY karbon-hidrojen bag, A:9
TYR pi-pi bag etkilesimleri goriilmistiir.
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THR
A7 He TYR
A:9
TRP
A:195 ASN
A:ll
ILE
A:189
AlLS4
: GLN e i
A:190 A:186 A:182
Etkilesimler
i van der waals I:] pi-pi gekilli
.| konvansiyonel hidrojen bag: |:] pi-pi t yekilli
I: karbon-hidrojen bag i: pi-alkil

Sekil 4.13. 1G5M-L13 Docking Sonucu Etkilesimleri

L13 kodlu ligand ile kristal yapidaki protein arasmda A:186 HIS, A:195 TRP pi-pi bag,
A189 ILE pi-akil bag, A9 TYR hidrojen bag, A:8 GLY karbon-hidrojen bagi
etkilesimleri goriimiistiir.
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4.5. Genlerin Ekspresyon Sonuclan

Drosophila melanogaster kontrol / LCgqg

N

0 - e | ' — - ' — . |

-6
-8

BUFFY DARK DECAY DEPCL DRICE FADD-D P53 RAS64B
MW Seril  -4,5 -8 1,74 -5,38 -1,13 2,09 -5,82 -1,84

Sekil 4.14. Drosophila melanogaster kontrole gore LCgyq d0z uygulamasi sonucu genlerdeki
ekspresyon degisimleri

LCg9 doz uygulamasi sonucunda apoptotik ve antiapoptotik genlerde ekspresyon profilleri
Sekil 4.13’de goriilmektedir. Antiapoptotik bir gen olan BUFFY’de gen ekspresyonunda
azalma goriimiis olmas1 uygulanan sekonder metabolitin hiicre i¢erisinde antiapoptotik gen
ekspresyonunu  diigiirerek hiicrenin  6liime gidisini kolaylastrdig1 sonucuna varilmaktadir.
Bununla birlkte diger apoptotk genlerin Onemli bir kismmda da yine ekspresyonda
azalmalar tespit edimistir. DECAY ve FADD apoptotik genlerinde daha fazla eksprese
gorlimiis olmas1 yine hiicrenin apoptoza gidigini kolaylagtiracak bir sonu¢ olarak karsimiza
¢ikmaktadr.
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Drosophila melanogaster kontrol / LCs,

10

5 l
0 a— a—y ey
-

-10
-15
-20
-25

BUFFY =~ DARK DECAY DEPCL DRICE FADD-D P53  RAS64B
mSeril -991 -1264 -1,69 -23,75 -4,14 -1,74 -1,48 7,16

Sekil 4.15. Drosophila melanogaster kontrole gore LCsy doz uygulamasi sonucu genlerdeki
ekspresyon degisimleri

LCso uygulamas: sonucunda elde edilen gen ekspresyon sonuglarma gore antiapoptotik bir
gen olan BUFFY de LCgg uygulamasina benzer sekilde ekpresyon da onemli olgiide bir
diisiis gozlenmistir. Apoptotik RAS64B’deki ekpresyon artis1 ve antiapoptotik BUFFY’deki
ekspresyon azaligi uygulanan maddenin hiicreyi apoptoza gotirmedeki etkinligini ortaya
koymaktadr. Bununla birlikte yine apoptotik genler olan DARK ve DEPCL’deki 6nemli
olctideki ekspresyon azahls1 da gdzlenmistir.
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MCF-7 kontrol / I1Cs

g @m em mm om o o ou o
. N N
-10
-15
-20
-25
-30
-35

APAF-1  Bcl-2 BOK  CASP-3 CASP-7 FADD-H RRAS2  TP53
mSeril  -30,7 -6,45 -1,28 -1,35 -1,6 -2,19 -1,24 -7,06

Sekil 4.16. MCF-7 kontrole gére 1Csy doz uygulamasi sonucu genlerdeki ekspresyon degisimleri

