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OZET

A549 Kanser Hiicre Hattinda Propolisin Antikanserojen Etkinliginin
Arastirilmasi

Propolis  antimikrobiyal, antioksidan, antienflamatuar, immiinmodiilator,
antimikotik, antifungal, antiiilser, antikanserojen etki gibi farmokolojik etkilere sahip
yapisinda 300'den fazla biyoaktif bilesen bulunduran ar1 {riiniidiir. Propolisin
kompozisyonu ve icerdigi biyoaktif bilesenlerin oranlar1 bolgeden bolgeye ve elde edildigi
kaynaga bagl olarak degiskenlik gdstermektedir. Kanser tedavi yontem arastirmalarinda
apoptotik hiicre 6liimiiniin molekiiler mekanizmasinin anlagilmasi antikanserojen etkinin
belirlenmesinde biiyiik 6nem arz etmektedir. Caligmamizin amaci, propolisin A549 akciger
kanser hiicre hattinda apoptozu uyarip uyarmadigi, uyariyor ise hangi yolak {izerinden
hiicreleri apoptoza yonlendirdigini arastirarak Hatay propolisinin antikanserojen etkisini
belirlemektir. Bu baglamda calismamizda, A549 hiicreleri 24 saat siireyle 125 ve 7.81
pg/ml konsntrasyon araligindaki Hatay propolis dozlart ile muamele edildi. 24 saat
sonunda MTT testi yapilarak sitotoksisite olgiildii ve hiicre oliimiiniin gerceklestigi ilk
konsantrasyon dozu c¢alismada kullanilacak doz olarak belirlendi. Sonrasinda hiicreler
15.625 pg/ml konsantrasyona sahip Hatay propolisi ile muamele edilerek 24 saatin
sonunda RNA ve cDNA izolasyonlarinin ardindan Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9, Bcl-2,
Bax, Bid ve p21 genlerinin ekspresyon seviyeleri qRT-PCR analiz yontemiyle belirlendi.

Sonuglarimiz Hatay propolisinin A549 kanser hiicrelerinin canliligini kontrol grubu
ile kiyaslandiginda 15.625 pg/ml ve daha yiiksek dozlardaanlamli olarak baskiladigini
gosterdi. Sonuglarimiz Hatay propolisinin A549 kanser hiicrelerini 15.625 pg/ml'lik
konsantrasyonda 24 saat siireli inkiibasyonunda Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9, Bcl-2, Bax,
Bid ve p21 genlerinin ekspresyon seviyelerini artirarak kanser hiicrelerinin apoptoza tesvik
ettigi saptandi (p<0.001). Propolisin ekstrinsik ve intrinsik yolag tetikleyerek A549 kanser
hiicre hattin1 apoptoza tesvik ettigi saptandi.

Sonug olarak, bu calisma kapsaminda propolisin intrinsik ve ekstrinsik yolak
araciligiyla apoptozu indiikledigi gosterilmis olup propolisin kanser tedavisinde dogal yeni
bir kemoterapo6tik ajan olarak potansiyel teskil ettigi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Propolis, Apoptoz, A549 Hiicre Hatti, Antikanserojen Etki
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ABSTRACT

Investigation of Anticarcinogenic Activity of Propolis in A549 Cancer
Cell Line

Propolis isa bee product containing more than 300 bioactive components in its
composition and has many pharmacologic effects such as antimicrobial, antioxidant,
antienflammatory, immunomodulatory, antimycotic, antifungal, antiulcer, and
anticarcinogenic. The composition of propolis and the proportions of the bioactive
components it contains vary depending on the region and the source it is extracted from.
Understanding the molecular mechanism of apoptotic cell death in the search of cancer
treatment methods is of great importance in determining the anticarcinogenic effect. The
aim of this study is to determine the anticancer effect of Hatay propolis by investigating
whether propolis stimulates apoptosis in the A549 lung cancer cell line and, if so, by which
pathway it leads the cells to apoptosis. In our study, A549 cells were treated with Hatay
propolis at concentrations between 125 and 7.81 pg/ml for 24 hours. At the end of 24
hours, cytotoxicity was measured with MTT test and the first concentration at which cell
death occurred was determined as the dose to be used in the study. Cells were then treated
with Hatay propolis at a concentration of 15.625 pg/ml for 24 hours and after RNA and
cDNA isolation, expression levels of caspase 3, caspase 8, caspase 9, Bcl-2, Bax, Bid and
p21 genes were determined withqRT-PCR analysis.

Our results showed that Hatay propolis significantly suppressed the cell viability of
AS549 cancer cells at concentrations of 31.25 pg/ml and higher compared to the control
group. Our results showed that 24-hour incubation of Hatay propolis A549 cancer cells at a
concentration of 15.625 pg / ml increased the expression levels of Caspase 3, Caspase 8§,
Caspase 9, Bcl-2, Bax, Bid and p21 genes (p <0.001). Propolis was found to trigger the
extrinsic and intrinsic pathways to induce apoptosis of the A549 cancer cell line.

In conclusion, propolis has been shown to induce apoptosis via the intrinsic and
extrinsic pathways in the our study and is thought to be a potential new natural
chemotherapeutic agent in cancer treatment.

Keywords: Propolis, Apoptosis, A549 Cell Line, Anticarcinogenic Effect
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1.GIRiS

Propolis eski Yunanca'dan gelen “pro”; 6n, giris ve “polis”; sehir kelimelerinden
olusan ve bal arillarinin kovan savunmasi ile ilgili olarak kullanilmig bir terimdir
(Pasupuleti ve ark. 2017). An tutkali olarak da bilinen propolis, bal aris1 olan Apis
mellifera L. 'nin g¢esitli bitkilerden topladigi kokusuz regineli bir maddedir, cesitli
bitkilerden toplanmasi dolayisiyla biyolojik olarak aktif bilesikler bakimindan zengindir
(Zaccaria ve ark. 2017, Chang ve ark. 2018). Propolis arilar tarafindan koruyucu bir
bariyer, kovanlar sterilize edici bir madde olarak kullanilirken, ¢atlaklarin kapatilmasinda
da kullanilmaktadir (Vukovic ve ark. 2018). Antimikrobiyal, antioksidan, antienflamatuar,
immiinmodiilatdr, antifungal, antiiilser, antikanserojen ve kardiyoprotektif etkiler gibi
birgok farmakolojik aktivitelere sahip oldugu i¢in uzun yillardir saglik alaninda kullanimi
yaygin bir maddedir (Pasupuleti ve ark. 2017, Chang ve ark. 2018). Son zamanlarda in
vivo ve in vitro olarak yapilan ¢alismalar propolis ve bilesenlerinin kanser hiicre hatlarinda
antikanserojen etki gosterdigini ortaya c¢ikarmistir (Vukovic ve ark. 2018). Propolisin
antikanserojen aktivitesi tizerindeki in vitro olarak yapilan molekiiler ¢aligmalar, fenolik
bilesenlerinin hiicre dongiisiinii durdurmasina ve apoptoza, mitokondriyal strese ve timor
biiyiimesinin 6nlenmesine neden oldugunu gostermistir (Bhargava ve ark. 2018).

Kanser, somatik mutasyonlarin birikimi sonucunda genler ve sinyal yolaklarinin
molekiiler fonksiyonlarinin etkilenmesi sonucunda hiicrelerin kontrolsiiz bi¢imde
cogalmasidir (Ahmed ve ark. 2006). Kanser, diinya ¢apinda 6liimlerin %63'linden sorumlu
olan bulasici olmayan hastaliklar1 temsil etmektedir (Demir ve ark. 2016). Akciger kanseri
diinya ¢apinda en yaygin kanserlerden biri ve hayatta kalma oran1 %15 olan, hem genetik
hem de epigenetik degisikliklerin birikimi ile olusan kanser c¢esididir. Akciger kanseri
Oliimciil malign tiimorlerden biridir. Bu nedenlerle, akciger kanserinin erken teshisini
miimkiin kilmak ve tedavisinin gerceklestirilmesini saglamak icin molekiiler
mekanizmalarim1 aydinlatmak gereklidir (Tauchi Nishi ve ark. 2014). Kemoterapi
giinimiizde yaygin bir sekilde kullanilan kanser tedavi yontemidir. Ancak kemoterapi
normal hiicrelerde goriilen yiiksek orandaki toksisitesi, tedavide sonu¢ alamama ve kanser
hiicrelerinde kademeli ila¢ direnci gibi bir dizi dezavantajlara sahip bir tedavi yontemidir.
Bu nedenlerden o6tiirii olusan sorunlar1 ortadan kaldirmak i¢in yeni tedavi stratejilerine

ithtiya¢ duyulmaktadir. Dogal birlesikler ise bu anlamda umut vaat etmektedirler. Dogal



bilesikler saglikli hiicreler iizerindeki zararsiz, kanser hiicrelerinde apoptoz ve hiicre
dongiisii lizerindeki modiile edici etkilerinden 6tiirii yeni antikanserojen ilaclarin énemli
bir kaynagi olarak kabul edilmektedir. Yeni nesil kemoterapodtik ajanlarin %70'inden
fazlas1 dogrudan veya dolayli olarak dogal iirtinlerden elde edilmektedir (Demir ve ark.
2016).

Apoptoz, Bcel-2 ve Bcl-2 iligkili Bax gibi Bcl-2 ailesinin anti ve proapoptotik
iiyeleri ile Kaspaz 3 (Cas 3), Kaspaz 6 (Cas 6) ve Kaspaz 7 (Cas 7) dahil olmak {izere
coklu molekiiler seviyelerde diizenlenen, hasar gérmiis veya normal olmayan hiicrelerin
yok edilmesinde ve doku hemostazinin korunmasinda etkili olan programlandirilmis hiicre
6limiiniin fizyolojik bir siirecidir (Bejarano ve ark. 2018, Yamagata ve ark. 2018). Kanser
hiicreleri, antiapoptotik olan Bcl-2 gibi proteinlerin ekspresyonu ile veya Bax gibi
proapoptotik proteinlerin down regiilasyonu ile apoptoza karsi direngli hala gelebilirler
(Hassan ve ark. 2014). Kanser hiicrelerinin siklikla apoptoz aktivasyonuna karsi direnmede
onemli rol oynayan bir¢ok proteini eksprese ettikleri bildirilmistir. Cesitli mekanizmalar,
hiicrelerin programlanmis hiicre 6liimiinden kurtulmasini saglar ve aralarinda antiapoptotik
molekiillerin asir1 ifadesi vardir (Radogna ve ark. 2015).

Bu calismada; propolisin, in vitro ortamda A549 (kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanseri hiicre hatt1) hiicrelerinde, apopitoz iizerine etkilerinin olup olmadigi, varsa hangi
apoptotik yolak tizerinden diizenlendigi belirlenerek propolisin antikanserojen etkisinin

arastirilmasi amaclanmistir.



2. GENELBILGILER

2.1.Propolisin Tarihcesi ve Ozellikleri

Antik caglardan beri insanlik 6zellikle geleneksel tip basta olmak {iizere farklh
alanlarda propolisi kullanmaktadir. Ge¢mise bakildiginda Yunanlilar propolisi dezenfektan
olarak ve viicutta olusan bazi enfeksiyonlar i¢in antiseptik olarak kullanirken, Misirlilar
Oliileri mumyalamak icin kullanmislardir (Havsteen 1983, Zabaiou ve ark. 2017). Romali
hekimler tarafindan propolis sikatrizan ajan olarak kullanirken, Inkalar ates diisiiriicii bir
ajan olarak propolisi kullanmislardir. 17. yiizyilda ise Londra farmakopelerinde propolis
resmi bir ilag olarak listelere gegmistir (Ghisalberti 1979, Castaldo veCapasso 2002,
Sforcin 2007, Sforcin veBankova 2011). Propolis kullanimi daha sonra zamanla iizerine
yapilan aragtirmalarin hiz kazanmasiyla artmigtir.

Arn tutkali olarak da bilinen propolis, bal aris1 olan Apis mellifera L. 'nin gesitli
bitkilerden topladigi ve arilarin tiikiiriik enzimleri tarafindan islenen karmasik yapidaki
recinemsi birlesiktir (Zaccaria ve ark. 2017) (Sekil 2.1.). Propolis, arilarin genellikle agag
tomurcuklarindan ve bitkilerden topladiklari ve arilar tarafindan kovanlarinda olusan
catlaklar1 veya agik alanlar1 kapatmada zamk olarak kullanilir ki bu da yi1l boyunca kovanin
igerisindeki sicakligr ve nemi sabit tutmay1 saglar. Ayrica propolis, koruyucu bir bariyer
olarak kovani dis etkenlerden korumaktadir ve kovanlari sterilize edici bir madde olarak

arilar tarafindan tiretilen dogal bir bilesendir (Vukovic ve ark. 2018).

Sekil 2.1.. Apis mellifera L."'nin kovana propolis islemesi (The entomontoloji today, 2019)



Ar kovanlart i¢in propolisin yapisal ve islevsel niteliklerinden ayr1 olarak,
propolisin insan popiilasyonu i¢in ¢esitli hastalik 6nleyici ve tedavi edici potansiyele sahip
oldugu yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir. Propolis tanimlanan genis bir biyolojik aktivite
yelpazesine sahiptir. Antienflamatuar, antibakteriyel, antifungal, antiviral, antiiilseratif,
antiseptik, antioksidan, immiinmodiilator, antikanserojen ve kardiyoprotektif etkiler gibi
farmakolojik aktivitelere sahip oldugu icin uzun yillardir saglik alaninda kullanimi yaygin
bir maddedir (Velikova ve ark. 2000, Jafarzadeh Kashi ve ark. 2011, Sartori ve ark. 2012)
(Sekil 2.2). Sahip oldugu bu 6zellikler sebebiyle propolis viicut losyonlari, merhemler, yiiz
kremleri gibi kozmetik iirlinlerde ve dis macunu, gargara gibi ¢esitli sekillerde fonksiyonel

olarak kullanilmaktadir (Choudhari ve ark. 2013, Bhargava ve ark. 2018).

I r
Antibakteriyel Antikanserojen .

