2018

YUKSEK LISANS TEZi

Tugba YALCINKAYA

T.C.
ANKARA YILDIRIM BEYAZIT UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Ficus carica BITKISI MEYVE EKSTRAKTININ
MG-63 KEMIiK KANSERI HUCRE HATTINDA
APOPTOTIK INDUKSIYONA ETKIiSI

YUKSEK LISANS TEZI

Tugba YALCINKAYA

KANSER BiYOLOJISI PROGRAMI

Ankara, 2018







T.C.
ANKARA YILDIRIM BEYAZIT UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Ficus carica BITKIiSI MEYVE EKSTRAKTININ
MG-63 KEMIK KANSERI HUCRE HATTINDA
APOPTOTIK INDUKSIYONA ETKIiSI

YUKSEK LISANS TEZi

Tugba YALCINKAYA

KANSER BIYOLOJiSi PROGRAMI

Ankara, 2018



T.C.
ANKARA YILDIRIM BEYAZIT UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Ficus carica Bitkisi Meyve Ekstraktinin MG-63 Kemik Kanseri Hiicre Hattinda

Apoptotik Indiiksiyona Etkisi

Tugba YALCINKAYA

Yiksek Lisans Tezi

23/11/2018

Tez Danismani

Prof. Dr. Ahmet CARHAN

Jiiri Uyeleri
Prof. Dr. Ozen OZENSOY GULER
Prof. Dr. Ahmet CARHAN
Prof. Dr. Leyla Didem KOZACI
Dog. Dr. Ender SIMSEK
Dog. Dr. Demet CANSARAN DUMAN

Okudugumuz ve Savunmasini dinledigimiz bu tezin bir Yiiksek Lisans derecesi igin

gereken tiim kapsam ve kalite sartlarini sagladigini beyan ederiz.

Dog. Dr. Ender SIMSEK

Enstiti Mudiira

Bu tezin Yiiksek Lisans derecesi igin gereken tiim sartlar1 sagladigini tasdik ederim.



BEYAN

Bu tez caligmasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin asamalarda patent ve telif haklarini ihlal edici etik dis1 davranisimin
olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi,

bu tezde kullanilmis olan tiim bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi beyan ederim.
23.11.2018

Tugba YALCINKAYA



Canim Babama, Anneme, Kardeslerim Abdulhalim ve Zeynep’e ithaf ediyorum....



TESEKKUR

Bu teze baglarken beni her anlamda 6zgiir birakan, bilimsel diisiinceyi yasam
bicimi olarak algilamami saglayan yiiksek lisanstan bu yana her zaman beni
destekleyen, bilgi birikimini tim igtenligi ile paylasan, bana hep giivenen Sayin
hocam ve tez danismanim Prof. Dr. Ahmet CARHAN’a tesekkiir goniil borcumdur.
Yiiksek lisans egitimim ve tez calismam siiresince her zaman degerli fikir ve
onerilerinden yararlandigim, her zaman ilgi, anlayis ve destek gordiigiim degerli
hocalarim Prof. Dr. Ozen OZENSOY GULER ve Dog. Dr. Ender SIMSEK’e en

derin minnet ve siikranlarimi sunarim.

Laboratuvar ¢alismalarinda ve deneysel sonuglar1 yorumlamamda degerli goriis
ve deneyimlerinden yararlandigim, tez ¢alismamizda kullanilan kemik kanseri hiicre
hattit MG-63’1i hediye eden Sayin Hocam Prof. Dr. Leyla Didem KOZACI’ya ve ¢ok
degerli asistanlar1 Betiil OZBEK ve Gamze AVCIOGLU’na tesekkiir ederim.

Tez ¢alismamizin planlanmasinda bilgi ve katkilar1 ile yardimini esirgemeyen
Dog¢. Dr. Mehmet TASPINAR’a, Ficus carica bitkisi meyve ekstraksiyondan sulu
fraksiyon hazirlanmasi, HPLC analizi deneylerinin standardizasyonu ve sonuglarinin
yorumlanmasinda deneyim ve bilgisini ile biiyiik bir 6zveri gosteren Kimyager
Mevlana KARAKAYA, Segal Laboratuvar Midiri Fevzi KARAKAYA ve
Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii'nde gorev yapan Dr.Yasemin
GUREL’e en derin tesekkiirlerimi sunarim. Muse™ cihazimin kullanimi igin her
zaman ilgi ve anlayis gosteren Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’miz 6gretim iiyesi Dr.
Ogr. Uyesi Mehmet Dogan ASIK’a, akis sitometrisi yonteminin standardizasyon
islemi ve sonuglarmin degerlendirilmesi i¢in 6nemli katkilarda bulunan Tamer

KAHRAMANa tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans kariyerim boyunca paylastigimiz, her giizel ve birikim dolu giin
icin, destek, hosgoérii ve yonlendirilmesiyle her zaman yanimda olan Kanser
Biyolojisi Yiiksek Lisans ve Doktora Programi’nda yer alan tiim arkadaslara

tesekkiir ederim.



Hem ytiiksek lisans kariyerime baslamam icin Onciilik eden hem de devam
etmem icin gosterdikleri 6zveri ve destek icin gorev yapmis oldugum T.C. Saglik
Bakanligi’nda ki Sayin amirlerim Dr. Ercan OZGUL, Yasin YAVUZ ve Av. Erkan
CAVUSOGLU’na, sevgili mesai arkadaslarim Dilek KAVAK, Buket AYDEMIR,
Mustafa CATAL ve Osman CELIK e tesekkiirlerimi sunarim.

Her zaman benim i¢in en iyiyi, en giizeli isteyen ve her kosulda destegini
esirgemeyen sevgili anneme, babama, kardeslerim Abdulhalim ve Zeynep’e; bu
miicadelede sevgisinden gii¢ aldigim canim arkadasim Biisra DOK DAGDELEN ve
yavrusu Ayyiice’ye; birlikteligin, sefkatin ve Ozverinin kaynagi olan tiim aile

fertlerime sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim, iyi ki varsiniz.



ICINDEKILER

OZET ...ttt b et b ettt b e bt v
ABSTRACT ettt sttt e e nae e Vi
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI..covueivoiiiiiiiiiiiccens vii
SEKILLER DIZINI........coiiiiiieeeeeeeeeee et viii
TABLOLAR DIZINI....cooooiiiiiiiiii s X
L. GIRIS ovieeeeceererrecncnesesesssesssesssessssssessssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssesssessssssessseses 1
2. GENEL BILGILER............coooiitiniiiiintiiecisiseisse st 3
2.1, KGSar Ay ... A6 . . . . ... 3
2.2. Kanserde Hiicre OlUm Tipleri.......cceevevrieerererirecereresseieeieessseseeese e 5
2.3, APOPLOZ. ...ttt 6
2.3.1. Apoptozun KeSTi.......ccviiiiiiiiiieiice e 7
2.3.2. Apoptoz Sirasinda Goriilen Biyokimyasal Degisiklikler............... 8
2.3.3. Apoptozun MeKanizmalart............coceevuervierieneniienieneeicneeneen, 10
2.3.3.1. 1¢Sel YOlaK......cocveeeeeeeieieeee e, 10
2.3.3.2. D1$8al YOlaK....ceiiiieiiiiiiiesiie e 11
2.4, OStEOSAKOMAL .......cviiiiciicic e 13
2.4.1. Osteosarkomanin Tedavi Stratejileri ve Engelleri....................... 13
2.4.2. Osteosarkomanin Tedavisinde APOPLOSIS........cocvvverererererennenn. 14
2.5, INICHT vt 15
2.6. ProtoKateSUIK ASIL......ceiviiiieiiiieiiie sttt 16