MCF-7 hiicre hattmda ICsp doz uygulamasi sonucunda apoptotik ve antiapoptotik genlerde
olusan ekspresyon degisim profilleri Sekil 4.15’de goriilmektedir. Antiapoptotik bir gen olan
BCL-2’de gen ckspresyonunda azalma goriilmiis olmasi uygulanan sekonder metabolitin
hiicre icerisinde antiapoptotik gen ekspresyonunu disiirerek hiicrenin 6lime gidisini
kolaylastirdigi sonucuna variimaktadir. Bununla birlikte diger apoptotik genlerde yine
ekspresyonda azalmalar tespit ediimistir. APAF-1 ve TP53 apoptotik genlerinde daha fazla
azalma goriilmiis olmasi dikkat gekmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Drosophila ergnleri iizerine denenen Lactobacillus plantarum sekonder metabolitinin
apoptotik ve antiapoptotik  genlerinin  ekspresyon diizeylerine etkisinin  arastirild1g1
calismamizda antiapoptotik gen olan BUFFY’nin her iki doz uygulamasinda da ekspresyon
diizeyinde diisiis saptanmasi uygulanan maddenin hiicrenin apoptoza gidisine katki sagladig:
seklinde yorumlanabilir. Bununla birlikte BUFFY ekspresyonunda azals gozlenmis olsa da
DARK ve DEBCL gbi onemli apoptotik genlerin ekspresyonundaki azahs hiicrenin
apoptoza gidisine engel teskil edebilmektedir. Fakat yine apoptotik genler olan DECAY ve
FADD da ekspresyonun artmasi onemli bir sonu¢ olarak karsmuza g¢ikmaktadir.

MCF-7 hiicre hatt1 {izerine denenen Lactobacillus plantarum sekonder metabolitinin
antiapoptotik bir gen olan BCL-2’nin ekspresyon diizeyinde diislis saptanmasi uygulanan
maddenin hiicrenin apoptoza gidisine katki sagladigi seklinde yorumlanabilir. Bununla
birlikte BCL-2 ckspresyonunda azahs gbzlenmis olsa da TP53 ve APAF-1 gibi onemli
apoptotik genlerin ekspresyonundaki azalis hiicrenin apoptoza gidisine engel teskil
edebilmektedir. Bu sonuglar apoptotik siirecin farkh reseptorler iizerinden ve farkh gen

aileleri tizerinden yiirtiidiigiini diisiindiirmek tedir.

D.melanogaster’de LCso ve LCo9 uygulamasi 24 saat, MCF-7 hiicre hattmda ise ICso
uygulamas1 4 saat yapilmistir. Aplikasyon siiresi ve dozlarda agiim artirilarak uygulanan
maddenin etkinligi iizerinde daha net kaniya varilabilir. Aym zamanda ¢allsmamizda hiicreyi
apoptoza gotiiren genlerin belirli kismu incelenmis olup bu apoptotik gen yolaklarinin daha
detayh analizi, uygulanan maddenin etkinliginin sonuglarin1 daha net ortaya konmasini
saglayacaktr. Calgmamiz ilgili maddenin bu genlerin ekspresyonlar1 lizerine etkisinin ilk

kez c¢ahsilmis olmasi bakimndan 6zgiin olup ileri ¢cahsmalara temel olusturacak niteliktedir.

Sekonder metabolitin analizi sonucu belirlenen 16 maddenin her biri ile ¢alsilan genlerde
molekiiler docking hesaplamalar1 yapilmustr. Molekiiler docking sonuglarnda sadece
RRAS-2 geninde L03 kodlu ligand baglantisi, diger tim genlerde L13 kodlu ligand
baglantis1 gergeklesmistir. Aym zamanda en yiliksek baglanma enerjisi FADD proteini ile
L13 kodlu ligand arasmnda -8.6 kkal/mol olarak hesaplanmistr. Bu sonuglar ile birlikte
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sekonder metabolit icerigindeki etken maddenin L13 kodlu ligand yapisi oldugu
distiniilmek ted ir.
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7. EKLER

EK-1

GC-MS Analizi Sonucu Belirlenen Maddeler

Ligand Kimyasal ismi Pubchem Kimyasal Yapisi
Numarasi Kodu
N
=
1 2-Ethyl-3,6-
dimethylpyrazine 25916 ‘K, “"n‘:‘;." ~—
2 2-Butyl-3,5- 528127
dimethylpyrazine
3 P-Tolyl methyl sulfone 18521
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2-Amino-4-methylpyridin-
3-ol

580054

5-Methyl-1,3-
diazaadamantan-6-one

580197

1-Phenylpyrrole

12480 |

3-Methylisoquinoline

14306 .
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2,6-

17780

: e -
Dimethylcyclohexanone
S
j;?"\\ = -H|,
9 1-Amino-2- 16733 S . J
methylnaphthalene = e
H"N"H
N
_I—"‘Cf. e
/ | I i
10 7-Ethyl-5-methyl-6,8- 536095 o f%-mﬁd“ H
dioxabicyclo[3.2.1]oct-3- ~
ene
0
\‘//’\‘//H\N(____d\
\3
A
11 L,L-Cyclo(leucylprolyl) 102892 L -/
0
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,-_:_'.

C.