Kardiyoprotektif Antienflamatuar

e N\
Antiiilseratif PROPOLIS Antiviral

N\ I

Antifungal Iimmiinmodiilatér

Antiseptik Antioksidan

A A

Sekil 2.2. Propolisin farmakolojik 6zellikleri

2.1.1. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolisin rengi; sarimsi, yesil ve koyu kahverengi olabilirken kokusu aromatik ile
kokusuz olarak degismektedir. Propolisin renk ve koku 6zellikleri botanik kaynagina, elde
edilen cografi bolgenin kdkenine, armin yas ve yapist gibi Ozelliklerine bagli olarak
degisiklik gostermektedir (Bhargava ve ark. 2018). Propolis sert regineli bir {iriin
oldugundan, dogal haliyle tiiketilemez. Propolis saf haliyle kullanilmayan dogal bir



maddedir. Propolis c¢oziiciileri etanol, su, metanol, heksan ve aseton seklinde
siralanmaktadir. Genel olarak propolis ¢ozeltisi hazirlamanin  sekli regineyi toza
dontistiirerek ve ardindan alkollii veya sulu ortamda ekstraksiyon yapmaktir (Beatriz ve
ark. 2012). Yiksek sicakliklarda, propolis yumusak, esnek ve yapiskan yapidadir; diistik
sicakliklarda ise donma aninda sertlesir ve kirillgan hale gelir (Sforcin 2016, Zabaiou ve

ark. 2017).

2.1.2. Hatay Propolisinin Ozellikleri

Propolisin farmakolojik 6zellikleri son derece karmasik ve bolgeden bolgeye
degisen kimyasal bilesimi ile alakali farkliliklar gostermektedir. Hatay ilinden toplanan
propolis igerik acgisindan zengindir. Bunun sebebi; Hatay'in bitki ortiisiiniin, tipik Akdeniz
ekolojisinden daha ¢esitli olarak cam ormani, okaliptiis, kavak agaclar1 ve ¢ok cesitli
meyve bahgeleri icermesidir (Sahinler ve Kaftanoglu 2005). Hatay'dan elde edilen
propolisin; kafeik asit fenetil ester (Urruticoechea ve ark.), galangin, chrysin,
dimetoksisinnamik asit, kafeik asit (CA) gibi fenolik bilesikler acisindan zengin oldugu
bildirilmistir. Bu fenolik bilesikler de propolisin farmokolojik a¢idan daha etkin olmasini
saglamaktadir (Yildirim ve ark. 2016).

Tiirkiye bolgesindeki propolis endoplazmik retikulum stresini inhibe ederek,
apoptozu ve kaspaz aktivitesini indiikleyerek ve mitokondriyal membran potansiyelini
azaltarak, insan akciger kanseri hiicrelerinde segici bir sitotoksik etki gosterdigi yapilan
caligmalarla ortaya koyulmustur. Bu sonug¢ propolisin akciger kanser hiicresi

proliferasyonunu en aza indirebilecegini gostermektedir (Demir ve ark. 2016).

2.1.3. Propolis ve Kanser

Son zamanlardaki caligmalarda propolis ve bilesenlerinin in vitro olarak hiicre
hatlarinda sitotoksik etkilerinin goriilmesinin yani sira in vivo olarak antikanserojen
etkisinin de oldugu gosterilmistir (Banskota ve ark. 1998, Birt ve ark. 2001, Vukovic ve

ark. 2018). Propolisin kimyasal bilesikleri, kanser hiicre ¢ogalmasini durdurmak i¢in



biyokimyasal ve genetik yolaklar1 hedef almaktadir (Kakehashi ve ark. 2016). Propolisin
antikanserojen aktivitesi iizerine yapilan molekiiler ¢aligmalar fenolik bilesenlerinin hiicre
dongiisiinlin  durmas1 ve apoptozise, mitokondriyal stres ve tiimor biiyiimesinin
inhibisyonuna neden oldugunu ortaya koymaktadir (Bhargava ve ark. 2018). Propolis
bilesenlerinin, hiicre dongiisiiniin durmasi ve apoptozun indiikklenmesi, matriks
metaloproteinazlarinin baskilanmasi, antianjiyogenez, metastazin dnlenmesi ve kemoterapi
ile indiiklenen yan etkilerin azaltilmasinda rol oynadig1 kanitlanmistir. Propolisin in vitro
ve in vivo olarak yapilan ¢alismalarda meme, karaciger, pankreas, bobrek, mesane, prostat,
kolon, beyin, basg ve boyun, cilt ve kan kanserlerine kars1 koruyucu bir etkiye sahip oldugu
bulunmustur. Ancak bulgularin klinik etkinligi konusunda ¢alismalar yetersizdir
(Kakehashi ve ark. 2016). Yapilan caligmalar incelendiginde propolisteki etkili olan
antikanserojen bilesenlerinin kafeik asit fenetil ester, chrysin, artepilin C, nemoroson,

galangin ve kardanol oldugu ortaya koyulmustur (Patel ve ark. 2016).

2.1.4. Propolis Bilesenleri

Propolisin kimyasal karakterizasyonu tizerine yapilan ilk calismalar 20. yiizyilin
baglarina dayanmaktadir. Analitik yontemlerde ilerleme kaydedilmesiyle flavonoidler,
terpenoidler, fenolik asitler, fenolik esterler ve sekerler dahil olmak tizere bugiine kadar
propoliste 300'den fazla bilesik tanimlanmistir. Propolisin yaklasik olarak %50'si bitki
recinesinden, %30'u bal mumundan, geri kalanin %10'u esansiyel yaglardan, %5'i polen ve
%5'1 ise fenolik bilesikler, esterler, flavonoidler, terpenler, beta-steroidler, aromatik
aldehitler ve alkoller seklinde siralanan organik maddelerden olugmaktadir (Pasupuleti ve
ark. 2017) (Sekil 2.3). Bunlarin yani sira propolis B1, B2, B6, C ve E gibi vitaminleri ve
arillarin metabolizmalarindan elde edilen amino asitleri de igermektedir. Propolis ayrica
Mg, Ca, I, K, Na, Cu, Zn, Mn ve Fe gibi baz1 mineral elementleri ve Cd, Hg ve Pb gibi agir
metalleri icermektedir (Zaccaria ve ark. 2017). Propolis siiksinat dehidrojenaz, glukoz-6-
fosfataz, adenozin trifosfataz ve asit fosfataz gibi enzimleri de igermektedir (Pasupuleti ve
ark. 2017). Propolisin modern tiptaki giderek artan genis uygulamasi kimyasal bilesimine

dayanmaktadir.
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Sekil 2.3.. Propolisin Yapisal Ozellikleri

2.1.4.1. Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)

Propolisteki en ¢ok arastirilan bilesenlerden biri olan kafeik asit fenetil esterin,
cesitli patolojilere karsi ¢coklu ve etkili olan antitiimdr, immiinomodiilator, antienflamatuar,
antioksidan, antimikrobiyal gibi bir¢ok biyoaktivite gosterdigi yapilan ¢alismalarda yaygin
olarak bildirilmistir (Urruticoechea ve ark. 2010, Wu ve ark. 2011, Omene ve ark. 2012,
Morin ve ark. 2017, Kabala-Dzik ve ark. 2018). CAPE, insan 16semik hiicre hattinda (HL-
60), kolorektal kanser (CRC) hiicre hatt1 ve meme kanseri hiicre hatt1 gibi kanser hiicre
hatlarinda ve viral etkiye sahip hiicrelerde dnemli sitotoksisite gosterdigi bildirilmistir
(Sawicka ve ark. 2012, Teerasripreecha ve ark. 2012). CAPE'nin kanser hiicre hatlarinda
yapilan ¢aligmalarda karsinoma hiicrelerine kiyasla saglikli hiicrelerde c¢ok diisiik
toksisiteye sahip oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, CAPE antikanserojen materyalolarak
diistiniilmektedir (Kuo ve ark. 2006, Teerasripreecha ve ark. 2012). CAPE bazli propolis
ekstraktinin, p21 aktiflestirilmis kinaz 1 (PAK1) sinyalini bloke ettigi ve
norofibromatozis'teki tiimorleri baskiladigi yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Bhargava

ve ark. 2018).



2.1.4.2. Flavonoidler

Flavonoidler, biyolojik ozelliklerinden dolay1r insan saghigina fayda saglayan,
bitkilerde ve propoliste yiiksek oranda bulunan diisiik molekiiler agirlikli polifenolik
bilesikler igeren metabolitlerdir. Tanimlanmis 5000 g¢esit flavonoid vardir (Mani ve
Natesan 2018). Flavonoidler (flavonlar, flavonoller ve flavanonlar), insan kolorektal,
meme ve mide kanseri hiicrelerinin proliferasyonu ve apoptozu iizerinde etkili olan ¢ok
cesitli biyokimyasal ve farmakolojik aktivitelere sahip olan birlesiklerdir (Graf ve ark.
2005). Ayrica serbest radikallerin iiretimini 6nleme ve azaltma 6zelliklerinden dolay1, bu
bilesikler 6nemli Ol¢iide kemoterapotik aktiviteye sahiptirler (Kundu ve Surh 2008,
Vukovic ve ark. 2018).

2.1.4.3. Chrysin

Yapilan caligmalar propolisin chrysin iceriginin 28 gr/l kadar yiiksek oranda
oldugunu gostermektedir (Mani ve Natesan 2018). Chrysin uygulamasinin, kanser olusumu
sirasinda oksidan ve antioksidan metabolizmasinin homeostazisini dengeleyerek ve lipid
peroksidasyon ile antioksidanlarin aktivitesini diizenleyerek antikanserojen aktivite
gosterdigi bildirilmistir (Sekar Karthikeyan 2013, Mani veNatesan 2018). Chrysinin, hem
in vitro hem de in vivo olarak yapilan ¢aligmalarda Notch 1 sinyal yolaginin aktivasyonu
ile apoptoz aracilifiyla tiimor biiylimesini inhibe ettigi saptanmistir. Chrysinin etki
mekanizmasi, hiicre c¢ogalmasinda, apoptozla hiicre Oliimiiniin indiiklenmesinde ve
inflamatuarin azaltilmasinda rol oynamaktadir (Xue ve ark. 2016, Mani ve Natesan 2018).
Chrysin, renal karsinojenez sirasinda gesitli tiimdr olusumunu ve inflamatuarin biyolojik
biyomarkerlarinin aktivasyonunu sinirladigi i¢in renal karsinojenezin 6nlenmesinde etkili
bir biyoajandir. Chrysin, tiimdr hiicresi kaynakli anjiyogenezin etkili bir inhibitoriidiir (Fu

ve ark. 2007, Mani ve Natesan 2018).



2.1.4.4. Galangin

Galanginin antioksidan, antimutajenik ve antienflamatuar etkilerine ilaveten, ¢esitli
in vitro ve in vivo testlerle antikanserojen aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir (Heo ve
ark. 2001, Su ve ark. 2013). Ren ve arkadaglarinin 2016'da yaptiklar1 bir caligmada
galanginin, timor hiicresinin proliferasyonunun inhibisyonuyla Kaspaz 31 ve ROS
(Reaktif oksijen tiirleri) {iretimini aktive ederek, apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Bu
calismada, tiimoriin baskilanmasinin yani sira fosfatidilinositol-3-kinazin (PI3K)/Akt
yolagt ve Bcl-2'nin down regiilasyonuyla kanser hiicresinin hiicre dongiisiinii
durdurabilecegi bildirilmistir. Timor siippressor proteinlerin diizenlenmesinin yani sira
p27 ve p53 regiilasyonu, galanginin umut verici antikanser 6zelligini géstermektedir (Ren

ve ark. 2016).

2.1.4.5. Artepillin C

Artepillin C, farkli doku kokenli cesitli kanser hiicrelerine karsi antikanserojen
aktiviteye sahip bir molekiildiir. Artepilin C, apoptozu indiikleyerek hem in vivo hem de in
vitro olarak yapilan ¢aligmalarda tiimor biiytimesini inhibe ettigi saptanmistir (Pang ve ark.

2018).

2.2. Apoptoz

“Apoptosis” terimi, Yunanca “apo” ayrilma, “ptosis” diigme olarak g¢evrilen ve
agactan sonbaharda diisen yapraklari tanimlamak i¢in kullanilan eski bir kelimedir (Duque
Parra 2005). Tipta “apoptoz” teriminin ilk kullanimi Hipokrat tarafindan 4. yy da
fizyolojik bir hiicre/doku 6liim seklini tanimlamak ic¢in kullanilmistir. 1972 yilinda Kerr
ve arkadaglari ise “biiziilme nekrozu” terimi altinda bir tiir hiicre 6liimiinii tanimlamak i¢in
apoptoz terimini kullanmislardir. 19. yiizyilin sonuna dogru apoptoz ile ilgili molekiiler
caligmalar hiz kazanmis ve hiicre 6liimii ile ilgili cok sayida calisma yaymlanmistir. Bu

caligmalar detayli bir sekilde incelendiginde, bir¢ogunun aslinda apoptotik hiicre



Oliimiiniin tipik bigimlerini tanimladigin1 goriilmektedir (Diamantis ve ark. 2008). Memeli
hiicrelerinde apoptozis siirecinde yer alan mekanizmalarin anlagilmasi, nematod
Caenorhabditis elegans'in gelisimi sirasinda ortaya ¢ikan programlanmis hiicre 6liimiiniin
arastirilmasindan gecmistir (Kaczanowski ve ark. 2016). Apoptoz, bu calisma ile
hiicrelerin  genetik olarak belirlenmis bir sekilde elimine edilmesini igeren
“programlanmis” hiicre 6liimiiniin farkli ve 6nemli bir modu olarak kabul edilmistir (Anita
ve ark. 2014). Bu calisma da C. elegans'lar 6nceden belirlenmis sayida hiicreye sahiptir:
yetigskin bir hermafrodit 959 hiicreye sahiptir ve yetiskin bir erkegin 1031 hiicresi vardir.
Sulston ve Horvith, her bir C. eleganshiicresinin embriyodan yetiskine, aile agac1 olarak
gelisim siirecini tanimlayarak olen hiicrelerin kesfedilmesini saglamistir. Bu tanimlama ile
apoptozun kazara olusan bir mekanizma degil de programlanmis oldugu kanitlandi
(Hedgecock ve ark. 1983, Kaczanowski ve ark. 2016).