3. MATERYAL VE YONTEM.........cccoceoiiiiiiiereieeeseeeets s 17

3L MALEIYAIIET ..o 17
3.1.1. Calismada Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler................. 17
B 0] 1 11<) 11| (<) PSPPSR 21

Fraksiyon Hazirlamast...........coceoviiiniiiiiiiiic e 21

3.2.2. HPLC-DAD ANALIZI.....cviiiiiiiiiieieiieiesee e 22
3.2.3. Hiicre KUIUIT. .....ccoiiiiiiiiciiic e 24
3.2.3.1. Hiicre Kiiltiiri Medium Hazirlanist.........cccocoeveiiinnnnnen. 24
3.2.3.2. Hiicre Kiiltiirii Inkiibasyon Kosullari..............cccccoveeveeen. 24
3.2.3.3. Hiicrelerin Pasajlanmast............cccocoveiieiiieieniicie e, 25
3.2.3.4. Hiicrelerin Dondurulma ve Saklama Islemleri.................. 25
3.2.3.5. Hiicrelerin Coziilme Islemleri..........cccooveveveueeereeeeererennene, 26
3.2.4, HUCTE SAYIMIL....eiviiiiiiiiiiieiiieee et 26
3.2.5. Sitotoksisite ANANZI.........ccccoeviiiiiiiiici 27
3.2.5. 1, MTT YONteMI...oiiviiiiiiiiieiiiiicieesee s 27
3.2.5.2. LDH YONteMI.....eeviiiiiiiieiisiiesiiesiesre e 29
3.2.6. TUNEL YONtEMI....ieiieuieiiiiiiiieiiieie s 31
3.2.7. Muse™ Cihaz ile Canli ve Olii Hiicrelerin Evrelenmesi............ 32

3.2.8. Kantitatif RT-PCR Yontemiyle Apoptotik Gen Diizeylerinin
BelirleNMESI.....coiiiiciie 33

3.2.8.1. RNA IZOIASYONU.....ceourererererereccececeeeee s 33



3.2.8.2. CDNA SENLEZI.....cceviiciiiiiiiiic s 34
3.2.8.3. DNA Konsantrasyonun Hesaplanmast.............ccc.cceenneene. 35
3.2.8.4. QRT-PCR....ooiiiiiceie e 36

3.2.9. Akis Sitometri Yontemi ile Hiicre Dongiisti Evrelerinin

Belirlenmesi.........cccoociiiiiiiicc 38

3.2.10. IstatiStikSel ANALiZ........ccovvevevreverieerereeieseiese e 39

4. BULGULAR ...t 40
4.1. Ficus carica Bitkisi Meyve Ekstrakti Sulu Fraksiyonu Hazirlanmast.......40

4.2.HPLC-DAD Analizi ile Ficus carica Bitkisi Meyve Ekstraktt Sulu
Fraksiyonunda Bulunun Protokatesuik Asit TayiNi......c..ccocoevvnreiivnrnnnnnn 40

4.3.Ficus carica Bitkisi Meyve Ekstraktt Sulu Fraksiyonunun Hiicre

Hatlarinda ICsg Dozajinin Belirlenmesi........ccoovvvviiiiiiiniinieiesesc e 42

4.4.Ficus carica Bitkisi Meyve Ekstrakti Sulu Fraksiyonunun Hiicre

Hatlarinda LDH Diizeylerinin Belirlenmesi........c.cccocceviiiiincnniininnnns 45
4.5. TUNEL Yontemi ile Apoptotik Etkinin Gozlemlenmesi...........c..ccovvvennee. 48
4.6. Muse™ Cihazi ile Canli ve Olii Hiicrelerin Evrelenmesi...........c...c.......... 53

4.7 Kantitatif RT-PCR Yontemiyle Apoptotik Gen Ifadelerinin Belirlenmesi.57

4.8. Akis Sitometri Yontemi ile Hiicre Dongiisii Evrelerinin Belirlenmesi.....61
5. TARTISMA....uuirininennnnesnessessnsssssnsssssssssssessessessssssssssssssssssssssssssnanssssssssnss 66
6. SONUC VE ONERILER......uu.....oooiiiiniinincisn s 72
7. KAYNAKLAR. ...ttt bbbt 74
8. EKLER ... s 82



EK-1.Ulusal Bilimsel Toplantida Sunulan ve Bildiri Kitabinda Ozeti Basilan

BITITT. e vvvoeveeeeeeee oo e eeeeeee e e se e s e ee s e e e ee e s e 81
EK-2. OZGECMIS FORMUL ......ovoooiveeeeeeeeeeesseeesesesesseseessesesssesesssseesseseesees 82



OZET

Ficus carica Bitkisi Meyve Ekstraktinin MG-63 Kemik Kanseri Hiicre
Hattinda Apoptotik indiiksiyona Etkisi

Osteosarkoma g¢ocukluk ve ergenlik donemini etkileyen kemik kanseridir.
Osteosarkomanin tedavisinde kemoterapiye diren¢ biiylik bir engeldir. Programli
hiicre oliimii ya da apoptoz; kanser gelisiminin inaktivasyonu i¢in 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ficus carica (incir)’in kanser baskilayici etkileri son yillarda yapilan
calismalarda arastirilmistir. Calismamizda kemik kanseri hiicre hatti MG-63 ve
saglikli kemik hiicre hatt1 hFOB'a Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti uygulanarak
apoptotik etkisi gézlemlenmistir. Ficus carica bitkisi meyve ekstraktinin igerigindeki
protokatesuik asit tayini HPLC analizi tespit edilmistir. MTT yontemi ile Ficus
carica bitkisi meyve ekstraktinin saglikli hiicrede toksik bir etkisi yokken kanserli
hiicreyi 6liime gotiirdiigiinii tespit edilmistir. Hiicre hatlarma Ficus carica bitkisi
meyve ekstrakti uygulandiktan sonra membran degisimi analiz yontemi olan LDH
yonteminde anlamli bulunurken (p=0.030), Annexin V metodu ile elde edilen
degerlerde artis goriilmesine ragmen anlamli bir sonug¢ elde edilmemistir (erken
apoptoz evresi p=0.081). TUNEL yontemi uygulamasiyla MG-63’de DNA
parcalanmasi histolojik olarak tespit edilmistir. Proapoptotik genler ve kaspazlarin
ekspresyonu qRT-PCR ile analiz edilmisir. Proapoptotik gen olan Bak’in (p=0.007),
baslatict ve efektdr kaspazlarin ekspresyonundaki degisim anlamli bulunmustur
(kaspaz-3 p=0.000, kaspaz-8 p=0.028, kaspaz-9 p=0.030) . Analiz sonuglar1 Ficus
carica bitkisi meyve ekstraktinin kemik kanseri hiicre hattin1 hem igsel hemde dissal
yolaklar1 aktive ederek apoptoza gotiirdiigiinii gostermisir. Kanser hiicresinin
apoptoz sirasindaki hiicre dongiislinii analiz etmek i¢in akis sitometri yOntemi
kullanilmistir. Analiz sonucunda her iki hiicre hatti i¢cinde anlamli bir degisim

gozlenmemistir (G; evresi p=0.976, S evresi p=0.131, G, evresi p=0.554).