N
12 2,3,5,6-Tetrafluorophenyl 140779 F. /_L F
isothiocyanate ~F ‘/-
7 H—HH_ T
F “F
13 3-Phenyl-1,2,4- 239695
benzotriazine
14 Phenylalanyl-prolyl 99895
diketopiperazine
(T
X%N)x&l_{::‘::\
|
15 2-(5-Nitrothiophen-3- 901433 L/
yl)pyrimidine A
Yo+
A
o
o
N\\//N
16 2-(2-Nitrothiophen-3- 12399594 0\
L W
yl)pyrimidine /,NH_ z
0 \ i/
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EK-2

Calsilan proteinlerin molekiiler docking sonuglari

RRAS-2

Ligand numaras1 Baglanma Ligand Baglanma
Enerjisi numarast Enerjisi
(kkal/mol) (kkal/mol)

LO1 -5.4 L10 -5.2

L02 -5.4 L11 -5.8

LO03 -6.2 L12 -5.5

LO4 -5.3 L13 -6.0

LO5 -5.3 L14 -6.1

LO6 -5.1 L15 -5.4

LO7 -5.9 L16 -5.1

LO8 -5.0

L09 -6.1

TP53

Ligand numarasi Baglanma Ligand Baglanma
Enerjisi numarasi Enerjisi
(kkal/mol) (kkal/mol)

LO1 -4.8 L10 -5.2

L02 -5.0 L11 -5.8

LO03 -5.5 L12 -5.5

LO4 -5.4 L13 -7.1

LO5 -5.3 L14 -6.8

LO6 -5.3 L15 -5.5

LO7 -5.8 L16 -5.3

LO8 -5.0

L09 -7.0

BCL-2 (1g5m)

Ligand numaras1 Baglanma Ligand Baglanma
Enerjisi numarasi Enerjisi
(kkal/mol) (kkal/mol)

LO1 -4.7 L10 -4.8

L02 -5.4 L11 -6.2

LO3 -5.5 L12 -5.4

LO4 -4.5 L13 -6.9

LO5 -5.2 L14 -6.8

LO6 -5.0 L15 -6.1

LO7 -5.5 L16 -5.8

LO8 -4.8

L09 -5.6
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BCL-2 (1gjh)

Ligand numarasi Baglanma Ligand Baglanma
Enerjisi numarasi Enerjisi
(kkal/mol) (kkal/mol)

LO1 -4.7 L10 -5.1

L02 -5.3 L11 -5.4

LO3 -5.1 L12 -5.2

LO4 -4.5 L13 -6.5

L05 -5.0 L14 -6.4

LO6 -5.1 L15 -5.8

LO7 -55 L16 -4.8

LO8 -4.9

L09 -6.1

APAF-1

Ligand numarasi Baglanma Ligand Baglanma
Enerjisi numarast Enerjisi
(kkal/mol) (kkal/mol)

LO01 -3.7 L10 -3.8

L02 -3.9 L11 -4.4

LO03 -5.1 L12 -4.1

LO4 -4.4 L13 -5.6

LO5 -3.9 L14 -5.5

LO6 -4.0 L15 -4.9

LO7 -4.4 L16 -4.2

LO8 -4.0

L09 -4.7

CASP-3

Ligand numaras1 Baglanma Ligand Baglanma
Enerjisi numarasi Enerjisi
(kkal/mol) (kkal/mol)

LO1 -4.8 L10 -5.3

L02 -5.4 L11 -5.8

LO3 -5.7 L12 -5.4

LO4 -4.5 L13 -1.7

L05 -4.8 L14 -6.7

LO6 -5.3 L15 -5.9

LO7 -5.8 L16 -5.3

LO8 -4.9

LO9 -6.1
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FADD

Ligand numarasi Baglanma Ligand Baglanma
Enerjisi numarasi Enerjisi
(kkal/mol) (kkal/mol)

LO1 -4.7 L10 -5.1

L02 -6.1 L11 -6.1

LO3 -6.5 L12 -5.1

LO4 -6.3 L13 -8.6

L05 -6.1 L14 -6.9

LO6 -7.1 L15 -

LO7 -5.8 L16 -

LO8 -6.0

L09 -6.0

CASP-7

Ligand numarasi Baglanma Ligand Baglanma
Enerjisi numarast Enerjisi
(kkal/mol) (kkal/mol)

LO01 -5.1 L10 -5.2

LO2 -5.3 L11 -5.9

LO03 -5.6 L12 -5.2

LO4 -4.8 L13 -7.9

LO5 -5.0 L14 -6.9

LO6 -55 L15 -5.8

LO7 -6.1 L16 -5.7

LO8 -5.0

L09 -6.5
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