Apoptozun morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri, onu diger hiicre oliimlerinden
kolayca ayirt edilmesini saglamaktadir. Apoptozda gozlenen kaspazlarin aktivasyonu,
DNA ve proteinin par¢alanmasi ve membran degisiklikleri ve fagositik hiicreler tarafindan
taninmasi seklinde ili¢ ana biyokimyasal degisiklik gozlemlenmektedir (Anita ve ark.
2014). Apoptoz hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyaller araciliiyla uyarilir (Sekil 2.4).Apoptoz
basladiginda, i¢ mitokondriyal transmembran potansiyelinin bozulmasiyla karakterize
edilen bir membran gecirgenligi, ardindan  kromatin yogunlagsmast ve niikleer
fragmentasyon gozlemlenmektedir. Daha sonra hiicre, makrofajlar tarafindan taninan ve
inflamasyonun indiiklenmesini Onleyen, membran bagl, ultrastriiktiirel olarak 1iyi
korunmus fragmanlara bdliiniir ve apoptoz gerceklesir (Sulston veHorvitz 1977,

Kaczanowski 2016).
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Sekil 2.4. Apoptozu uyaran sinyaller

2.2.1. Apoptozun Diizenlenmesi

Apoptozun diizenlenmesinde kaspazlar, Bcl-2 protein ailesi tiyeleri, p53, p21,
sitokrom ¢ gibi proteinler ve mitokondriler rol oynamaktadirlar (Coskun ve Ozgiir

2011).

2.2.1.1.Kaspaz Ailesi

Apoptozun bir baska spesifik 6zelligi, kaspaz ad1 verilen sistein proteaz ailesine
ait bir grup enzimin aktivasyonudur. Kaspaz, "c" si sistein proteazi belirtirken, "aspaz"
enzimin aspartik asit kalintilarindan sonra ayrilma 6zelligine isaret eden sistein bagimli
aspartata Ozgli proteazlar1 ifade eder. Kaspazlar apoptotik mekanizmada bliyiik ve
merkezi bir role sahiptirler. Kaspazlar hem baglatici hem de uygulayici olarak gorev
yaptiklar i¢in apoptozis mekanizmasinin merkezindedirler. Apoptozun indiiklenmesi
ve proapoptotik proteinlerin aktivasyonu, kaspaz aktivasyonu ile sonuclanir. Kaspazlar
protein substratlar1 i¢indeki benzersiz bir 4 amino asit sekansini tanityan sistein
proteazlaridir (Savitskaya Ma 2015). Kaspaslarin aktive edilebilecegi li¢ yolak vardir.
Yaygin olarak tarif edilen iki baslangi¢ yolagi, apoptozun intrinsik (mitokondriyal) ve
ekstrinsik (6liim reseptorii) yolaklaridir. Her iki yolak da en sonunda ortak bir yola ya

da apoptozun yliriitme asamasina yol acar. Daha az bilinen bir tigiincii baslangi¢ yolu, i¢
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endoplazmik retikulum yolu olarak bilinir. Aktif kaspazlar, bircok hayati hiicresel
proteini ayirir; niikleer iskeleti ve hiicre iskeleti par¢alanir. Ayrica niikleer DNA'y1 daha

da bozan DNAaz" aktive ederler (Anita ve ark. 2014).

Kaspazlar genel anlamda 2 gruba ayrilabilir:
Baslatic1 Kaspazlar: Kaspaz 2, Kaspaz 8, Kaspaz 9, Kaspaz 10
Yiirtitiict (efektor) Kaspazlar: Kaspaz 3, Kaspaz 6, Kaspaz 7 (Savitskaya Ma 2015)

Kaspaz 3: apoptozun nispeten ge¢ asamalarinda aktif hale gelen ve hem intrinsik hem
de ekstrinsik yolakta rol alan efektor kaspazdir. Kaspaz 9 ile aktif hale gelmekte ve
hiicreyi apoptoza siirliklemektedir (Zlobovskaya ve ark. 2016).

Kaspaz 8: ekstrinsik yolak icin baslatic1 kaspazdir. Kaspaz 8'in hedefi mitokondriler
olup mitokondriden Sitokrom C'nin sitozole salinmasina neden olur. Kaspaz § DNA
yapilarin1 degrade ederek dogrudan olarak apoptoza yol agar ve ayni zamanda
ekstrinsik yolakta Kaspaz 3'ii aktif bir formuna doniistiirtir (Lan ve ark. 2017).

Kaspaz 9: intrinsik yolak icin baslaticidir ve efektorkaspaz olan Kaspaz 3'iin belirli

kisimlarini keserek aktif formuna doniistiirtir (Timucin ve Basaga 2017).

2.2.1.2. Bcl-2 Ailesi

B hiicreli lenfoma-2 (Bcl-2) protein ailesi, apoptozisin kilit diizenleyicileri
olarak gorev yaparlar. Bunlar, agirlikli olarak kritik karar noktasi olan, sitokrom c
salinimimin diizenlendigi mitokondri {izerinde bulunurlar (Opferman ve Kothari 2018).
Bcl-2 ailesi proteinleri mitokondriyal apoptoz yolaginin temel diizenleyicileridir. Bcl-2
ailesi tiyeleri intrinsik yolakta protein membran ve protein-protein etkilesimlerine aracilik
ederek apoptozun diizenlenmesinde rol alirlar (Chipuk ve ark. 2004). Bcl-2 protein ailesi,
proapoptotik ve antiapoptotik olmak iizere 25 {iye igerir. Hiicre sagkalim1 bu proapoptotik
ve antiapoptotik Bcl-2 proteinleri arasindaki dengeye baghdir. Denge bozuldugu takdirde
hiicre 6liimii tetiklendiginde dis mitokondriyal zardaki proapoptotik efektdr proteinlerin
oligomerizasyonu, mitokondriyal dis zar gegirgenliine ve sitokrom ¢ salimina yol agar.
Bu, hiicre dliimiine yol acan subsratlar1 parcalayan kaspaz kaskatlarinin aktivasyonunu

tetikler ve hiicre apoptozise siiriiklenir (Opferman ve Kothari 2018). Tiim Bcl-2 iiyelerinin
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yerleri dig mitokondriyal zar {lizerindedir. Bel-2 ailesi iiyeleri, bir iyon kanali formunda
bulunarak gozeneklerin olusturulmasi yoluyla membran gecirgenliginden sorumlu olan
dimerlerdir(Anita ve ark. 2014). Bcl-2 ailesinin antiapoptotik ve proapoptotik proteinleri
arasindaki denge, saglikli hiicrelerde mitokondride bulunan apoptojenik proteinlerin
salinimi ile diizenlenmektedir (Vela ve Marzo 2015).

Bcl-2 protein ailesi iiyeleri bir veya daha fazla Bcl-2 domain homoloji (BH) alan1
icerirler. Islevleri ve icerdikleri homoloji etki alanlara gore Bcl-2 ailesi iiyeleri ii¢ gruba
ayrilmaktadirlar (Sekil 2.5). Dort Bel-2 domain alani igeren liyeler Bcel-2, MCL-1, A1/Bfl-
1, Bel-B/Bcl2L 10, Bel-W ve Bel-xL'dir (Czabotar ve ark. 2014). Ikinci grup sadece BH-3
proteinlerinden olusur, bu nedenle diger iiyelere kiyasla BH3 alani ile sinirhidirlar. Bu
grubun iiyeleri Bid, Bim, Puma, Noxa, Bad, Bmf, Hrk ve Bik seklinde siralanmaktadirlar.
DNA hasari, biiylime faktorii yoksunlugu ve endoplazmik retikulum stres gibi hiicresel
stres zamanlarinda apoptozun baglaticist olarak BH3 only proteinleri aktive olurlar. Bu
nedenle proapoptotiktirler. Ugiincii grubun iiyeleri dért BH alaninin tiimiinii igerir ve

ayrica proapoptotiktir. Bu grubun tiyeleri Bax, Bak ve Bok/Mtd.'dir (Anita ve ark. 2014).

BHA4 BH3 BH2 BH1
Antiapoptotik
Bcl-2 proteinleri - - =
Proapoptotik Bcl-
2 proteinleri — —
Proapoptotik
BH3-only Bcl-2 ==

proteinleri

Sekil 2.5. Bcl-2 domain (BH) alani

2.2.1.3. Antiapoptotik Bcl-2 Proteinleri

Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1, Bcl-B, Bel-W antiapoptotik Bel-2 protein ailesi iiyeleridir
(Vela ve Marzo 2015). Bcl-2, Bel-xL (Bcl-ekstra uzun), A1, Bel-W, Bok (Bcl-2 ile iligkili
yumurtalik katili) ve Mcl-1 (miyeloid hiicre 16semi-1). Bunlar, dért BH domain (BHI,
BH2, BH3 ve BH4) etki alanlarini i¢ceren multidomain proteinlerini temsil etmektedirler.
Antiapoptotik  proteinler ayrica mitokondrial dis zar (Mitochondrial outer
membrane:MOM), ER (Endoplazmik Retikulum) veya niikleer membranlar dahil

membranlarla birlesmeyi saglayan bir transmembran alan1 (TM) igerirler (Krajewski ve
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ark. 1993, Kroemer ve ark. 2007). Antiapoptotik Bcl-2 proteinlerinin temel biyolojik
fonksiyonlarindan biri proapoptotik iiyeleri inhibe ederek mitokondriyal zar biitiinliigiin
bozulmasini1 6nlemektir (Dorsi ve ark. 2017). Antiapoptotik iiyeler apoptozu inhibe ederek
hiicre sagkalimini saglarlar. Bcl-xL, proapoptotik etkilesimleri protein-protein etkilesimleri
yoluyla inhibe ederek apoptozu bloke eden antiapoptotik gendir (Czabotar ve ark. 2014).
Bcel-2: Bcel-2 geni ilk kez B hiicreli folikiiler lenfomada klonlanmisbir onkogen
olmakla birlikte mitokondrinin dis membraninda yer almaktadir. Bcl-2 proteini
antiapoptotik proteinlerden olmasi sebebiyle asir1 ekspresyonu apoptozu engellemektedir

(Vaux ve ark. 1988, Tung ve ark. 2004).

2.2.1.4. Proapoptotik Bcl-2 Proteinleri

Proapoptotik Bcl-2 protein aile iiyeleri BH3 alanini icerip icermediklerine gore ve
birden fazla BH alanima sahip olmalarina gore iki alt gruba ayrilmaktadirlar. Birden fazla
BH alanina sahip efektor proteinler; Bak, Bax, Bok ve tekli korunmus BH3 alanina sahip
Bim, Puma, Noxa, Bid, vb. seklinde gruplandirilmaktadirlar (Opferman ve Kothari 2018).
Bak ve Bax mitokondriyal yolakta 6énemli bir role sahip olarak sitokrom c'nin salinimini
gerceklestirirler. Bax, Oncelikle monomerik bir protein olarak hiicrede bulunur ve
mitokondriyal dis zarin sitoplazmik tarafinda yer alir. Hiicreden apoptotik sinyal aldiktan
sonra, Bax'taki konformasyonel degisim, C terminal hidrofobik alaninin agiga ¢ikmasina
ve ardindan mitokondriyal membrana ve oligomerizasyonuna baglanmaya neden olur.
Apoptotik uyaranlara bagli Bak aktivasyonu, Bax genine benzer islev gormektedir

(Timucin ve Basaga 2017).
Bax: Bcl-2 ile iligkili X proteini (Bax), Bcl-2'nin aksine, stres uyaricilarina cevap

olarak apoptozu tetikleyen Bcl-2'nin homolog baglanma proteini olarak tanimlanmigtir.

Bax, sitokrom c'nin sitozole ge¢isini saglayarak apoptozu inhibe etmektedir (Edlich 2018).

2.2.1.5. BH3-only Proteinler

“BH3-only” proteinleri ¢esitli c¢evresel uyaranlar araciligiyla veya biiyiime
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sinyalleri aracilifiyla diizenlenirler ve hiicresel homeostazda 6nemli bir rol oynarak
hiicresel stresin ndbetgileri olarak homeostazi dengede tutarlar (Doerflinger ve ark. 2015).
Bu protein ailesi liyeleri 6liim sinyallerinin entegratorii olarak gérev yapan giiclii apoptoz
indiikleyicileridir (Vela ve Marzo 2015). “BH3-only” proteinleri mitokondriyal apoptotik
yolun temel baglaticilar1 olarak kabul edilmektedirler (Doerflinger ve ark. 2015). “BH3-
only” proteinleri farkli dokuz amino asitlik homolog BH3 bdlgesini igerirler. Mutasyonel
analizler, bu bolgenin proteinlerin Bcl-2 benzeri hayatta kalma proteinlerine baglanma
veya apoptozu baglatma kabiliyeti i¢in gerekli oldugunu gostermistir. Memelilerde, BH3
only 8 tane proteini tanimlanmistir. Bunlar Bim (Bcl-2 inhibitér molekiilii), Bad (Bcl-2 ile
iligkili 6liim promotorii), Bmf (Bcl-2 degistirici faktor), Bid (BH3 etkilesimli-domain 6lim
agonisti), Noxa (hasar,zarar), Bik (Bcl-2 etkilesimli Bcl-2 etkilesimli 6ldiiriicii protein),
Bak (Bcl-2 homolog antagonist katili), Puma (p53 apoptoz diizenleyici) ve Hrk (Hara-kiri)
(Glab ve ark. 2017). BH3-only protein ailesi apoptozisin baglatilmasi i¢in esastir ve
proapoptotik efektdr proteinleri Bax/Bak proteinlerinin dogrudan veya dolayli olarak
notrlestirilmesiyle baglanmasi ve aktive edilmesinde rol alarak hiicreyi apoptozise

stiriiklerler (Margaroli ve ark. 2016).

2.2.1.6. p53

p53 proteini, 53 timor proteini (veya TP53) olarak da bilinmektedir.17.
kromozomunkisa kolunda bulunan tiimoér baskilayici gen TP53 tarafindan kodlanan tiimor
baskilayici proteinlerden biridir. Sahip oldugu molekiiler agirhigindan dolayr (53 kDa)
adlandirilirmaktadir. Ik olarak 1979'da p53 proteini Simian viriisi 40 (SV40)m T
antijenine sikica baglanmis bir sekilde kesfedilerek kanser hiicrelerinin c¢ekirdeginde
biriken hiicresel bir protein olarak tanimlanmistir. Baglangicta zayif onkogenik oldugu
bulunmustur. Ancak daha sonra yapilan aragtirmalarda onkogenik o6zelligin bir p53
mutasyonundan veya daha sonra "onkogenik fonksiyon kazanc1" olarak adlandirilmasindan
kaynaklandigr kesfedilmistir. Yapilan bir¢ok arastirma, p53'in kesfinden bu yana
fonksiyonu ve kanserdeki roliinii arastirmay1 amacglamistir. p53 apoptozun indiiksiyonunda
rol oynayan bir proteindir. Ayrica hiicre dongiisiiniin diizenlemesiyle hiicredebiiyiime,
farklilagsma, gen amplifikasyonu, DNA rekombinasyonu, kromozomal degredasyon ve

hiicresel yaslanma da rol almasi dolayisiyla "genomun koruyucusu" olarak adlandirilan
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onemli bir rol oynamaktadir. Insan kanserlerinin %50'den fazlasi, p53 tiimér baskilayict
gendeki mutasyonlara baglanmistir (Anita 2014). p53 gen mutantinin susturulmasi
durumunda, mutant p53 ekspresyonunun bu tiir asagi regiilasyonunun, insan kanser
hiicrelerinde apoptoz indiiksiyonuna bagli oldugu tespit edilerek hiicresel koloni
biliylimesinde azalmaya neden oldugu bulunmustur (Muller ve Vousden 2014). Tiimor
baskilayic1 p53'iin temel fonksiyonlari, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve apoptozun
uyarilmasi seklinde siralanmaktadir. Etkin rolii, hedef genlerin ekspresyonunu aktive

ederek veya azaltarak transkripsiyon faktorii gorevi gormektir (Fischer ve ark. 2016).