Anahtar Kelimler: Apoptoz, ficus carica, kemik kanseri



ABSTRACT

The Effect of Ficus carica Plant Fruit Extract on Apoptotic Induction of MG-63

Bone Cancer Cell Line

Osteosarcoma is a bone cancer that affects childhood and adolescence.
Resistance to chemotherapy is a major obstacle in the treatment of osteosarcoma.
Programmed cell death or apoptosis; play an important role in the inactivation of
cancer development. The suppressor effects of Ficus carica (fig) in cancer have
been investigated in recent years. In our study, apoptotic effect was observed by
applying Ficus carica fruit extract to the bone cancer cell line MG-63 and healthy
bone cell line hFOB. Protocol analysis of Ficus carica plant fruit extract was
determined by HPLC analysis. It was found that the fruit extract of Ficus carica with
MTT method did not have a toxic effect on the healthy cell and it led to the death of
the cancer cell. The Ficus carica plant were found to be significant in the LDH
method after the fruit extract was applied to the cell lines (p=0.030). DNA
fragmentation in MG-63 was determined histologically by TUNEL method.
Expression of proapoptotic genes and caspases were analyzed by qRT-PCR. The
change in expression of the proapoptotic gene Bak (p=0.007), initiator and effector
caspases was significant (caspase-3 p=0.000, caspase-8 p=0.028, caspase-9 p=0.030).
Analysis results showed that the fruit extract of Ficus carica plant leads to apoptosis
by activating the bone cancer cell line in both internal and external pathways. Flow
cytometry was used to analyze the cell cycle of the cancer cell during apoptosis. As a
result of the analysis, no significant change was observed in both cell lines (G1 stage
p=0.976, S stage p=0.131, G2 stage p=0.554).

Keywords: Apoptosis, bone cancer, ficus carica
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AlF : Apoptoz Indiikleyici Faktor

Apaf-1 : Apoptotik Proteaz aktive eden faktor

Bcl-2 : B-hiicreli Lenfoma 2

CAD : Kaspaz Aktive Edici DNaz

DMEM : Hiicre Kiiltiiri Medyumu

DMSO : Dimetil Siilfoksit

DISC : Oliim Indiikleyici Sinyal Kompleksi

DR : Oliim Reseptorii

Endo-G : Endonukleaz-G

ER : Endoplazmik Retikulum

FADD : Fas ile Iliskili Oliim Alani Proteini

FBS : Fotal Sigir Serumu

g : Gram

GBM - Glioblastoma Hiicre Hatt1

HPLC : Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi

1Cs0 (Is0) : Hiicrelerin Béliinmesini Yar1 Yariya Inhibe Eden Konsantrasyon
LDH - Laktat dehidrogenaz

MOMP : Mitokondriyal Dis Membran Permabilizasyonu
MTT : 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
ICAD : Inaktif Kaspaz Aktive Edici DNaz

p53 : Protein 53

PS : Fosfotidilserin

Smac : Kaspazin Ikinci Mitokondri Tiirevli Aktivatorii
TNF : Timor-nekroz Faktori

WHO : Diinya Saglik Orgiitii
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1. GIRIS

“Kanser” viicudun herhangi bir yerinde kontrolsiiz ve hizli anormal hiicre
coglamasi ile karakterizedir (1). Kanser, ¢agimizda mortalite ve morbiditenin 6nde
gelen nedenlerinden biridir (2). Osteosarkoma, ergen ve geng¢ eriskin hasta
popiilasyonun igerisinde primer kemik kanserinin en yaygin seklidir (3). Bu durum
herhangi bir kemikte gelisebilir (4) ve olgunlasmamis kemik iretir (5).
Osteosarkoma %751 diz c¢evresinde ortaya ¢ikar (6), siklikla zengin kan
kaynaklarina sahip distal femur (%43), proksimal tibia (%23), humerusta (%10)
olusur (7, 8). Mevcut osteosarkoma tedavi rejimi cerrahi ve yogun g¢ok ajanli
kemoterapi kombinasyonundan olusur (9). Mevcut tedavi sayesinde 1970’lerden
bugiine 5 yillik sagkalim orani %65-75’e ulasmistir ancak metastazik osteosarkoma

hastalarinin %10-30’u hayatta kalabilmektedir (10, 11).

Kemoterapi ilaglarina direng ve zayif klinik sonug¢ osteosarkoma hastalarinin
yaklasik %50’sinde karsilagilan bir durumdur (12). Ayrica yiiksek doz kemoretapi
cesitli yan etkilere sebep olmaktadir ve timor rekiirensi olusur (3, 9). Bu nedenle
osteosarkomanin temel biyolojisini, prognostik belirteclerini ve terapotik hedeflerini

belirlemek daha 1yi bir tedavi anlayis1 gelistirmek icin gerekmektedir (12).

Sentetik ilaglara / kemoterapiye dayanan mevcut tedavi segenekleri kanserde
sinurli terapotik basari sunar; ¢linkil bunlar son derece toksik etkiye sahiptir, pahalidir
ve hiicre sinyal yolaginin isleyisini degistirmektedir (1). Dogal bilesikler, 6zellikle
fitokimyasallar, mineraller ve vitaminler kanser ylikiinii azaltmak i¢in umut verici ve

pragmatik bir yaklasim olarak ortaya ¢ikmistir (1).

Bitkilerin anti-kanser 6zellikleri oldugu ve hatta kemoterapinin etkinliginde
onemli bir rol oynadigi bildirilmistir (13). Ficus carica’nin hipoglisemik,
hipokolesterolemik, hipotrigliseridemik, ve antihelmintik etkilerinin yan1 sira, kanser
baskilayici etkileri hiicre kiiltiiri hatlarinda gosterilmistir (14-16).  Gelismis

prognoza ragmen, kemoterapiye direng osteosarkoma tedavisinde engel teskil



etmektedir. Hiicrenin 6liimiinii tesvik eden sinyallerin ve etkili ajanlarin belirlenmesi,
kemorezistant gosteren osteosarkoma hiicreleri igin yeni terapdtik stratejiler

gelistirmenin ipuglarini saglayabilir (13).

Kemik kanserli hiicre hatlar iizerinde Ficus carica bitkisi meyve ekstraktinin
apoptotik indiiksiyona etkisi ile ilgili litertiirde bir bilgi yoktur. Calismamizda kanser
hiicre hattinin apoptotik siireglerini belirleme amaciyla biyokimyasal ve morfolojik
degisiklikleri tespit ederek Ficus carica bitkisi meyve ekstraktinin apoptotik

indiiksiyona etksini hakkinda 6ngorii elde edilmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser kelimesi ilk olarak Yunanli hekim Hipokrates tarafindan kullanilmis,
mide iilserini olusturan tiimorlere “carcinos” adi vermistir. Yine Antik Yunan
caginda kullanilan “carcinoma” kelimesi de ayni anlami ifade eden ve kanseri

tanimlayan bir bagka kelimedir (17).

“Kanser”, hizla ve kontrolsiiz anormal hiicreler olusumu ile karakterize edilen
malign hastaliklar i¢in kullanilan genel bir terimdir. Kanserli hiicreler viicutta bir
biliylime veya ¢ogalma olusturmak i¢in bir araya gelebilir ve 6liimle sonuglanabilir
(1). Kanser, hiicrelerdeki bazi mutasyonlardan ve duyarl hiicrelerdeki diger kalitsal

degiskenliklerden kaynaklanmaktadir (18).

Kanser, ¢agimizda mortalite ve morbiditenin 6nde gelen nedenlerinden biridir
(2). Epidemiyolojik olarak kanser, diinya capindaki oliimlerin sekizinden birinde
sorumludur (18). Diinyadaki insanlarin dortte biri yasaminin herhangi bir asamasinda
kansere yakalanma riski tasimaktadir (19). Bilim adamlar1 gerek kanseri dnlemek

gerekse kanserli hastalar1 tedavi etmek amaciyla gesitli calismalar yapmaktadirlar.

Kanser, énemi giderek artan bir saglik ve yasam sorunudur. Ayrica diinya
genelinde Oliimlerin nedeni olarak, kalp ve damar hastaliklarinin hemen ardindan
gelmektedir. (20). Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) paylastig1 rapora gore, 2015
yilinda kiiresel ¢apta 8.8 milyon kisinin 6liim nedeni kanserdi. 2014 Yili Diinya
Kanser Kongresi’'nde sunulan veriler ise hastaligin global olarak biiyiik boyutlara
ulastigin1 ortaya koymustur (14). Kanser; yayginligi, 6lim ve sakatliklara neden
olmasi ve ulusal ekonomiye getirdigi yiik ile Tiirkiye’de de onemli ve oncelikli bir

halk saglig1 sorunudur (20).

Ulkemizde kanser verileri Saglik Bakanligi'na bagli Kanserle Savas Dairesi

Bagkanligi’nin 2016 yil1 verilerine dayanir. En sik goriilen kanser tiirleri erkeklerde



akciger, prostat, kolon, rektum, mide ve pankreas (Sekil 2.1); kadinlarda ise meme,

tirod, kolorektal kanserleri (Sekil 2.2) olarak siralanir (15).

Trakea,Brons,Akcifer I 59.3
Prostat I 36.4
Kolorektal IS 244
Mesane |IE————— 71.1
Mide I 159
Bibrek [ 7.0 ™ Erkek
Larinks [N 7.0
Non-Hodgkin lenfoma el 6.9
Pankreas I 6.3
Beyin, sinir sistemi M 6.1

0.0 200 40.0 60.0

Sekil 2.1. Erkeklerde en sik goriilen 10 kanserin yasa gore standardize edilmis hizlari (Tirkiye
Birlesik Veri Tabani, 2013) (Diinya Standart Niifusu, 100.000 Kiside) (15).

Meme I 15 9
Tiroid I 1.3
Kolorektal . 1532
Trakea,Brong,Akciger N 10.0
Uterus Korpusy [ 9.9
Mide N 7.1 | Kadin
Over I 7.0
Mon-Hodgkin lenfoma Il 5.3
Beyin, sinir sistemi Il 4.7

Uterus Serviksi |l 4.6

0.0 20.0 40.0 60.0

Sekil 2.2. Kadinlarda en sik goriilen 10 kanserin yasa gore standardize edilmis hizlar1 (Tiirkiye
Birlesik Veri Tabani, 2013) (Diinya Standart Niifusu, 100.000 Kiside) (15).



2.2. Kanserde Hiicre Oliim Tipleri

Hiicre 6liimii, hiicrede olusan asir1 hasarin bir sonucudur (1). Bu durum belirli
sinyal yollarmin aktiflesmesiyle gerceklesir. Genellikle 6len hiicrenin goriiniimii ile

tanimlanan ii¢ tip hiicre 6liimii vardir: apoptoz (tip 1), otofajik hiicre 6liimii (tip 1) ve

nekroz (tip 111) (16).

Apoptoz normal gelisim, yaslanma ve dokulardaki hiicrelerin siirekliligini
saglayan bir mekanizma olabilecegi gibi, ayn1 zamanda hastalikli ve zararli ajanlar
tarafindan hiicrelerin bir ¢esit savunma mekanizmasi olarak da karsimiza cikabilir
(16). Apoptoz; hiicre kiiglilmesi, zardan ¢ikinti olugsmasi ve kromatin yogunlagsmasi
(pyknosis) ile karakterizedir. Ayrica, kaspaz proteazlarinin aktivasyonu esliginde
hiicre 6liimii olarak da tamimlanabilir. ki ana sinyal yolu apoptotik hiicre dliimiinii
tetikler: mitokondriyal (igsel) yol ve 6liim reseptorii (digsal) yol. Ikincisi klasik bir
ligand-hiicre yiizeyi-reseptor etkilesimini igerir. Genel olarak Oliim reseptorleri
kaynakli hiicre 6liimii, bagisiklik sistemi fonksiyonu ve homeostaz i¢in kritik dnem
tagir. Buna karsilik, mitokondriyal apoptotik yolunu genellikle hiicre, otonom bir
sekilde baglatilir. DNA hasar1 veya ER stresi gibi hiicresel stresler ile hiicreler

onarimin 6tesinde hasar gordiiglinde aktif olarak apoptozise girer (21).

Tersine, biiylime faktorleri tarafindan aktive edilenler sinyallerin eksikligi,
hiicre 6liimiine yol agabilir. “Sinyal kayb1” ile indiiklenen hiicre liimiiniin bir bagka
ornegi, epitelyal veya endotelyal hiicrelerin hiicre disi matristen ayrilmasiyla ortaya
¢ikan, anoikis adi verilen apoptosisin 6zel formudur. Bu mekanizma, orijinal

konumlarindan ayrilan hiicrelerin bagka bir yerde kolonilesmesini 6nler (21).

Son olarak, apoptoz, kanser gelisimine karst bir koruma mekanizmasi olarak
onkogenler tarafindan indiiklenebilir. Bu islem kismen, onkogenin asiri
ekspresyonundan veya mutasyonundan kaynaklanan anormal mitojenik sinyallere
yanit olarak aktive edilen p53-bagimli apoptotik bir yolla kontrol edilir. Sonug
olarak, apoptotik hiicre Oliimiiniin kacirilmasi genellikle onkogen doniistimiinii

stirdiirmek i¢in bir zorunluluktur (21).

Otofajik hiicre Oliimi; biiyiik hiicre i¢i keseciklerin ortaya ¢ikmast ile
karakterizedir. Otofaji esas olarak bir metabolik krize yanit veren veya hasarl

organelleri ve protein agregatlarini gideren bir hayatta kalma siirecidir. Bir stres



cevabi olarak otofaji, cogu senaryoda hiicre oliimiinii tesvik etmek yerine eslik eder

ve sadece basarisiz bir hayatta kalma girisimini temsil eder (21).

Nekroz hiicre sismesi ve plazma membranin biitiinliigiiniin bozulmasi ve
kromatin yogunlagsmasi olmadan organel yapisinin kaybi ile karakterizedir. Nekroz,
hiicre biitiinliigiiniin bozuldugu gibi biliyiik hasarlarin bir sonucu olarak ortaya
c¢ikabilir. Bu gibi durumlarda, hiicre oliimi pasiftir ve herhangi bir belirli sinyal
yolunun aktivasyonunu gerektirmez. Nekrotik morfoloji; 6lii hiicrelerin fagositozla
sistemden temizlenemedigi durumlarda, apoptotik veya otofajik bir hiicre 6liim

programinin ge¢ asamalarinda da goriilebilir (21).

2.3. Apoptoz

Programli hiicre dliimii yani apoptoz; insan viicudundaki her hiicrede bulunan
temel bir hiicresel programdir (22). Apoptoz, farkli morfolojik 6zellikleri ve enerji

bagimli biyokimyasal mekanizmasi ile karakterizedir (23).

Apoptoz; hiicre yiizeyinde ¢ikinti olusmasi, hiicre kiigiilmesi, ¢ekirdek
parcalanmasi, kromatin yogunlasmasi ve kromozamal DNA’nin parcalanmasi ile
karakterizedir (13, 24). Bir apoptotik hiicre, yavas yavas apoptotik cisimlere boliiniir
ve enflamatuar tepkilere neden olmadan makrofajlar tarafindan yutulur (13). Bu
yiizden apoptotik hiicreler, hiicresel bilesenlerini kendilerini cevreleyen dokuya
salmazlar, ¢evredeki hiicreler tarafindan hizli bir sekilde fagosite edilirler ve fagosite

edilen hiicreler anti-enflamatuar sitokinler tiretemezler (23).