Fonksiyonel p53 saglikli hiicrede sitoplazmada bulunur ve hiicresel strese bagli
olarak cesitli kinazlarin dogrudan veya dolayli olarak fosforilasyonunun ardindan
cekirdege yer degistirir. Fosforile edilmis niikleer p53 bir tetramer olusturur ve Fas, Bax,
Bim, Noxa ve Puma gibi hem 6lim reseptoriine hem de mitokondriyal yollara aracilik
eden cesitli proapoptotik proteinlerin ekspresyonunu destekleyen bir transkripsiyon faktori

olarak islev goriir (Liu ve ark. 2017).

2.2.1.7. p21

p21, hiicre dongiisii ilerlemesinde rol oynayan genlerin ifadesinde, DNA
onariminda ve apoptozun diizenlenmesinde Onemli bir isleve sahiptir. p21'in p53 ile
diizenlenen bir hiicre dongiisii inhibitorii olarak kesfedilmesinden bu yana 20 yildan fazla
bir stire gecmistir. p21 ilk 6nce bir tiimor baskilayict ve sikline bagimh kinaz (CDK)
inhibitorii olarak kesfedilmis ancak daha sonra hiicre 6liimii, DNA replikasyonu/onarima,
gen transkripsiyonu ve hiicre motilitesi gibi diger dnemli hiicresel iglevlere de katildigi
bulunan siklin bagimli kinaz (CDK)inhibitoriidiir (Dutto ve ark. 2015). p53, p21'in ana
transkripsiyonel regiilatoriidiir. DNA hasar1 ve oksidatif stres dahil olmak iizere gesitli
stresler, p53 aktivitesini yiikseltir ve p53 aktivitesinin yiikselmesi p21 ekspresyonuna
neden olur. p21 proteini bazi CDK/Siklin komplekslerini inhibe ederek hiicre siklusunun
durmasina neden olur. p2l'ler, CDK'larla etkilesime gecerek hiicre donglisiinii
durdurmanin yam: sira dogrudan DNA replikasyonunu da inhibe ederler. p21 siklin
A/CDK2, E/CDK2, D1/CDK4 ve D2/CDK4 kompleksine baglanir ve bu nedenle pRB

proteininin fosforilasyonunu inhibe eder. p21'in DNA hasari {izerine p53 ile uyarilmasi,
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siklin E/CDK2'yi inhibe ederek hiicrenin G1/S evresine gegisini inhibe eder (Karimian ve

ark. 2016) (Sekil 2.6).

G2 \ ; E/CDK2
Cdce2|} P21 i D/CDKAa6 G 1

1CBP90

A/CDK1,2 \
NFKB
D.E/CDK2.6 Go
Sy’ me X
-

|

CDK2 . d/cyclinD,E

and D1

Sekil 2.6. Hiicre dongiisiiniin p21 araciligiyla diizenlenmesi (Karimian ve ark. 2016)

Yapilan c¢aligmalarla, p21'in antikanserojen etkisi ve tlimorlerin tanmmmasinda
anahtar bir role sahip oldugu ortaya koyulmustur. Apoptozun inhibisyonu, p21'in en iyi

bilinen onkogenik fonksiyonudur (Prives ve Gottifredi 2008, Karimian ve ark. 2016).

2.2.3. Apoptoz Mekanizmalari

Memelilerde tanimlanmis iki merkezi apoptotik yolak vardir: ekstrinsik yolak
(6ltiim reseptorii aracili yol) ve intrinsik yolak (mitokondriyal aracili yol) (Sekil2.7).
Ayrica, bu iki yolagin yani sira apoptozda, endoplazmik retikulum stresi (ER) tarafindan
aktive olan Kaspaz 12 veya Kaspaz 2'nin baglatic1 bir rolii dahil olmak iizere az bilinen

baska kaspaz aktivasyon yolaklar1 da vardir (Goldar ve ark. 2015).
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Sekil 2.7. Apoptoz mekanizmalar1 (Favaloro ve ark. 2012)

2.2.3.1. intrinsik Yolak

Mitokondriyal yol olarak da adlandirilan intrinsik yolak, apoptozisin indiiklenmesi
icin i¢ mitokondriyal zardaki degisiklikleri kullanir (Timucin ve Basaga 2017). Bir dizi
sinyal molekiilii mitokondriyal membran gegirgenli§inde bir artisa neden olur. Hipoksi,
sitokin yoksunlugu, genetik hasar, yiiksek sitozolik kalsiyum iyonlar1 konsantrasyonu, asir1
oksidatif stres gibi faktorler, mitokondriyal gecirgenligin artmasi ile sonuglanan intirinsik
yolagin aktivasyonunun baslatilmasini tetikler (Anita 2014). Bu farkli stresorler, MOM
permeabilizasyonu ile biten, mitokondriye sinyal gonderen birka¢ hiicre i¢i protein
tarafindan taninmaktadirlar. MOM permeabilizasyonuna Bcl-2 protein ailesinin ¢esitli
proapoptotitik veantiapoptotik ajanlararacilik eder (Chipuk ve Green 2006). Bcl-2 protein
ailesi, 25 proapoptotik ve antiapoptotik {iye igerir; hiicre sagligi bu proapoptotik ve

antiapoptotik Bcl-2 proteinleri arasindaki dengeye dayanmaktadir. Antiapoptotik
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proteinler, sitokrom c'nin mitokondriyal zardan gecisini bloke ederek apoptozu
diizenlerken, proapoptotik proteinler sitokrom c'nin sitozole salinmasina etki ederek
apoptozu tetiklerler. Intrinsik yolak, Bax ve Bak'in aktivasyonundan kaynaklanan
mitokondriyal dis membran gegirgenligini igermektedir (Margaroli ve ark. 2016).
Mitokondriyal intermembran alandan sitoplazmaya salinan diger apoptotik faktorler
arasinda apoptoz indiikleyici faktdr (AIF), kaspazin ikinci mitokondri tiirevli aktivatorii
(Smac), Diistik pI (DIABLO) ve Omi/yiiksek sicaklik gereksinimi proteinli dogrudan IAP
baglanma proteini bulunur. Sitokrom cmin sitoplazmik salinimi, sitokrom c¢, Apaf-1 ve
Kaspaz 9'dan olusan apoptozom olarak bilinen bir kompleksin olusumu yoluyla Kaspaz 3'i
aktive eder. Apoptoz proteinlerinin (IAP'ler) inhibitorii, daha sonra, IAP'lerin Kaspaz 3
veya Kaspaz 9 ile etkilesiminde bozulmaya neden olur. Aktivasyondan sonra, Kaspaz 9
efektor kaspazlarimi Kaspaz 3, Kaspaz 6 ve Kaspaz 7'yi ayirir ve aktive eder, bu da hiicre
yikimina neden olur (Margaroli ve ark. 2016). Aktif forma gelen efektoér kaspazlar,
sitozolde bulunan ICAD (inhibitor of caspase activated deoxyribonuclease-CAD'n
inhibitorii)1 inaktiflestirir. Inaktif forma gelen ICAD, hiicre de normal haldeyken
baglibulundugu CAD (Caspase activated deoxyribonuclease) dan ayrilir. Serbest kalan
CAD, nukleusa girerek kromatin yogunlasmasi ve DNA kiriklarinin olugmasini saglayarak

hiicrenin apoptoza gitmesine neden olur (Anita 2014).

2.2.3.2. Ekstrinsik Yolak

Ekstrinsik Oliim reseptorii yolagi, Olim ligandlarimin bir 6lim reseptoriine
baglanmasiyla baglar. Bu yolakta temel olarak ligand-reseptor etkilesiminin ardindan
reseptore baglanan bir adaptdr icerir (Timucin ve Basaga 2017). Ekstrinsik yolaktan
apoptotik sinyal, hiicre dis1 ligandlarin, 6rnegin, timoér nekroz faktorii (TNF), Fas
ligandinin (Fas-L) ve TNF ile iligkili apoptoz-indiikleyen ligandin (TRAIL) transmembran
reseptOrlerinin ligandina baglanmas: ile baglar. Ligandin reseptdre baglanmasindan sonra,
olim reseptorleri, Fas-iligkili 6liim alan1 (FADD) ve TNF reseptorii ile iliskili 6liim alan
(TRADD) gibi adaptor proteinlerinde hiicre i¢i 6liim alani ile ilgili protein motifiyle
baglanir. Bu bagdastirici proteinleri ayrica 6liim efektor bolgesi (DED) olarak adlandirilan
baska bir protein etkilesim alanina sahiptir. Bu 6liim reseptorleri, TNF reseptort ile iliskili

6lim alan1 (TRADD) ve Fas ile iligkili 6liim alan1 (FADD) gibi bagdastirict proteinleri ve
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ayrica Kaspaz 8 gibi sistein proteazlarini baglayan hiicre i¢i bir 6liim alanina sahiptir (Lan
ve ark. 2017). Oliim ligandinin reseptdriine baglanmasi, bir adaptdr proteini igin bir
baglanma bdlgesi olusumu ile sonuglanir ve tiim ligand-reseptor-adaptér proteini
kompleksi, 6liime neden olan sinyal kompleksi (DISC) olarak bilinir. Prokaspaz 8 ayrica
FADD'nin DED' ile etkilesime giren bir dizi de igerir. Bu sirada prokaspaz 10 ve
prokaspaz 8'in otomatik katalitik aktivasyonuna yol acan bir oliim azaltici sinyal
kompleksi (DISC) gelistirilmistir. DISC araciligiyla Kaspaz 8 ve Kaspaz 10 aktif hale
gelir. Aktif Kaspaz 8 ve Kaspaz 10, ¢ekirdegin ve diger hiicre i¢i yapilarin zarar gérmesi
veya tahrip olmasi sonucu hiicre 6liimiine neden olan efektdr/yiiriitiici Kaspaz 3, Kaspaz 6
ve Kaspaz 7'yi aktive eder (Goldar ve ark. 2015). Kaspaz 8, mitokondriden sitokrom c'nin
sitozole salinmasina neden olur. Sitokrom c'de proenzim halindeki etkili kaspazlara
baglanir ve Kaspaz 8 varliginda etkili kaspazlarin aktiflesmesine neden olur. Kaspaz 8 bir
DNA pargalama enzimidir; DNA yapilarint degrade ederek dogrudan apoptozise yol agar
ve ayn1 zamanda Kaspaz3'i aktif bir formuna dontstiiriir (Lan ve ark. 2017). Aktiflesen
kaspazlar da hiicreyi 6liime gotiiriir. Sitokrom c'nin salinimiyla prokaspaz 9'u aktif formu
olan Kaspaz 9 formuna cevirmesiyle prokaspaz 3'i aktif formu Kaspaz 3'e doniistiirerek
niikleik asitlerin bozunmastyla hiicreyi apoptoza siiriikler (Wong 2011).

Bid, 22 kDa agirliginda alfa-heliks yapisinda bir proteindir. Bid, proapoptotik olan
Bax'a benzer bir sekilde, apoptozun baslangicinda sitozolden mitokondriye tasinir (Gahl ve
ark. 2016). Oliim reseptorii aracihigiyla Bid aktif konformasyonu tBid'e déniistiirebilir. Bu
aktivasyon Bcl-2 ve Bcl-xL'nin antiapoptotik etkisini inhibe ederek mitokondri yolagini
tetikler. Aktive edildiginde, Bax ve Bak dimerize olarak mitokondri zarindan sitokrom
c'nin salinmasina neden olarak DNA'nin parcalamasina, Kaspaz 9 ve Kaspaz 3'i aktive
edilmesini saglar. Daha sonra apoptotik downstream kaskat1 tetiklenir, DNA parcalara

boliiniir ve apoptotik cisimler olusarak hiicre apoptoza gider (Lan ve ark. 2017).

2.2.4. Kanser ve Apoptoz

Kanser, somatik mutasyonlarin birikimiyle hiicrenin motilitesinin bozulmasiyla
genlerin ve sinyal yolaklarinin molekiiler fonksiyonlarin da meydana gelen degisiklikler
sonucunda hiicrelerin kontrolsiiz olarak normal olmayan bi¢gimde ¢ogalmasidir (Ahmed ve

ark. 2006). Kanser, yiizyilin sorunu olup gittikce artan mortalite ve insidansa sahip diinya
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capinda biiyiik bir halk saglig1 sorunudur (Zugazagoitia ve ark. 2016) (Sekil 2.8). Kanser
olusumu son derece karmagik bir olay olmakla birlikte kanseri tetikledigi belirlenen birgok
i¢ ve dis etken bulunmaktadir (Bayik 1989).

Kanser tedavisi, cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi gibi bir veya daha fazla
midahalenin dikkatlice se¢ilmesini ve uygulanmasini gerektirmektedir. Kanser tedavisinde
en ¢ok kullanilan yontem olan kemoterapi aktif olarak bdliinen ve biiyliyen hiicrelere etki
etmektedir. Kemoterapi kanser hiicresinin yanisira saglikli hiicreleri de etkilemektedir.
Kemoterapi bu saglikli hiicrelere zarar verdiginde yan etkiler meydana geli
r(Urruticoechea ve ark. 2010). Bu nedenle, kemoterapide kullanilan etken maddelerin yeni
hedeflenen ilag gelistirmedeki onemli gelismelere ve uyarlanmig klinik olarak yeni tedavi
yontemlerineihtiya¢ duyulmaktadir (Mohammad ve ark. 2015).