Apoptoz; normal hiicrelerin yenilenmesi, bagisiklik sisteminin diizgiin gelisimi
ve isleyisi, hormona bagli atrofi, embriyonik gelisim ve kimyasal kaynakli hiicre
olumii gibi cesitli hiicresel olaylarin hayati bir bileseni kabul edilir (23). Doku
homeostazi hiicre Olimii ve hiicre proliferasyonunun arasindaki dengenin
korunmasina baghdir ve bu parametrelerden herhangi birinde meydana gelen

degisiklikler insan hastaliklar i¢in temel olusturabilir (15).

Bir hiicrenin yasamini veya 6liimiinii modiile etme yetenegi ile apoptoz, 6nemli
bir terapdtik potansiyel olarak taninir (19). Kanser hiicreleri, karakteristik bir 6zellik

olarak Onleyici bir mekanizma olan apoptozdan kagar. Apoptozdan kacis sadece



kanser olusumunu degil, ayn1 zamanda kanserin ilerleyisini ve tedaviye direnci saglar

(22).

Apoptozisin diizenlenmesinde rol oynayan mekanizmalarin ve kanser
hiicrelerindeki apoptotik diizensizliklerin daha iyi anlasilmasiyla bu hiicresel
programin kanser tedavisinde kullanilmasi i¢in yeni firsatlar sunabilecegi

diistiniilmektedir (22).

2.3.1. Apoptozun Kesfi

Apoptoz (a-po-toe-sis) terimi ilk olarak 1972'de, Kerp, Wyllie ve Currie
tarafindan kullanilmistir ve morfolojik olarak farkli bir hiicre 6lim formunu
tamimlamaktadir (23, 25, 26). Apoptoz terimi, kontrollii olarak hiicrenin kendi

kendine yikimina yol agan morfolojik siire¢leri tanimlamak i¢in kullanilmistir (26).

Apoptoz, ¢igeklerden veya agaclardan diisen yapraklara benzetilerek "diisen
veya diigme" anlamina gelen Yunanca kokenli bir kelime ile isimlendirilmistir. Bu
benzetme, canli maddenin 6liimiiniin, organizmalarin yasam dongiisiiniin ayrilmaz ve
gerekli bir parcast oldugunu vurgular. Adi bir hiicrede “apoptotik cisimlerin

olusumunun morfolojik 6zelligine” atifta bulunmaktadir (26).

Memeli hiicrelerinde apoptoz siirecine dahil olan mekanizmalarin anlasilmasi,
nematod Caenorhabditis elegans'in gelisimi sirasinda ortaya ¢ikan programlanmig
hiicre oliimlerinin aragtirilmasindan dogmustur. Bu organizmada, 1090 somatik
hiicre yetiskin solucaninin olusumunda {iretilir, bu hiicrelerin 131'1 apoptoza veya
“programlanmis hiicre 6limii” ne maruz kalir. Bu 131 hiicre, bu sistemde kayda
deger dogruluk ve kontrol sergileyen, solucanlar arasinda degismez olan gelisim
stireci sirasinda belirli noktalarda 6lmektedir. Boylece apoptoz, hiicrelerin genetik
olarak belirlenmis eliminasyonunu igeren, ayirt edici ve dnemli bir “programlanmis”

hiicre 6liimii olarak kabul edilmistir. (23).

Son yillarda apoptoz ile ilgili yapilan yayinlarda artis olmustur. Apoptoza bu
biiyiik ilgi, birgok hastaligin az yada ¢ok apoptoz igerdiginin kabul edilmesiyle
ortaya ¢ikmistir. Bir¢cok toksin ve diger hiicresel stresler de apoptozu tetikleyebilir
(26).



2.3.2. Apoptoz Sirasinda Goriilen Biyokimyasal Degisiklikler

Apoptozda gozlenen {li¢ ana biyokimyasal degisiklik vardir: 1) Kaspazlarin
aktivasyonu, 2) DNA ve proteinin parcalanmasi ve 3) Membran degisiklikleri ve

fagositik hiicreler tarafindan taninmasi (22).

APOPTOZ

Y < R 6

normal hucre yogunlasma parcalanma apoptoz parcalan

Sekil 2.3. Apoptoz sirasinda meydana gelen morfolojik degisiklikler (27).

Apoptozun erken evresi sirasinda, hiicre ve gekirdek biiziilmesi (pyknosis)
goriiliir. Hiicre biiziilme ile hiicreler daha kii¢iiliir, sitoplazma yogun ve organeller
daha siki bir sekilde paketlenmistir. Pyknosis, kromatin yogunlasmasimin bir
sonucudur ve bu, apoptozun en karakteristik Ozelligidir. Yapilan histolojik
incelemelerde, apoptoz sirasinda tek hiicreler veya kiiciik hiicre kiimeleri

goriilmistiir (23).

Apoptozun erken déneminde, hiicre zarmin dis katmanlarinda i¢ tabakalardan
"disar1 dogru g¢evrilmis" fosfatidilserin (PS) ifadesi vardir (22). PS’nin disa dogru
gecmesi, Olii hiicrelerin makrofajlar tarafindan erken taninmasini saglar ve pro-
inflamatuar hiicresel bilesenlerin salinmasi1 olmadan fagositoz ile sonuglanir (23, 26).
Bu degisim Annexin V testi ile net bir sekilde ortaya konmakta ve primer apoptozu

temsil etmektedir.

Fosfatidilserin disa dogru geg¢mesini, DNAmm 50 ila 300 kilobaz
bliyiikliiglinde parcalara ayirmasi izler. Daha sonra, endoniikleazlar tarafindan 180
ila 200 baz ciftinin katlar1 halinde DNA'nin oligoniikleozomlara inter niikleosomal

boliinmesi vardir (26).



Apoptozun ileri sathasinda, kaspaz adi verilen sistein proteaz ailesine ait bir
grup enzimin aktivasyonu gerceklesir (26). Kaspazlar, ¢ogu hiicrede aktif olmayan
bir proenzim formunda yaygin bir sekilde eksprese edilir ve aktive edildikten sonra
bir proteaz kaskadimin baslatilmasina izin vererek diger pro-kaspazlari aktive
edebilir. Bu proteolitik kaskatta, bir kaspazin diger kaspazlari aktive ederek
apoptotik sinyal yolunu giiclendirir ve bdylece hizli hiicre 6liimiine yol agar (19).
Aktif kaspazlar, birgok hayati hiicresel proteinleri pargalamakta ve niikleer iskele ve
hiicre iskeletini par¢alamaktadir. Ayrica, niikleer DNA'y1 daha da bozan DNaz'1 da
aktive ederler. (22).

Kaspazlar proteolitik aktiviteye sahiptir ve farkli kaspazlar komsu amino
asitlerin taninmasini igeren farkli 6zelliklere sahip olmasma ragmen aspartik asit
kalintilarindaki  proteinleri  parcalayabilirler. Kaspazlar baslangigta aktive
edildiginde, hiicre oliimiine karst geri doniisii olmayan bir taahhiit olusur. Bugiine
kadar, baglica biiyiikk kaspazlar tanimlanmis ve genis Olciide baslatici kaspazlar
(kaspaz -2, -8, -9, -10), efektor kaspazlar (kaspaz-3, -6, -7) ve inflamatuar kaspazlar
(kaspaz-1, -4, -5) olarak kategorize edilmistir (23).

digsal yolak i¢sel yolak
8lam stres, hipoksi,
lim 8| reseptorieri oo RIS radyasyon..
Sinvali o PRRERAAASAAAAAARA

@ﬂ - 4 ] - @C )

aktif kaspaz 8 pro-kaspaz 8 pro-kaspaz 9 aktif kaspaz 9
uygulayici
<o = g kaspazlar
L =
pro-kaspaz 3 aktif kaspaz 3
Hiicre i Organel
Degisikligi Bozulmast Degisikligi Kiigiilmesi

Sekil 2.4. Kaspaz kaskati. Ekstrinsik veya intrinsik yollarin birlesmesi, baslatici pro-kaspazlari aktive
eder. Aktif baslatict kaspazlar daha sonra efektor prokaspazlari aktive eder. Efektor kaspazlar,

biyokimyasal apoptotik programa aracilik etmek i¢in ¢ok sayida 6liim substrati ayirir (28).



2.3.3. Apoptozun Mekanizmalari

Apoptoz mekanizmalari, son derece karmasik, enerji bagimli bir molekiiler
olaylar dizisini igermektedir. Bugiline kadar yapilan arastirma digsal (6liim reseptor)
yol ve igsel (mitokondriyal) yol olmak iizere iki ana apoptotik yol oldugunu
gostermektedir. Yanliz iki yolun birbirine bagli olduguna ve bir yoldaki molekiillerin

digerini etkileyebilecegine dair ¢alismalar mevcuttur (13).

/" Digsal Apoptoz \
Yolas (FASTNF..) )

\ o
[ V4%

(4%

Igsel Apoptoz Yolagr )
(DNA hasan, ROS..)

Sekil 2.5. Apoptotik yollar 2. Genel olarak apoptoz dissal ve icsel yola ayrilir. Oliim reseptorleri (FAS
gibi) daha sonra kaspaz-8'i aktive edebilen digsal yollarda yer alir. Kaspaz-8, kaspaz-3'ii iki ayr1 yolla
aktive eder (kaspaz-9 yoluyla direkt aktivasyon veya aktivasyon). Stres sinyalleri ve DNA hasar1
mitokondri yoluyla intrinsik apoptoz yolunu tetikler. Intrinsik apoptoz (mitokondriyal apoptoz) kaspaz

bagimli veya kaspazdan bagimsiz yollara ayrilir (29).

2.3.3.1. I¢sel Yolak

Adindan da anlasilacagi gibi igsel (instrinsik) yol hiicre i¢inde baslatilir (22,
30). Instrinsik apoptoz, mitokondriyal apoptoz olarak da adlandirilir ¢iinkii
mitokondriden salman faktorlere baghdir (31). Apoptozu baglatan intrinsik
sinyalleme yolaklar1, hiicre igindeki hedefler iizerinde dogrudan etki eden ve
mitokondriyal olaylara neden olan hiicre i¢i sinyaller iireten cesitli bir nonreseptor

aracili uyarici dizisini igerir (23).
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Hipoksi, genetik hasar, yiiksek konsantrasyonda sitozolik Ca*? iyonlari, asiri
oksidatif stres, biliylime faktorlerinin yoksunlugu, hiicre iskeletinin bozulmasi,
katlanmis proteinlerin  birikmesi gibi hiicresel stresler mitokondriyal yolu
tetikleyerek mitokondri zarmmin gegirgenligini artirir (13, 23-26, 30, 31). Bu
uyarilarin timii mitokondriyal gecirgenlik gecis (MPT) gozeneklerinin agilmast,
transmembran potansiyelinin kayb1 ve intermembran bosluktan ayrilmis proapoptotik
proteinlerin mitokondriyal intermembran boslugundan sitoplazmaya ge¢mesine yol

acar (13).

Bcl-2 siiperailesinin 2 ana grubu vardir; proapoptotik proteinler (6rn; Bax, Bak,
Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim) ve antiapoptotik proteinler (6rn; Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W).
Mitokondriyal yol Bcl-2 siiperailesi proteinlerini proapoptotik ve antiapoptotik
tiyelerinin dengesiyle siki bir sekilde diizenlenir (13, 25, 30).

Bcl-2 ailesinin ana etki mekanizmasi, mitokondriyal dis membran
permabilizasyonunu (MOMP) diizenleyerek sitokrom-c salinimini kontrol etmektir
(24, 25, 30). Hiicre stres sinyalleri tarafindan aktive edilen mitokondriyal yolun Bad,
Bid, Bim gibi proapoptotik proteinleri aktiflestirmesiyle mitokondriyal membranda
por olusumu indiiklenir (26). Boylelikle mitokondriyon membranindaki porlardan
sitokrom-c, Smac, Endo-G, Ca*™* ve AIF salimmini uyarir (24, 26, 30). Sitokrom-c,
oksidatif fosforilasyon i¢in elektron tasir (23). SMAC, IAF’1 inhibe eder ve apoptozu
hizlandirir (30). IAF’nin ortamda bulunmasi ise kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyonunu
engeller (21). IAF, ¢ekirdege transloke olur ve pargalara ayirir. Endo-G de DNA’y1
pargalar (13). Mitokondriyal porlardan salinan sitokrom-c, Apaf-1 ve ATP’nin
katilmasiyla sitozolde Apoptozom denen bir kompleks olusturur (13, 24, 26, 31).
Apoptozom, kaspaz-9’u keserek aktiflestirir. Kaspaz-9 da prokaspaz-3’i aktif
kaspaz-3 haline getirir (26). Aktif kaspaz-3 de ICAD‘1 inaktiflestirerek CAD’1
serbestlestirir (13, 19, 24). CAD ise c¢ekirdekte kromatin yogunlagmasina ve

DNA’nin nukleozomal alt birimler halinde fragmante olmasina neden olur (31).

2.3.3.2. Dissal Yolak

Dissal (ekstrinsik) apoptoz yolu, 6liim ligandlarinin ve 8lim reseptorlerinin

(DR) baglanmasiyla baslatilir (13, 31). Oliim ligandlarinin hiicre disindan getirdigi
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sinyaller, transmembran reseptorleri araciligiyla hiicre igine iletilir (22, 23).
Apoptotik sinyallerin iletimi ligandlarin ligasyon islemi sonucunda aktive

edilmesiyle baslar (22, 26).

DR; TNF reseptor siiperailesi iiyeleridir (30). Reseptor siiperailesi;

. TNF-R1
. Fas/APO-1
. DR3

e  TNF-1(TRAIL-R1,DR4)
e  TNF-2 (TRAIL-R2,DR5)
e  DR6 (30).

Proapoptotik ligandlar, reseptorlerine 6zgiidiir;, APO2L/TRAIL (DR4,DRS),
FasL (Fas,APO1,CD95), TNF (TNF-R1) (30). Ekstrinsik yolu en iyi tanimlayan
olaylar dizisi, FasL/FasR ve TNF o/TNF-R1 modelleriyle karakterizedir (23). Bu
modellerde reseptor kiimelenmesi ve homolog trimerik lignad baglanmasi olur (7,

32, 33). Bu kiimelenmenin apoptotik cevabi arttirdig1 diisiiniilmektedir (30).

TNF resesptor ailesinin iiyeleri sistein bakimindan zengin hiicre dis1 bolgeler
tasir ve “Oliim domaini” olarak adlandirilan yaklasik 80 aminoasite sahip sitoplazmik
bir alana sahiptir (23). Bu 6liim alani, 6liim sinyallerinin hiicre yiizeyinden hiicre

icine iletilmesinde 6nemli rol oynar (23, 25, 30).