Apoptoz, homeostazin dengelenmesinde kalite kontrol gorevi goéren immiin
reaksiyonlarda veya hasar gormiis hiicrelerin yok edilmesinde savunma rolii oynamaktadir
(Fuchs ve Steller 2011, Liu ve ark. 2017). Apoptoz, hiicreler stres altindayken ortaya
cikar;normalde, otofaji apoptozdan 6nce gelir ve hiicre homeostazini korur. Apoptoz veya
diger programlanmis hiicre 6liimii tipleri, stres kritik bir siire boyunca uzadiginda veya
yogunluk esigini agtiginda aktive olur (Liu ve ark. 2017). Kanser Oncesi lezyonlar gibi
stresli kosullar altinda, DNA hasar1 kontrol noktasi yolunun aktivasyonu, kanserojen
ajanlarmi bloke etmek ic¢in apoptoz indiiksiyonu yoluyla potansiyel olarak zararli DNA
hasarli hiicrelerin uzaklastirilmasini saglamaktadir (Hassan ve ark. 2014). Kanserde,
hiicreler kontrolsiiz ¢ogalmaya yol agan apoptoza bagli 6liime maruz kalma yeteneklerini
kaybederler. Kanser hiicrelerinin siklikla apoptotik kaskadin aktivasyonuna direnmede
onemli rol oynayan bir¢ok proteini asir1 eksprese ettigi bulunmustur. Birka¢ mekanizma,
antiapoptotik genlerin asir1 ifadesi ile hiicrelerin programlanmis hiicre o6liimiinden

ka¢masina saglamaktadir (Mohammad ve ark. 2015).
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Sekil 2.8. Her iki cinsiyette 0-74 yas araligindaki tahmini kanser ¢esitlerininmortalite ve insidans verileri
(GLOBOCAN 2018 kanser verileri)

2.2.4.1. Akciger Kanseri ve Apoptoz

Akciger kanseri, diinya ¢apinda en sik rastlanan malign kanser tiiriidiir (Rivera ve
Wakelee 2016). Her yil yaklasik olarak 1.8 milyon kisiye akciger kanseri teshisi konmakta
ve hastaligin 1.6 milyonu 6liimle sonuglanmaktadir (Ferlay ve ark. 2015, Hirsch ve ark.
2017). Akciger kanseri histolojik olarak siniflandirildiginda kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanseri (NSCLC: non-small-cell lung cancer) ve kii¢lik hiicreli (SCLC: small-cell lung
cancer) akciger kanseri olmak {iizereiki tiire ayrilmaktadir (Liu ve ark. 2017). Insidans ve
6liim oranlaria bakildiginda akciger kanseri tiim diinyada kanser tiirleri arasinda ilk sirada
yer almaktadir ve bu oranlar her yil artma egilimindedir (Sekil 2.9). Akciger kanserinde

son 5 yilda sagkalim orani ortaya konuldugunda bu oran sadece %16'dir. Bu nedenle
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akciger kanserinin etiyolojisi, dnlenmesi, teshisi ve tedavisi lizerine yapilan arastirmalar
onemlilik arz etmektedir (Li ve ark. 2018). Akciger kanseri, diinya ¢apinda kanser
insidans1 ve mortalitesinin 6nde gelen nedeni olmaya devam etmektedir (Zugazagoitia ve
ark. 2016).

Apoptoz normal olmayan, kontrolsiiz biiyiiyen ve DNA hasar1 bulunan hiicreleri
ortadan kaldirmaya yonelik bir mekanizmadir. Ancak bu mekanizma kanser hiicrelerinde
goriilen mutasyonlar sebebiyle devre disi birakilmistir (Fernald ve Kurokawa 2013).
Kanser hiicreleleri boylelikle kendilerini koruma altina alip sagkalimlarini saglayarak
proliferasyonlarina devam ederler. Akciger kanseri malign timor olmasi sebebiyle
proliferasyonu diger kanser tiirlerine kiyasla daha hizli olmaktadir. Oliim orani en yiiksek
olan akciger kanserinin proliferasyonun Onlenmesi ve mekanizmasinin anlasilmasi
amaciyla yapilan ¢aligmalar akciger hastaliginin 6nlenmesinde ve tedavisinde biiyiik 6nem

arz etmektedir (Sethi ve ark. 1999).

Akciger Kanseri
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Sekil 2.9. 2018'de Akciger Kanserinin Bolgesel Spesifik Gelisimine iliskin Cinsiyete ve Yasa Gore
Standartlastirilmis Oranlari (GLOBOCAN 2018, Bray ve ark. 2018)
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3.1. Cihazlar

3. GEREC veYONTEM

Calismada kullanilan cihazlar asagidaki cizelge 3.1'de verilmistir.

Cizelge 3.1.Calismada kullanilan cihazlar

Cihazin Ad1
(Laboratuvar, Arag, Makine-
Techizat vb.)

Cihazin Markasi

Mevcut Oldugu
Kurum/Kurulus

Cahismada Kullanim
Amaci

Biyogiivenlik kabini (sif 2)

Thermo, HeraSafe KS
Class 11

Mustafa Kemal Universitesi
Tibbi Biyoloji AD

Hiicre kiiltiirii ve steril
ortam gerektiren
deneysel ¢aligsmalarin

yapilmasi
CO, inkiibatrii NuAire NU-5830 Mustafa Kemal Universitesi Hiicre Kiiltiirii
2 Tibbi Biyoloji AD Uygulamalari
Hiicre kiiltiirlerinin,
. (Nikon, TS100) Mustafa Kemal Universitesi biiylime ve
Faz-kontrast 151k mikroskobu Tibbi Biyoloji AD kontaminasyon

acisindan gozlenmesi

Isik mikroskobu

(Nikon, Eclipse E200-
Novel,N-120)

Mustafa Kemal Universitesi
Tibbi Biyoloji AD

Hiicre sayimi1
uygulamalari

Mustafa Kemal Universitesi

Hiicre supernatanlarinin

Derin dondurucu (-80 C°) Wisd B Tibbi Biyoloji AD ve diger. biyolojik
numunelerin saklanmasi
Derin dondurucu (+4 C°,-20 Mustafa Kemal Universitesi Sarf malzemelerin
C°) Bosh Tibbi Biyoloji AD saklanmasi
Mikro santrifii . Mustafa Kemal U?iversitesi Omekl;rin santrifij
Hettich sogutuculu Tibbi Biyoloji AD islemi

Santrifiyj

Hettich sogutuculu

Mustafa Kemal Universitesi

Hiicre dizilerinin
hazirlanmasi ve diger

Tibbi Biyoloji AD orneklerin santrifiij
islemi
Vortex Karistirict Mustafa Kelr}al U.rlliversitesi Numunelerin
IsoLab Dragon Tibbi Biyoloji AD karistirilmasi
Spin Mustafa Kelr}al U.rlliversitesi Numunelerin bir araya
Tibbi Biyoloji AD toplanmasi
Deneyde kullanilacak

Hassas terazi

OHAUS, Pioneer
PA214C

Mustafa Kemal Universitesi
Tibbi Biyoloji AD

kimyasallarin ve
propolisin tartilmasi

Spekirofotometre Thermo Scientific, Mustafa Kemal Universitesi MTT Analizinin
p Multiscan GO Tibbi Biyoloji AD yapilmasi
Heidolph, Hei-VAP Mustafa Kemal Universitesi Propolisin hiicre
Evaporator P, kiiltiriinde kullanima

Advantage

Organik Kimya AD

hazir hale getirilmesi

Thermal Cycler

Mustafa Kemal Universitesi

cDNA Temini

Biorad, T100 Tibbi Biyoloji AD
. . Mustafa Kemal Universitesi Gen ekspresyon
Q Real Time PCR cihaz Qiagen Rotor-Gene Tibbi Biyoloji AD analizleri
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3.2.Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar asagidakigizelge 3.2'de verilmistir.

Cizelge 3.2.Calismada kullanilan kimyasallar

Kimyasalin Ad1 Kimyasalin Markasi Calismada Kullanim Amaci
Dulbecco's Modified Eagle's Gibco Hiicrelerin  biiylimesini saglayacak
Medium (1X) (DMEM) ortam olmast
Fetal Calf Serum (FCS) Gibco Hiicrelerin bilyiimesini saglayacak

proteinleri barindirmasi
Hank's Balanced Salt Solution (1X) Gibco Hiicreleri yikama soliisyonu
(HBSS)
Trypsin/EDTA (1X) Gibco Hiicreleri  bulunduklari  ortamdan
bagka bir ortama kaldirmak
Penicilin (10.000 Units/ml)/ Gibco Hiicreyi  olusabilecek  herhangi
Streptomycin (10.000 pl/ml) mikroorganizmadan korumak
3-(4,5-dimetylhiazol-2-yl)-2,5 - Sigma Hiicre canliligini belirlemeyi
diphenyltetrazolium bromide (MTT) saglayan belirteg
Dimethyl Sulphoxide (DMSO) Sigma Propolisi ~ ¢ozdiirmek ve MTT

analizleri

3.3. Hiicre Kiiltiirii

Deneylerde A549 hiicre hatti kullanildi (A549 hiicre hatt1 Mustafa Kemal
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda mevcuttur). A549 hiicre hatt,

kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri olarak da isimlendirilen insan alveolar bazal

epitelyum hiicresi kaynakli bir hiicre hattidir (Sekil 3.1). A549 hiicreleri %10 fetal sigir

serumu (FCS), 2 mM L-glutamin ve %]1 penisilin/streptomisin i¢ceren Dulbeco Modifiye

Edilmis ortamda (DMEM, Gibco, Invitrogen), 175 cm?1ik kiiltiir ‘flask'larinda %95 nem,

%S5 COz ve 37°C kosullarindaki etiivde kiiltiire edildi. Kiiltiir ortam1 haftada en az iki kez

degistirilerek ve hiicreler %70-80 konfuluense ulastiklarinda deneylerde kullanildi.
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Sekil 3.1. A549 hiicrelerinin 151k mikroskobu ile goriinimii

3.4. Propolis Dozlarinin Hazirlanmasi

Calismada kullamlacak propolis Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Zootekni Boliimii'nden temin edildi. Propolis 125, 62.5, 31.25, 15.625 ve 7.8125 pg/ml
dozlarda %1 oraninda DMSO (Dimethyl Sulfoxide,SIGMA) igeren serumsuz besiyeri
icerisinde hazirlanarak deneylerde kullanildi. Dimetil siilfoksitin %1 oranindaki
konsantrasyonununnonsitotoksik oldugunu ve yaptigimiz ¢alismay: etkilemedigi yapilan
MTT testi ile saptandi. Calismada kullanilan %1 oranindaki DMSO konsantrasyonu
hazirlanan 1000 pg/ml konsantrasyona sahip propolis dozunda bulunarak bu oran her dilue

oraninda yariya diismektedir.

125 pg/ml propolis dozu
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62.5 pug/ml propolis dozu

15.625 pg/ml propolis dozu

7.81 pg/ml propolis dozu

Sekil 3.2. Sirasiyla 125, 62.5, 31.25, 15.625 ve7.8125 pg/ml dozlarda propolis uygulanan A549
hiicrelerininigik mikroskobu ile goriiniimii
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3.4.1. Propolis Temini ve Kimyasal Kompozisyonlari

Hatay ilinden toplanan propolis ornekleri toz haline getirildi. 300 g toz propolis
tartildi. 300 g propolis %70 etanol/sugozeltisi ile ¢ozdiiriilerek %30 oraninda propolis
ekstraktt elde edildi. Elde edilen ektrakt iyice vortekslenerek homojen hale gelmesi
saglandi. Homojen hale gelen propolis ekstrakti hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilacak
forma gelmesi i¢in 50-55 °C' de dakika da 45 rpm hiza sahip buharlastiric1 da (evaporator)
36 saat siirekli olarak ¢alkaland1 ve icerisindeki alkoliin buharlagmasi saglandi (Mendonca

ve ark. 2015). Boylece propolis hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilacak forma getirildi.

Sekil 3.3. Evaporator (Heidolph, Hei-VAP Advantage)

Hatay boélgesinden toplanilan propolis drnekleri Yildirim ve ark. tarafindan etanol
icerisinde c¢ozdiirilerek HPLC-DAD yontemi ile 1.2 mL/dakika akis hizinda analiz
edilerek igerigi bildirilmistir (Yildirim ve ark. 2016). HPLC-DAD yéntemi, ugucu olmayan

bilesiklerin analizinde tercih edilen yontemdir.
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Cizelge 3.3. Propolisin icerdigi bilesenlerin miktar1 (Yildirim ve ark. 2016)

Fenolik bilesikler Icerik %(ng/g)
Gallik Asit 8.5
Protocatechuic Asit 42.5
(+)-Catechin 80.7
Kafeik Asit 5756.8
Siringa Asidi 84.7
Epigalokatecin 200.8
P-Kumarik Asit 1207.3
Trans Ferulik Asit 1792.9
Benzoik Asit 3588.9
M-Kumarik Asit 352
Trans izoferulik Asit 3391.9
Viteksin Belirlenmemis
Ellagik Asit Belirlenmemis
Rutin Belirlenmemis
Metil Siringa Belirlenmemis
Naringin Belirlenmemis
3-4 Dimetoksisinamik Asit 6646.0
Quercetin Belirlenmemis
Mirisetin 538.3
Rosmarinik Asit Belirlenmemis
Trans-Sinamik Asit 2665.7
Daidzein 462.8
Luteolin 2164.4
Pinobanksin 6043.5
(£)-Naringenin 563.6
Apigenin 3270.9
Kaempherol 2767.6
Isorhamnetin Belirlenmemisg
Chrysin 22480.0
Pinocembrin 8265.1
Galangin 28772.8
Caffeic Acid Phenethyl Ester 20072.9
Emodin Belirlenmemis
Trans-Chalcon Belirlenmemisg

3.5. Hiicre Canliiginin Degerlendirilmesi (MTT)
Propolisin hiicrelerin canlilig1 tizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in tetrazolium

tuzu 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide'un (MTT) testi yapildi.

MTT testinin sonucunda c¢alismamizda kullanilacak doz belirlendi. Bu yontem MTT
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soliisyonu ile inkiibe edilen hiicrelerde meydana gelen renk degisiminin kolorimetrik
olarak belirlenmesi prensibine dayanmaktadir. Hiicrelerin canlilig1 tetrazolium tuzu 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide'un (MTT) bir ¢6zlinmez formazan
boyasina metabolik aktivitenin bir gostergesi olan mitokondriyal enzimler tarafindan
indirgenmesi esasina dayanan, bu sekilde canli hiicre sayisini belirlememizi saglayan bir
yontemdir. MTT testi igin hiicreler, 24 kuyucuklu 'plate'lere %10 FBS ve %l
penisilin/streptomisin igeren DMEM besiyeri ortaminda ml'sinde 1x10° hiicre olacak
sekilde ekimi yapildi ve %95 nem, %5 CO: ve 37°C saglayan inkiibator kosullarinda
inkiibe edildi. Hiicreler kiiltiir kaplarinin yiizeyini %70-80 oraninda kapladiktan sonra,
hiicrelerin lizerine %10 FBS iceren vasatin yerine serumsuz vasat eklenerek 24 saat siireyle
%5 CO2 ve 37°C saglayan inkiibatdr kosullarinda inkiibe edildi. Hiicreler 24 saatin
sonunda 125, 62,5, 31,25, 15,625, 7,8125ug/ml Propolis ile 24 saat siircyle muamele
edildi. 24 saatin sonunda MTT protokolii uygulandi;

Gerekli olan her 1 ml i¢gin 1 mg MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide) (Sigma-Aldrich, USA) birlesigi tartildi ve MTT soliisyonu
hazirlanarak sonikatérde 2-3 dk birakildi. 24 kuyucuklu 'plate'deki mevcut sivi ortam
vakumlanarak her bir kuyuya 500 pul MTT soliisyonu eklendi. Hiicreler 1 saat % 5 CO> ve
37 °C'de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi bitiginde plate icindeki MTT soliisyonu
dokildi. Her bir kuyuya 0,5 ml dimethyl sulphoxide (DMSO) eklendi ve 3-5 dk oda
sicakliginda bekletildi. Her kuyucuktan 2 tekrarli olacak sekilde 96 kuyucuklu “plate’ e 100
ul eklendi. Renkteki degisim spektrofotometre ile 590 nm'de 670 nm referans dalga
boyunda absorbans &lgiimleri yapildi. Olgiimler sonucunda %canlilik ve %inhibisyon

oranlar1 belirlendi. Tiim deneyler 3 set olarak ¢alisildi.

Asagidaki formiiller kullanilarak %canlilik ve %inhibisyon oranlar1 belirlendi.
e Hiicrenin %canlilik orani=(100xUygulanan propolis dozun optik dansitesi)/Kontrol
grubun optik dansitesi

e Hiicre canliliginin %inhibisyonu=100-(%canlilik orani)

MTT sonuglar1 sonrasinda hiicre oliimiinii tetikleyen ilk doz (15.625 pg/ml)
propolisin antikanserojen etkisinin incelenmesinde apopitoz mekanizmalarini arastirmak

i¢in se¢ilmistir.
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Sekil 3.4. Spektrofotometre (Thermo Scientific,GO)

3.6. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu icin hiicreler 6 kuyucuklu ‘plate'lere %10 FBS ve %l
penisilin/streptomisin igeren DMEM besiyeri ortaminda ml'sinde 1x10° hiicre olacak
sekilde ekimi yapildi ve %95 nem, %5 CO: ve 37°C saglayan inkiibator kosullarinda
inkiibe edildi. Hiicreler kiiltiir kaplarinin yiizeyini %70-80 konfuluense ulastiktan sonra,
hiicrelerin {izerine %10 FBS igeren ortamin yerine serumsuz vasat eklenerek 24 saat
stireyle %5 CO2 ve 37°C inkiibe edildi. 24 saat sonra hiicreler 15,625 pg/ml dozdaki
propolis ile muamele edildi. 24 saatlik inkiibasyondan sonra asagidaki protokol

uygulanarak RNA izolasyonu yapildi.

1. Hiicreler tripsin yardimiyla kaldirildi ve kalkan hiicreler platede kalmamasina
dikkat edilerek falkon tiipe toplandi ve 250 g 23°C'de 5 dk santrifiijlendi. Santifiij
sonunda s1v1 kisim vakumlanarak her 6rnege 1 ml PBS eklendi ve 5 dk 250 g ‘de
santrifiijlenerek besiyerinin iyice uzaklagmasi saglandi. Santrifiij sonunda PBS
uzaklagtirildi. Sonrasinda RNeasy Mini Kit ile iiretici firmanin protokoliine uygun
olarak RNA izolasyonu yapildi (Thermo Scientific, GeneJet RNA Purification Kit,
Lithunia, Lot: 00720496).
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2. Hiicrelere 600 pl B-mercaptoethanol ilave edilmis Lizis Buffer eklenerek 5-10 defa
pipetaj yapildi.

3. 360 pL etanol (%96-100) eklendi ve pipetleyerek 6rnek karistirildi.

4. Toplama tiipline yerlestirilmis olan GeneJET RNA saflastirma kolonuna 700 pL
lisat aktarilirak ornekler +4 °C'de >12000 x g'de 1 dakika santrifiijlendi. Alt faz
atild1 ve spin kolonu tekrar toplama tiipiine yerlestirildi.

5. GeneJET RNA saflastirma kolonuna 700 pL. Wash Buffer 1 (etanol ile
desteklenmis) eklendi ve +4 °C'de >12000 x g'de 1 dakika santrifiijlendi. Alt faz
atild1 ve aritma kolonunu tekrar toplama tiipiine yerlestirildi.

6. GeneJET RNA saflastirma kolonuna 600 pL Wash Buffer 2 (etanol ile
desteklenmis) eklenerek +4 °C'de >12000 x g'de 1 dakika santrifiijlendi. Alt faz
atild1 ve aritma kolonu tekrar toplama tiipiine yerlestirildi.

7. GeneJET RNA saflastirma kolonuna 250 ul Wash Buffer 2 ilave edildi ve >12000
x g'de 2 dakika santrifiijlendi. Alt faz ¢ozeltisini igeren toplama tiipli atildi ve
GeneJET RNA saflastirma kolonu steril bir 1.5 mL RNaz i¢ermeyen mikrosantrifiij
tiiptine alindi.

8. GenelJET RNA saflastirma kolon membraninin merkezine, niikleaz free water dan
50 pL eklenerek ornekler oda sicakliginda 2-3 dk inkiibe edildi. RNA'y1 elute
etmek icin Ornekler +4 C'de >12000 x g'de 1 dakika santrifiijlendi. Santrifiij
sonunda ornekler soguk rage alinarak bundan sonraki islemler uygulandi.
Multiskan Go cihazi ile elde edilen RNA'larin kalite ve konsantrasyonlari

belirlendi.Elde edilen RNA'lar 0.2 pg/ul olacak sekilde diliie edildi ve cDNA sentezi i¢in
kullanildi. Kalan stok RNA'lar ise -80°C' de saklandi.

3.7. cDNA Sentezi

Elde edilen RNA'lar 0.2 pg/pl olacak sekilde diliie edilcrek cDNA sentez kiti (High

Capacity cDNA, Reverse Treanscription Kit, Applied Biosystems by Thermo Fisher

Scientific, Lithuania, Lot: 00709629) kullanilarak cDNA sentezi ger¢eklestirildi. cDNA

sentezinde kullanilan bilesenler ve miktarlari ¢izelge 3.4."teki gibidir.
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Cizelge 3.4.cDNA sentezinde kullanilan bilesenler ve miktarlari.

Bilesen Miktar
10X RT Buffer 2 ul
25X dNTP 0.8 ul
10X RT Random Primer 2ul
Reverse Transcriptase 1 ul
Nuclease-Free Water 4.2 ul

Kit bilesenleri buz tlizerinde ¢ozdiriildi ve belirtilen oranlardaki bilesenler
eklerenek ¢cDNA sentez karisimi hazirlandi. Her bir 6rnek tiipiine 10 pL 2X RT mix
karigimindan eklendi. Daha sonra her bir 6rnek tiiptine 10 pL. dilue RNA 6rnegi eklenerek
pipetaj yapildi. Tiipler kisa siireli vortekslenip ardindan spin yapilarak Thermal Cycler
(T100,BIO-RAD) cihazina yerlestirildi ve reverse transkripsiyon islemi gergeklestirildi.

Cizelge 3.5.Thermal Cycler (T100,BIO-RAD) cihazi ¢alisma programu.

Sicakhik Siire
25°C 10 Dk

37 °C 120 Dk (2 Sa)
85°C 5 Dk
4°C ~

Elde edilen cDNA ornekleri tizerine 90 pl Nuclease-free su eklenerek diliie edildi

ve toplam 110 pl olan cDNA'lar -20°C'de saklandi.
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Sekil 3.5. Thermal Cycler (T100,BIO-RAD)

3.8. Real Time PCR Analizi

QIAGEN Rotor-Gene Q, Germany cihaz1 kullanilarak Kaspaz 3 (Fw: 5'-
CTTCTACAACGATCCCCTCTG-3', Rw: 5-TGTGCTTCTGAGCCATGGGTG-3'),
Kaspaz 8 (Fw: 5'-AGGGCTCAATTTCTGCCTAC-3', Rw: 5'-
GGCACTGGCTGTTTGCTT-3"), Kaspaz 9 (Fw: 5'-GTCACAAGACCTTGACACCCG-
3", Rw: 5'-ACCAGGTGGTCTAGGGGTTT-3"), Bcl-2 (QuantiTect Primer Assay Cat No:
QT00025011, Lot No: 286236904), p21 (Fw: 5-CCGAAGTCAGTTCCTTGTGG-3',
Rw:5'-AGTACGGCCAGAGGTGTACG-3"), Bax (QuantiTect Primer Assay Cat No:
QTO00031192, Lot No: 286236902) ve Bid (QuantiTect Primer Assay Cat No:
QT00077833, Lot No: 286236903) genleri ve ‘ev' (housekeeping) geni B-aktin (Fw: 5'-
TCAACACCCCAGCCATGTA-3', Rw: 5-AGTACGGCCAGAGGTGTACG-3") (RT?
gPCR Primer Assay QIAGEN, USA) genlerinin gen transkripsiyon diizeyleri Rotor
Genecihazi kullanilarak (QIAGEN Rotor-Gene Q, Germany)‘real time' PCR (qQRT-PCR)
yontemiyle belirlendi. QRT-PCR verileri ACt (comparative threshold) yontemiyle analiz
edildi ve muamele grubunun kat degisimleri (fold change)  kontrol grubuyla
karsilastirilarak hesaplandi (W Pfaff 1997). B-aktin, apoptoz markerlarinin ekspresyon

seyilerinin normalizasyonunda house keeping geni olarak kullanilmistir. Tiim deneyler 3
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set olarak c¢aligildi.

Reaksiyon toplamda her Ornek icin 25 pl olacak sekilde olacak sekilde
hazirlanarakQIAGEN Rotor-Gene Q cihazinda gergeklestirildi.

Cizelge 3.6. qRT-PCR reaksiyon karisim bilesen ve miktarlari.

Bilesen Miktar
Primer (10 uM stok) (QIAGEN, USA) 2 ul
qRT-PCR mixi (Power SYBR Green Pcr Master Mix, Applied Biosystems) 12.5 pl
cDNA Sul
Nuclease free water 5.5ul

Cizelge 3.7. qRT-PCR reaksiyon kosullar1

Asama Sicakhik Siire Dongii
UDG pre-treatment 50 °C 2 Dk 1 Dongii
Initial denaturation 95°C 10 Dk 1 Dongii
Denaturation 95°C 15 Sn 40 Dongii
Anneling and extention 60 °C 1 Dk 40 Dongii

*UDG: Uracil-DNA glycosylase

Sekil 3.6. QIAGEN Rotor-Gene Q Cihazi
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3.9. istatistiksel Analizler

Calismanin MTT analiz sonuglarinin belirlenmesi i¢in GraphPad Prism Version
6.01 (GraphPad Software Inc., USA) programi kullanildi. Gruplar arasinda anlamli fark
bulunup bulunmadiginin saptanmasi icin One way anova analizi yapildi. Anlamliligin
hangi guruplar arasinda oldugunun belirlenmesinde ise Dunn's Multiple Comparison Test
kullanildi. Her test grubukontrol grubu ile karsilastirildi ve p<0,05'den kiiclik degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Sonuclar ortalama + standart sapma olarak ifade
edildi.

Gen ekspresyon verilerinin analizi RT? profiler PCR Array Data Analysis version
3.5 ile yapildi. B-aktin "housekeeping gen" olarak normalizasyonda kullanildi. Gen

ekspresyon degisimleri Fold change (kat degisimi) olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. DMSO'nun Hiicre Canhlhg Uzerine Etkisi

Deneyde propolisi ¢ozdiirmek i¢in kullanilacak olan DMSO'nun sitotoksik olmayan
dozunun belirlenmesi amaciyla MTT testi yapildi. DMSO'nun hiicre canliligina etkisi
MTT yontemiyle incelendiginde 24 saatlik siire sonunda DMSO'nun artan % oran ile
birlikte A549 hiicrelerinde hiicre canliliginin azaldig1 saptanmistir. Bu nedenle istatistiksel

olarak kontrol grubu hiicreleri ile arasinda anlamli bir fark bulunmayan %]1'lik DMSO

orani segilerek propolis ¢ozdiiriildii.
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Sekil 4.1. DMSO'nun A549 hiicre canlilig1 tizerine etkisi
(Istatistiksel anlamlilik *<0.05, **<0.01, ***<0.001 seklinde ifade edilmistir.)

Cizelge 4.1.%5-%1 DMSO oran araliklarinda % inhibisyon ve %canlilik oranlari

DMSO Orant % Canlilik Oranm %Inhibisyon
QoSH** 36,7043 63,2957
Yod*H* 29,9361 70,0639
Qo3 *** 51,31 48,69
%2 88,51735 11,48265
%1 91,22567 8,77433
Kontrol (0) 100 0

Istatistiksel anlamlilik *<0.05, **<0.01, ***<0.001 seklinde ifade edilmistir.

37




4.2. Propolisin (125 pg/ml-7,8125 pg/ml) Hiicre Canlihg: Uzerine Etkisi

AS549 kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hattinda propolisin 125 pug/ml
ve 7,8125 pg/ml konsantrasyon araliklarindaki dozlarmin hiicre canliligina etkisi MTT
yontemiyle incelendiginde 24 saatlik siire sonunda propolisin artan dozlari ile birlikte

A549 hiicrelerinde canlilifini azalttig1 saptanmastir.