FasL ile FasR baglanmasi, adaptor protein FADD’m ve TNF-a ile TNF
reseptOriiniin  baglanmasiyla saglar (23). Sonrasinda adaptér protein FADD,
prokaspazlar -8 ve -10 ile birlesir ve DISC olusturarak reseptoriin intrasitoplazmik
kuyruguna eklenir (13, 23, 30). Boylece adaptor molekiiller hiicre i¢ine alinmis olur
(20) ve baslatict kaspazlar, efektor (yliriitiicli) kaspazlan (-3, -6, -7) aktive ederek
apaptozun uygulama agamalarini tetikler (13, 25, 26, 30).

Aktive olan kaspaz-8 ayrica apoptozun mitokondriyal yolunu da aktive eder.
tBid’in kaspaz-8 tarafindan aktive edilmesinden sonra tBid mitokondroyal dis zar
permabilizasyonunu baglatmak i¢in mitokondriyal membrana translokasyon yapar.
Boylece mitokondriyal zar iizerindeki diger Bcl-2 ailesi etkilesim yoluna girer (22,

24).
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2.4. Osteosarkoma

Osteosarkoma (OS) primer kemik kanseridir (9). OS cocuklarda ve geng
eriskinlerde kansere bagli olan dliimler i¢in ikinci sirada yer alir (3). Yillik insidansi
1.000.000 kiside 1-3, vakalarm %70-80’i yas arasindadir. Iskelet sistemindeki en
yaygin malign tiimor olan OS, mezenkimal dokudan kaynaklanir (7). Bu durum
herhangi bir kemikte gelisebilir (6) ve olgunlasmamis kemik {iretir (32). OS %75’
diz ¢evresinde ortaya c¢ikar (6), siklikla zengin kan kaynaklarina sahip distal femur
(%43), proksimal tibia (%23), humerusta (%10) olusur (7,8). Tipik olarak hastalarda
kemikte agr1 ve sislik, hatta patolojik kiriklar (8). Agrinin en belirgin 6zelligi hastayi
uykudan uyandiracak kadar yogun olmasidir (8). OS kadinlara oranla (4.0
milyon/yil) erkeklerde (5.4 milyon/yil) biraz daha sik goriillen sekizinci lider
pediatrik kanser olarak bilinir (5).

Etiyolojisi halen bilinmemekle birlikte olusumu ve ilerlemesi icin yas, cinsiyet,
ailesel ve genetik faktorlerin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (1, 32).0S igin risk
faktorleri; 6nceki radyasyon tedavileri, Paget hastaligi, Li-Fraumeni gibi germline
anormallikleri, Werner sendromu, Rothmund-Thomson sendromu, Bloom sendromu

ve herediter retinoblastomasi olabilir (6, 34).

2.4.1. Osteosarkomanin Tedavi Stratejileri ve Engelleri

OS tedavisi 19. yy ortalarinda tibbi literatiirde tanimlanmistir (8). 1950’lerde
osteosarkomlu hastalarda 5 yillik sagkalim orant %20’den azdi (35). Bu hastalarin
cogu ekstremite ampiitasyonu ile tedavi edildi ve ¢ogu akciger metastaz1 nedeniyle
61dii (35). 1970’lerden bu yana, ¢ok ajanli kemoterapinin ortaya ¢ikist OS un tedavisi
tizerine yeni bir 151k tutmustur (35). Mevcut OS tedavi rejimi cerrahi ve yogun ¢ok
ajanli  kemoterapi kombinasyonundan olusur (9). Mevcut tedavi sayesinde
1970’lerden bugiine 5 yillik sagkalim orani1 %65-75’e ulasmistir ancak metastazik
OS hastalarinin %10-30’u hayatta kalabilmektedir (10, 11).

OS lokal invazyon ve yiiksek metastatik potansiyeli ile karakterizedir. Metastaz
icin en olas1 bolgeler akcigerler ve diger kemiklerdir (5). Hastalarin yaklasik %10-
25’inde goriilen akciger metastazi aslinda OS’dan 6liimlerin en dnemli nedenidir (8,

34). Hematojen metastaz erken ortaya ¢ikma egilimi gosterir ve hizla ilerler (7).
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Kemoterapi tedavisi sisplatin, doksorubisin ve metotreksattan olusur (5, 36).
Bu kemoterapoétiklerin son 10 yildaki ¢alismalarda OS i¢in en etkili tedavi oldugu
tespit edilmesine ragmen, OS hastalar1 antitimor etki ve toksik yan etkilere
duyarlilik agisindan bu ilaglara duyarhilik degiskenlik gostermektedir (36). Tedaviyle
ilgili toksisite ve mortalite nedeniyle daha ileri tedavilere yogunlasilamamaktadir
(36). Dahasi, son yillarda dozlamayr yogunlastirarak, zamanlamay1 degistirerek ve
¢cok kombinasyonel kemoterapi kullanmak suretiyle tedavi stratejileri gelistirilmeye
calisilmaktadir fakat sagkalim oraninda 6nemli bir iyilesme saglanamamistir (9).
Kemoterapi ilaglarina direng¢ ve zayif klinik sonu¢ OS hastalarinin yaklasik
%50’sinde karsilasilan bir durumdur (37). Ayrica yiliksek doz kemoretapi g¢esitli yan
etkilere sebep olmaktadir ve tiimor rekiirensi olusur (1, 31). Cerrahi, adjuvan
kemoterapi ve radyoterpi gibi tedavi stratejilerine ragmen OS’un prognozu hala
zayiftir (37). Bu nedenle OS’un temel biyolojisini, prognostik belirteglerini ve
terapotik hedeflerini belirlemek daha iyi bir tedavi anlayisi gelistirmek icin

gerekmektedir (12).

2.4.2. Osteosarkomanin Tedavisinde Apoptoz

Kemoterapiye direng osteosarkom tedavisinde bir engel olusturur. Bu nedenle,
hiicre oliimiinii etkin bir sekilde artirmak ve kemoterapiye direncin iistesinden

gelmek i¢in bir yontem belirlemek, osteosarkomun tedavisinde 6nemlidir (13).

Bagarili bir kanser terapisi, osteosarkoma kanseri hiicrelerinin secici olarak yok
edilmesini gerektirir. Osteosarkoma terapilerinde hiicre apoptozisini indiiklemek ve
direngli osteosarkoma hiicreleri duyarli hale getirmek O6nemlidir. Son zamanlarda,
yeni ajanlar kademeli olarak farkli aragtirmaci gruplar tarafindan rapor edilmistir.
Gelismis prognoza ragmen, kemoterapiye direng osteosarkoma tedavisinde engel
teskil etmektedir. Hiicrenin oliimiinii tesvik eden sinyallerin ve etkili ajanlarin
belirlenmesi, kemorezistant gosteren osteosarkom hiicreleri i¢in yeni terapotik

stratejiler gelistirmenin ipuglarint saglayabilir (13).
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2.5. incir

Ficus (Moraceae), diinya ¢apinda tropik ve alttropik bolgelerde 800'den fazla
agag, cali, hemiepifit, dagc1 ve siirlingen bulunan en biiyiik anjiyospermalardan birini
icermektedir. Bu cins, yiiksek ekonomik ve besinsel degerleri ve ayrica yagmur
ormani ekosistemindeki biyolojik cesitliligin onemli bir parcast olmasi nedeniyle
onemli bir genetik kaynaktir. Ayrica, tropik bolgelerdeki meyve yiyen hayvanlar i¢in
iyi bir besin kaynagidir. F. carica, Ficus cinsinin 6nemli bir tiyesidir. Genellikle

yapraksar olup genelde "incir" olarak anilir (38).