Cizelge 4.2. 125 pg/ml-7.8125 pg/ml konsantrasyon araliklarinda 'optik dansite' nin ortalama+tstandart sapma
degerleri

Propolisin Konsantrasyonu Optik Dansite p Value
Ortalama + Standart Sapma

125 pg/ml 0,0362875 £ 0,004744

sk
62.5 ng/ml 0,294263 + 0,06499

seskesk
31.25 pg/ml 0,473575 + 0,1810

seskesk
15.625 pg/ml 0,594063 + 0,1822

%

7.8125 pg/ml 0,715650 + 0,02592
Kontrol (0) 0,745900 + 0,02862

Istatistiksel anlamlilik *¥<0.05, ¥*<0.01, **¥*<0.001 seklinde ifade edilmistir.
MTT testi ile elde ettigimiz verilerin optik dansite ortalamalarimin + standart sapma degerlerinin 1'i
geememesi tekrarlar arasindaki verilerin tutarli oldugunu gostermektedir.

Optik Dansite

Propolis (mg/ml)

Sekil 4.2. Propolisin 125 -7,8125ug/ml konsantrasyon araliklarinda A549 hiicre canlilig1 lizerine
etkisi(Istatistiksel anlamlilik *<0.05, *¥<0.01, ***<0.001 seklinde ifade edilmistir.

Propolisin 125 pg/ml ve 7.8125 pg/ml konsantrasyon araliklarindaki dozlarinin,

A549 hiicre canlilif1 lizerine etkilerine bakildiginda; 24 saatlik maruziyet siiresi sonunda,
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125 ve 15.625 pg/ml araligindakidozlarda hiicre canliligini anlamli bir sekilde baskiladigi

gbzlemlenirken, 7.8125 pg/ml doz da ise hiicre canliligini etkilemedigi gézlemlenmistir.

Cizelge 4.3. 125 pg/ml-7.8125 pg/ml konsantrasyon araliklarinda % inhibisyon ve %canlilik oranlar:

Propolisin % Canlilik Oram %Inhibisyon p Value
Konsantrasyonu

125 pg/ml*** 4,864930 95,13507 <0,001
62.5 pg/ml*** 39,45066 60,54934 <0,001
31.25 pg/ml*** 63,49041 36,50959 <0,001
15.625 pg/ml* 79,64372 20.35628 0,0337
7.8125 pg/ml 95,9445 4.0555 0,9730
Kontrol (0) 100 0 -

Istatistiksel anlamlilik *<0.05, **<0.01, **¥*<0.001 seklinde ifade edilmistir.
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Sekil 4.3. A549 hiicrelerinde Propolisin 125 pg/ml-7.8125 pg/ml konsantrasyon araliklarinda %
canhlik grafigi(istatistiksel anlamlilik *<0.05, **<0.01, ***<0.001 seklinde ifade edilmistir.)

MTT testi sonucunda elde ettigimiz verilere gore; 24 saatlik siire sonunda A549
kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hattinda 125, 62.5, 31.25 pg/ml
konsantrasyondaki propolis dozlarinda 9%95.13507, 60.54934, 36.50959 inhibisyon
oranlar ile hiicre canliligin1 anlamh bir sekilde baskilandigr gézlemlendi. Daha diisiik

konsantrasyona sahip olan 15.625 pg/ml konsantrasyona sahip propolis dozunda ise
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%20.35628 inhibisyon orani ile hiicre canliliginda anlaml bir degisiklik oldugu saptandi
(p<0,05). 7.8125 pg/ml'lik propolis dozunun A549 hiicre canliligini etkilemedigi
gozlemlendi. Elde ettigimiz bu veriler dogrultusunda hiicre 6liimiiniin ilk gergeklestigi doz
olan 15.625 pg/ml'lik propolis dozu A549 hiicrelerine 24 saatlik siire ile uygulanarak

apoptoz markerlariin degerlendirilmesi i¢in kullanildi.

4.3. Propolisin Apoptoz Mekanizmasinda Rol Alan Genlerin Ekspresyonu Uzerine
Etkileri

Propolisin A549 kanser hiicre hattindaki antikanserojen etkisini belirlemek
amactyla 15,625 pg/mlpropolis dozunun 24 saatlik muamelesi ile apoptotik markerlar

incelendi.

4.3.1. Propolisin Kaspaz 3 Geninin Ekspresyonu Uzerine Etkisi

A549 hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilagtirildiginda propolisin 15.625 pg/ml
dozunda 24. saatte kontrol grubuna kiyasla Kaspaz 3 geninin ekspresyon seviyesinin 2.9
kat arttigi gozlemlendi (p<0,001). Istatistiksel anlamlilik *<0.05, **<0.01, ***<0.001
seklinde ifade edilmistir.
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Propolis (15.625 gg/ml)

Sekil 4.4. Propolisin (15.625pug/ml) Kaspaz 3 geninin ekspresyonu iizerine etkisi
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4.3.2. Propolisin Kaspaz 8 Geninin Ekspresyonu Uzerine Etkisi

AS549 hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilagtirildiginda propolisin 15.625 ug/ml
dozunda 24. saatte Kaspaz 8 geninin ekspresyon seviyesinin 4.6 kat gozlemlendi

(p<0,001). Istatistiksel anlamlilik *<0.05, **<0.01, ***<0.001 seklinde ifade edilmistir.

Fold Change

Propolis (15.625 gg/ml)

Sekil 4.5. Propolisin (15.625ug/ml) Kaspaz 8 geninin ekspresyonu iizerine etkisi

4.3.3. Propolisin Kaspaz 9 Geninin Ekspresyonu Uzerine Etkisi

AS549 hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda propolisin 15.625 pg/ml
dozunda 24. saatte Kaspaz 9 geninin ekspresyon seviyesinin 14.6 kat arttig1 gézlemlendi

(p<0,001). Istatistiksel anlamlilik *<0.05, **<0.01, ***<0.001 seklindeifade edilmistir.
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Sekil 4.6. Propolisin (15.625pug/ml) Kaspaz 9 geninin ekspresyonu iizerine etkisi
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4.3.4. Propolisin p21 Geninin Ekspresyonu Uzerine Etkisi

A549 hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda propolisin 15.625 pg/ml
dozunda 24. saatte p21 geninin ekspresyon seviyesinin 8.4 kat arttigi gozlemlendi

(p<0,001). Istatistiksel anlamlilik *<0.05, **<0.01, ***<0.001 seklinde ifade edilmistir.
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Sekil 4.7. Propolisin (15.625ug/ml) p21 geninin ekspresyonu tizerine etkisi

4.3.5. Propolisin Bcl-2 Geninin Ekspresyonu Uzerine Etkisi

AS549 hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilagtirildiginda propolisin 15.625 pg/ml
dozunda 24. saatte Bcl-2 geninin ekspresyon seviyesinin 3 kat arttigi gdzlemlendi

(p<0,001). Istatistiksel anlamlilik *<0.05, **<0.01, ***<0.001 seklinde ifade edilmistir.
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Sekil 4.8. Propolisin (15.625pug/ml) Bel-2 geninin ekspresyonu iizerine etkisi

4.3.6. Propolisin Bax Geninin Ekspresyonu Uzerine Etkisi

A549 hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda propolisin 15.625 pg/ml
dozunda 24. saatte Bax geninin ekspresyon seviyesinin 2.3 kat arttifi gozlemlendi

(p<0,001). Istatistiksel anlamlilik *<0.05, **<0.01, ***<0.001 seklinde ifade edilmistir.
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Sekil 4.9. Propolisin (15.625pug/ml) Bax geninin ekspresyonu iizerine etkisi

4.3.7. Propolisin Bid Geninin Ekspresyonu Uzerine Etkisi

A549 hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilagtirildiginda propolisin 15.625 pg/ml

dozunda 24. saatte Bid geninin ekspresyon seviyesinin 2.2 kat arttigi gozlemlendi
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(p<0,001). Istatistiksel anlamlilik *<0.05, **<0.01, ***<0.001 seklinde ifade edilmistir.
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Sekil 4.10. Propolisin (15.625ng/ml) Bid geninin ekspresyonu iizerine etkisi

4.3.8. Propolisile Muamele EdilmisA549 Hiicrelerinde Apoptoz Genlerinin
Ekspresyon Seviyelerinin Karsilastirilmasi

A549 hiicrelerinde Propolisin 15.625 pg/ml dozunda 24. saatte Kaspaz 3, Kaspaz8, Kaspaz
9, p21, Bcl-2, Bid ve Bax genlerinin ekspresyon seviyelerinin anlamli bir sekilde arttig
goriildli. Bulgumularimiz neticesinde propolisin 15.625 pg/ml dozunun A549 hiicrelerini
24. saatlik muamelesi sonucunda propolisin etkisiyle proapoptotik markerlarin
seviyelerinin artarak hiicrelerin hem ekstrinsik yolak hem de intrinsik yolak araciligiyla

apopitoza tesvik ettigi belirlenmistir.
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Sekil 4.11. Propolisin (15.625 pg/ml) apoptoz mekanizmasinda rol alan genlerin ekspresyonu
iizerine etkisinin karsilagtiriimasi
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Sekil 4.12. Apoptoz mekanizmasinda rol alan genlerde kontrol grubu ve 15.625 pg/ml propolis
konsantrasyon dozunun ortalama Ct degerlerinin karsilastiriimasi
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Cizelge 4.4. Kontrol grubu ve 15.625 pg/ml propolis dozunun ortalama Ct+standart sapma degerleri

15.625 pg/ml propolis

Genler Kontrol Grubu konsantrasyonu
Ort Ct+Standart Sapma Ort Ct+Standart Sapma
B-aktin 16,02+0,230123 17,8+0,15426
Kaspaz 3 18,54+0,40777 18,75+0,39859
Kaspaz 8 30,61+0,630503 30,18+0,48357
Kaspaz 9 31,38+0,496369 29,3+0,77831
p21 18,18+0,529571 16,88+0,27019
Bid 17,86+0,907132 18,5+0,57499
Bax 15,72+0,517455 16,3+0,83279
Bcl-2 22,7340,559731

22,92+0,15456

Ortalama Ct degerlerindeki + standart sapma degerlerinin 1'i gegmemesi tekrarlar arasindaki tutarlilig

gostermektedir.
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5. TARTISMA

Caligmamizda, propolisin A549 hiicre hatt1 {lizerindeki sitotoksik ve apoptotik
etkilerini arastirirarak propolisin antikanserojen etkisinin belirlenmesi amaglanmistir.
Bubaglamda insan akciger adenokarsinom hiicresi olan A549 hiicreleri, propolis ile 24 saat
siireyle muamele edilerek propolisin apoptoz yolaklari iizerindeki etkileri arastirildi. Tlk
olarakc¢alisilacak propolis dozunun belirlenmesi amaciyla MTT testi yapildi ve sonrasinda
apoptotik yolakta rol alan Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9, Bid, Bax, Bcl-2 ve p21
genlerinin ekspresyon seviyeleri belirlendi.

Kanser hiicrede mutasyon sonucunda hiicre homeostazisinin bozularak hiicrenin
normal olmayan bi¢gimde ¢ogalmasidir (Ahmed ve ark. 2006). Kanser diinya genelinde en
yiiksek 6liim oranina sahip olan saglik sorunudur (Radogna ve ark. 2015). Akciger kanseri
ise diinya ¢apinda yaygin sekilde goriilen ve ¢ok diisiik hayatta kalma oranina sahip kanser
¢esididir (Tauchi-Nishi ve ark. 2014).Akciger kanserinin tedavisindeen ¢ok kullanilan
yontem kemoterapidir. Ancak kemoterapi aktif olarak boliinen ve biiyiiyen hiicrelere
sitotoksik etki gosterebilmektedir (Mohammad ve ark. 2015, Cho 2017). Akciger kanseri
icin glincel tedaviler yetersizdir ve bu nedenle yeni tedavi yontemleri arastirilmaktadir.
Son zamanlarda bu hastaligin tedavisinde bitkisel ilaglar etkin olarak kullanilmis ve yeni
tedavi yontem arayislarina gidilmistir (Frion-Herrera ve ark. 2015). Akciger kanser
tedavilerinin spesifikasyonlarindan biri, timor hiicrelerinde apoptoz indiiksiyonu ve hiicre
dongiisliniin durmasidir (Amini-Sarteshnizil ve ark. 2015).

Propolis, sahip oldugu farmakolojik etkiler sebebiyle, antik ¢aglardan itibaren
bircok medeniyet tarafindan pekcok hastaliga kars1 tedavi amagh alternatif bir ilag olarak
kullanilmistir (Zabaiou ve ark. 2017). Propolisin ve icerdigi 300'den fazla bileseninin
antimikrobiyal, antioksidan, antienflamatuar, antiproliferatif, etkilerinin yanisira
antikanserojen aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Banskota ve ark. 1998, Birt ve ark.
2001, Vukovic ve ark. 2018). Propolis bilesenlerinin, hiicre donglisiiniin durmasi ve
apoptozun indiiklenmesi, matriks metaloproteinazlarinin baskilanmasi, antianjiyogenez,
metastazin Onlenmesi ve kemoterapi ile indiiklenen yan etkilerin azaltilmasinda rol
oynadig bildirilmistir (Kakehashi ve ark. 2016).

Propolis ile akciger kanseri lizerine yapilan calismalar kisitli sayidadir. Bu nedenle
calismamizda antikanserojen, antiproliteratif ve antiapoptotik etkilere sahip oldugu

bildirilmis olan propolisin A549 hiicrelerinin iizerinde apoptotik etkisinin var olup
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olmadigi, var oldugu gozlemlenirse apoptozun hangi apoptotik yolak {iizerinden
diizenlendigi belirlenerek, propolisin antikanserojen etkisinin arastiritlmas: amaglanmaistir.

Daha 6nce propolis ile ilgili hiicre hatlariyla yapilanin vitro ¢alismalarda; Brezilya
yesil propolisinin A549 hiicrelerinin canliligini etkileyen muamele miktar1 69,17 + 11,28
png/ml olarak bulunmus ve artan propolis dozuyla birlikte 69,17 pg/ml'de %55 ve 11,28
png/ml'de %18 olan inhibisyon oranlari ile A549 hiicre canliliginin anlamli bir sekilde
azaldig bildirilmistir. Bunun yani sira aymi ¢alismada Brezilya yesil propolisinin 100
ug/ml'ye kadar ki dozlarinda saghkli vero hiicrelerinin canliligini etkilenmedigi
gozlemlenerek propolisin tiimor hiicreleri i¢in yiiksek bir segicilik sergiledigi bidirilmigtir
(Frion-Herrera ve ark. 2015). Propolisin etanolik ekstraktinin, insan mesane kanseri
hiicreleri (Mcf-7) tizerindeki etkin dozu 95 g/mL olarak belirlenmis (Begnini ve ark. 2014)
ve 81.40 g/ml konsantrasyona sahip propolis dozunun Hela hiicreleri iizerinde etken
oldugu bildirilmistir (Frozza ve ark. 2013). Hep-2 hiicre hattinda ise kirmiz1 propolisin
etken dozunun 74.60 g/mL olarak belirlenerek artan propolis dozuyla birlikte hiicrelerin
morfolojilerinin degistigi bildirilmistir (Dos Santos ve ark. 2019). Bizim ¢alismamizda ise
yukaridaki ¢aligmalarla uyumlu olarak propolisin artan doz ile birlikte sitotoksititesinin
degistigi gozlemlenmistir. MTT testi sonucunda elde ettigimiz verilere gore; 24 saatlik
siire sonunda A549 kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hattinda 125, 62.5, 31.25
pg/ml  konsantrasyona sahip propolis dozlarinda %95.13507, 60.54934, 36.50959
inhibisyon oranlar ile hiicre canliligin1 anlamli bir sekilde baskilandigi gézlemlenmistir
(Cizelge 4.3). Daha diisiik bir doz olan 15.625 pg/ml konsantrasyondaki propolis
muamelesinde ise %20.35628'lik bir inhibisyon orani saptanmis (p<0,05), ilk hiicre
Oliimiintin gorildiigii doz oldugu i¢in calismadaki uygulama dozu olarak sec¢ilmistir
(Cizelge 4.3). 7,8125ng/ml dozunda ise %4.055503 inhibisyon orani ve %95.9445 canlilik
oranlari ile hiicre canliliginda anlamli degisiklik olmadig1 saptanmistir (Cizelge 4.3).

Daha oOnce bildirilen bu sonuglar ile bizim sonuglarimiz arasindaki
konsantrasyonfarkliliginin, propolisin igeriginde bulunun biyoaktif bilesenlerinin elde
edildigi bolgenin fitocografik 6zelliklerine bagl olarak farklilik géstermesinden (Bhargava
ve ark. 2018) ve propolisin uyguladigimiz formundan kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Farkli hiicre hatlarininda farkli 6zelliklere sahip olmasi yine uygulanan

propolis konsantrasyonlarini etkilemektedir.
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Elde ettigimiz veriler dogrultusunda ¢alismamizin ikinci bolimii olan apoptozun
saptanmasinda kullanilacak olan uygun doz 15.625 pg/ml segilerek 24 saatlik muamele
siiresiyle calismalar devam ettirilmistir. 31.25 pg/ml ve tizerindeki dozlarda hiicre canliligi
tizerinde sitotoksik etkiler gozlemlendigi icin bu dozlar ¢alismada kullanilmadi (Cizelge
4.3). Hiicre 6limiiniin ilk gergeklestigi doz olan 15.625 pg/ml'lik propolis dozu A549
hiicrelerine 24 saatlik siire ile uygulanarak gen ekspresyon seviyelerinin belirlenmesiyle
apoptoz degerlendirilmistir.

Apoptoz genlerinin gen ekspresyonu yontemi ile elde ettigimiz verilerimize
gore;A549 hiicrelerinde 15.625 pg/ml konsantrasyona sahip propolis dozunun 24 saatlik
sire sonunda Kaspaz 3 geninin ekspresyon seviyesini 2.9 kat, Kaspaz 8 geninin
ekspresyon seviyesini 4.6 kat, Kaspaz 9 geninin ekspresyonunu ise 14.6 kat, p21 geninin
ekspresyon seviyesinin 8.4 kat, Bid geninin ekspresyon seviyesinin 2.2 kat, Bax geninin
ekspresyon seviyesinin 2.3 kat ve Bcl-2 geninin eskpresyon seviyesinin ise 3 kat arttirdigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.11). Bu sonuglar, intrinsik yolakta rol alan Kaspaz 9'un artisini,
ekstrinsik yolaktarol alan Kaspaz 8'in, Bid'in ve Bax'in artisini tetikleyerek propolisin
intrinsik yolak ve ekstrinsik yolak araciligiyla A549 hiicre hattinda apoptoza neden olarak
antikanserojen aktivite gosterdigini diistindiirmektedir (Sekil 4.11).

Sawicka ve akadaslarmin insan 16semi HL-60 hiicrelerinde yaptigi calismada
propolis konsantrasyonuna bagli bir sekilde Kaspaz 3'lin aktive edilmesiyle propolisin
apoptozu indiikledigi bildirilmistir (Sawicka ve ark. 2012). Brezilya dayapilan propolisin
A549 hiicrelerinde apopitotik etkisinin incelendigi calismada ise Kaspaz 3 geninin
ekspresyon seviyesinin degismedigi bildirilmistir (Frion-Herrera ve ark. 2015). Bizim
calismamizda da Sawicka ve arkadaslarinin bildirmis oldugu sonug¢ ile uyumlu olarak
Kaspaz 3 geninin gen ekspresyon seviyesi 2.9 kat artmustir (Sekil 4.4). Kaspaz 3 geni hem
intrinsik hem de ekstrinsik yolakta yer alan efektdr kaspazdir. Dolayisiyla Kaspaz 3
geninin  artmast bize propolisin  A549 hiicrelerini  apopitoza tesvik ettigini
diistindiirmektedir.

Tiirk propolisinin insan meme karsinomu hiicre hattinda (Mcf-7) kaspazlarin
aktivasyonunun incelendigi calismada Kaspaz 8 ve Kaspaz 9 genlerinin aktivasyonuyla
hiicrelerin intrinsik ve ekstrinsik yolak araciligiyla apoptoza siiriiklendigi bildirilmistir
(Vatansever ve ark. 2010). Szliszka ve arkadaslarinin yaptigi calismayla propolisin

antikanserojen etkisinin, kanser hiicrelerinde hem intrinsik hem de ekstrinsik yolag: aktive

49



ederek apoptozu baslatma kabiliyeti oldugu bilidirilmistir (Szliszka ve ark. 2009). Bizim
yapmis oldugumuz mevcut ¢alismada da benzer sekilde, 15.625 pg/ml propolis dozunun
etkisiyle Kaspaz 8 ve Kaspaz 9'un gen ekspresyon seviyesinin artmasi, A549 hiicrelerinde,
intrinsik ve ekstrinsik yolaklarin her ikisinin kullanilmasiyla, apopitozu indiiklemistir
(Sekil 4.5, Sekil 4.6).

Sarteshnizi ve arkadaslarinin iran propolisi ile yapmis olduklar1 bir calismada,
AGS (gastrik kanser) hiicre hatti {izerinde etanolik propolis ekstraktinin antikanserojen
aktivitesi arastirllmis ve propolisin siklin bagimli kinaz (CDK) inhibitérii olan p21'in
seviyesini arttirarak, hiicre aktivitesinin durdurulmasini tesvik ettigi bildirilmistir
(Sarteshnizi ve ark. 2015). Ayni calismada p21'in uyarilmasi ile ilgili olarak, p21'in hiicre
dongiisiinii durdurmasi sonucunda olusan DNA hasariin giderilerekhiicre dongiisiiniin
devam edildigi ya da DNA hasarinin onarilamayarak hiicrenin apoptoza siiriikklenecegi
bildirilmektedir (Dutto ve ark. 2015). Bizim ¢alismamizda propolisin 15.625 pg/ml dozu
A549 hiicrelerinde p21'in ekspresyonunu 8.4 kat arttig1 saptanmistir (Sekil 4.7).

Misir propolisinin PC3 prostat kanser hiicreleri tizerindeki aktivitesinin incelendigi
calismada propolisin etkisiyle Bax geninin ekspresyon seviyesininin artan propolis dozuyla
iligkili olarak arttigi bildirilmistir (Salim ve ark. 2015). Brezilya'da yapilan bir ¢aligmada
da propolisin A549 hiicrelerinde Bax geninin ekspresyon seviyesini arttirdigl ve hiicreleri
intrinsik yolak tizerinden apopitoza stiriikledigi bildirilmistir (Frion-Herrera ve ark. 2015).
Insan 16semi HL-60 hiicre hattinda propolisin apopitotik etkisinin incelendigi bir calismada
propolisin etkisiyle Bax geninin up regililasyonuyla hiicreleri apopitoza tesvik ettigi
bildirilmistir (Chen ve ark. 2001). Bu ¢alismalarla uyumlu olarak biz de mevcut ¢alismada
Bax geninin ekspresyon seviyesinde 2.3 katlik bir artis saptayarak apopitozun indiiklendigi
yoniinde veriler elde ettik (Sekil 4.9). Ancak calismamizda ayni zamanda Kaspaz 8
artisininda goriilmesi, bu ¢aligmadan farkli olarak apopitozun hem intrinsik hem ekstrinsik
yolak iizerinden indiiklendigini diisiindiirmektedir.

Yahima ve arkadaslarinin Brezilya yesil propolisinin A549 hiicrelerinde mitokondri
aracilt yolak yoluyla apoptozu baglattigin1 inceledikleri ¢aligmalarinda Brezilya
propolisinin proapoptotik Bax seviyesini yiikselttigini ancak antiapoptotik Bcl-2 seviyesini
degistirmedigini bildirmislerdir (Frion-Herrera ve ark. 2015). Bcl-2'nin asir1 ekspresyonu
genellikle pek cok kanserle ve bununla birlikte kemoterapiye direnci ile iligkili oldugu

bildirilmektedir ancak, alveoler epitel hiicrelerinde diisiik seviyelerde eksprese edildigi

50



yapilan calisma ile bildirilmistir (Lu ve ark. 1996, Bojes ve ark. 1998). Muneo ve
arkadaglar1 ise insan 16semik U937 hiicreleriiizerinde propolisin konsantrasyonuna bagl
olarak Bcl-2 geninin down regiilasyonuyla apopitozun inhibisyonuna neden oldugunu
bildirilmislerdir (Motomuraa ve ark. 2008). Propolisin antikanserojen etkisini
arastirdigimiz calismamizda yukaridaki caligsmalardan farkli olarak, sasirtict bir sekilde
Bcl-2 geninin ekspresyon seviyesi 3 kat artmistir (Sekil 4.8).

Begnini ve arkadaslarinin Brezilya kirmizi propolisi (BRP) ile prostat kanseri 5637
hiicre hattinda yaptiklar1 c¢alismada hem Bax hem de Bcl-2 genlerininekspresyon
seviyelerinin arttigin1 ve bu durumun da Bax ve Bcl-2'nin BRP'nin sitotoksik etkileri ile
iligkili olarak apopitotik olusumunda yer alabilecegini diislindiirdiigii sonucuna vardiklarini
bildirmislerdir (Begnini ve ark. 2014). Biz de calismamizda Begnini ve arkadaslarinin
yaptig1 calismayla uyumlu olarak propolisin etkisiyle Bcl-2 ve Bax genlerinin arttigini
saptadik (Sekil 4.8, Sekil 4.9). Apopitoza direngli oldugu bilinen adenokarsinomik insan
alveol epitel hiicresi olan A549'un Bcl-2 gen ekspresyonunu arttirarak apopitoz direnci
gostermeye calistigini, ancak Ote yandan proapoptotik genlerin ekspresyon seviyelerinin
artist ile galip gelen tarafin apopitoz oldugu diisiinmekteyiz.

Yapilan literatiir arastirmalari ve calismamizdan elde edilen
verilerisigindaapoptotik dolayisiyla antikanserojenik etkilere sahip olan propolisin,
ylizyilin en 6nemli saglik sorunlarinin basinda gelen kanser tedavisinde, diger birgok
alanda oldugu gibi umut vaat eden bir teropatik ajan oldugu sonucuna varilmaktadir.

Caligmamizda; apoptotik hiicrelerin ve gen flriinii olan protein diizeylerinin
gosterilememesi temel kisithiliklar olarak siralanabilir. Ileriki c¢alismalarda, daha ileri
yontemlerle apoptotik hiicrelerin tespit edilmesi ve gen iirlinlerinin Western Blot gibi
yontemlerle gosterilmesi planlanmaktadir. Ayrica deney hayvanlar ile yapilacak in vivo
caligmalarin eklenmesiyle propolisin terdpatik etkilerinin daha iyi anlasilabilecegini

diistinmekteyiz.
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6. SONUC

Propolisin, A549 hiicreleri iizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkilerini

arastirdigimiz bu calismada; 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125 pg/ml propolis dozlari

kullanildi. MTT testi ile farkli propolis dozlarinin hiicre canliligina etkisi saptandi.

Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9, Bcl-2, Bid, Bax ve p21 genlerinin ekspresyon diizeyleri

incelendi.

1.

Propolisin 0-7.8125 pg/ml doz araliginda sitotoksik olmadigi ve propolisin
15.625-125 pg/ml doz araliginda sitotoksik oldugu tespit edildi.

15.625 pg/ml'nin hiicre 6liimiiniin goriildiigii en diisiikk doz oldugu saptandi.

AS549 hiicrelerinde 15.625 pg/ml propolis muamelesi, intrinsik yolakta yer alan
proapoptotik Kaspaz 3, Kaspaz 9 ve Baxgenlerinin ekspresyon seviyelerini

sirastyla 2.9 kat, 14.6 kat ve 2.3 kat arttirmistir.

AS549 hiicrelerinde 15.625 pg/ml propolis muamelesi, ekstrinsik yolakta yer
alan proapoptotik Kaspaz 8ve Bid genlerinin ekspresyon seviyelerini sirasiyla

4.6 kat ve 2.2 kat arttirmistir.

. A549 hiicrelerinde 15.625 pg/ml propolis muamelesi ile CDK inhibitdrii olan

p21 genininekspresyonu 8.4 kat artmistir.

A549 hiicrelerinde 15.625 ng/ml propolis muamelesi ile antiapoptotik Bcl-2

geninin ekspresyonu 3 kat artmistir.

AS549 hiicrelerinde propolisin apoptozu intrinsik ve ekstrinsik yolak araciligiyla

uyardigi belirlenmistir.

Bu calisma ile elde edilen bulgulara ilave olarak, saglikli bir hiicre hattinin

eklendigi, apoptotik cisim olusumunun daha ileri yontemlerle tespit edildigi in

vitro ¢aligmalar ile in vivo kosullarda deney hayvanlariyla ¢aligmalarin yapilmasi,

propolisin apoptotik etkilerinin daha 1yi anlasilabilmesi acisindan fayda

saglayacaktir. Sonug olarak ¢aligmamizda Hatay bolgesinden toplanan propolisin

A549 hiicre hattinda apopitozu indiikleyerek antikanserojen etki gosterdigi

saptanmistir. Propolisin kanser tedavisinde dogal bir kemoterdpatik ajan olarak

giiclii bir potansiyelinin oldugunu diisiinmekteyiz.
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