Incir (Ficus carica), Moraceae'nin yapraklasmis bir agac olup, elma ve iiziim
ile birlikte en eski meyvelerden biri olarak kabul edilmektedir (9). incir (Ficus
carica, Moraceae) iiriinleri Orta Dogu'da hem gida hem de ilag olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir (1, 38-41). Diinyanin pek c¢ok yerinde subtropikal iklimlerle
yetistirilmektedir (40). Incirlerin meyveleri ¢ig yenir ve kuru meyve ve recel gibi
baz1 iiriinlere islenirken, incir yapraklar1 halk arasinda tibbi malzemeleri olarak

kullanilmustir (9).

F. carica'nin kurutulmus meyveleri 6nemli bir vitamin, mineral, karbonhidrat,
seker, organik asit ve fenolik bilesikler kaynagi olarak bildirilmistir. Taze ve
kurutulmus incirler ayrica ¢ok miktarda lif ve polifenol igerir. Meyve, kok ve
yapraklar1 gastrointestinal (kolik, hazimsizlik, istahsizlik ve diyare), solunum (bogaz
agrisi, Oksiiriik ve brons problemleri) ve kardiyovaskiiler bozukluklar gibi ¢esitli

rahatsizliklar1 tedavi etmek icin geleneksel tipta kullanilmaktadir (38).

Sekil 2.6. Ficus carica (incir) (33).
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2.6. Protokatesuik Asit

Protokatesuik asit (PA), (3.,4-dihidroksibenzoik asit, C;H¢O4, Molekiiler
Agirlik:154.12g/mol, Erime Noktasi: ZOSOC) nutrasotiklerde bulunan polifenollerin

genis sinifinda bir fenolik asittir. Yag, sebze, meyve ve ¢ayda yaygin olarak bulunur

(D).

OH

HO
OH

Sekil 2.7. Protokatesuik asitin molekiiler yapisi (44).

PA, Ficus carica’nin igeriginde bulunan bir giiglii antioksidandir (1). Ayni

zamanda farmasdotik olarak antikanserojen ve kimyasal ajan olarak bilinir (42).
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.1. Calismada Kullamlan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullanilan cam ve plastik sarflar Tablo 3.1°de, cihazlar Tablo

3.2°de ve kimyasallar Tablo 3.3’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Caligmamizda kullanilan cam ve plastik sarflarin listesi.

Adi Uretici Firma

Falkon Tiip (15 mL , 50 mL) BIOLOGIX, Jinan, Cin.
Serolojik Pipet (5 mL, 10 mL) BIOLOGIX, Jinan, Cin.

Pipet ucu (10pL, 200pL, 1000uL) ISOLAB, Wertheim, Almanya.
Kuyucuklu plak (6, 24, 96 kuyucuk) ISOLAB, Wertheim, Almanya.
Chamber slide ISOLAB, Wertheim, Almanya.
Flask (T-25,T-75) Biologix, Cin. ISOLAB, Wertheim, Almanya.
PCR plate AXYGEN, Tewksbury, ABD.
Ependorf tiipler BIOLOGIX, Jinan, Cin.

PCR tiipleri (0.5 mL) AXYGEN, Tewksbury, ABD.
PCR rack (10pL, 200uL 1000pL) BIOLOGIX, Jinan, Cin.
Sealing Film SIGMA ALDRICH, Taufkirchen,Almanya.
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Tablo 3.2. Caligmamizda kullanilan cihazlarin listesi.

Adi Markasi ve Modeli
Azot Altl.r.l Qg Ugurma FMS/SuperVap 6 Concentrators
Evoperatori

Azot Ureten Azot Jeneratorii

PEAK/ LC-MS Grade

Ultasonik Banyo

Bandelin Electronic/Sonorex Digital 10 P

Vorteks

IKA/MS3

HPLC-DAD cihaz1

Agilent Technologies /1200 Infinity

Cyg kromatogrif ayirim kolonu

Thermo Fisher Scientific/ThermoHypersil_keystone
(250x4,6 mm 5p)

Santrifiij

Hettich/ Micro 22R

+4C° Buzdolabi

Niive/DF 490

Hiicre Kiltiiri Kabini

Nuaire/Class 2A

Etliv Niive/EC 160
Su banyosu MEMMERT/WNB 14
Mikroskop Euromex/Oxion Inverso

Otomatik hiicre sayim cihazi

Celeromics/Micro Counter 2100 Mini 11"

Mikroplak okuyucu
spektroforometre

Neales/MB-530
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Tablo 3.2. Devami

Mikroplak okuyucu
spektroforometre

Thermo Fisher Scientific/Varioskan Flash 3001

Muse hiicre analiz cihazi

Merckmillipore/Muse Cell Analyzer

Akis sitometri cihazi

ACEA Biosciences/NovoCyte

Qubit cihazi Invitrogen/Qubit fluorometer
Thermo Fisher Scientific/Applied Biosystems™ 7500 Fast DxReal-
PCR cihaz1 Time PCR Instrument, StepOnePlus Real-Time PCR System,ProFlex

PCR System

Tablo 3.3. Caligmamizda kullanilan kimyasallarin listesi.

Adi

Uretici Firma

Diklorometan

SIGMA ALDRICH, Taufkirchen,Almanya

Hekzan SIGMA ALDRICH, Taufkirchen,Almanya
Ethanol SIGMA ALDRICH, Taufkirchen,Almanya
Methanol SIGMA ALDRICH, Taufkirchen,Almanya

Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti

Talya Bitkisel, Antalya, Tiirkiye

Protokatesuik asit
(3,4-Dihidroksibenzoik asit)

SIGMA ALDRICH, Taufkirchen,Almanya

Besiyeri (DMEM/Ham's F-12, with
L-Glutamine)

CAPRICORN, Ebsdorfergrund, Almanya

Besiyeri (DMEM High Glucose with
L-Glutamine)

CAPRICORN, Ebsdorfergrund, Almanya

FBS (Fetal Sigir Serumu)

CAPRICORN, Ebsdorfergrund, Almanya

L-Glutamin

CAPRICORN, Ebsdorfergrund, Almanya

Tripsin-EDTA soliisyonu

CAPRICORN, Ebsdorfergrund, Almanya
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Tablo 3.3. Devam

Hybrid-R mini kit

GENEALL Seoul, Kore

HyperScript FirstStrand cDNA Sentez Kiti

GENEALL Seoul, Kore

PBS (Phospate buffered saline)

CAPRICORN, Ebsdorfergrund, Almanya

Tripan mavisi

CAPRICORN, Ebsdorfergrund, Almanya

RIPA tamponu

CAPRICORN, Ebsdorfergrund, Almanya

hFOB 1.19 hiicre hatt1

SIGMA ALDRICH, Taufkirchen,Almanya

MG-63 hiicre hatt1
(Prof. Dr. Leyla Didem Kozaci’nin hediyesidir.)

SIGMA ALDRICH, Taufkirchen,Almanya

MTT Hiicre Canlilig: Kiti

BIOTIUM,Fremont, ABD

DMSO (Dimetil Siilfoksit)

SIGMA ALDRICH, Taufkirchen,Almanya

Sitotoksisite Tespit Kiti (LDH)

SIGMA ALDRICH, Taufkirchen,Almanya

NZY Bradford Reaktif

NZYTECH, Lisboa, Portekiz

Muse Annexin V and Olii Hiicre Kiti

MERCK MILIPORE, Darmstadt, Almanya.

TUNEL Apoptoz Tespit Kiti

SIGMA ALDRICH, Taufkirchen,Almanya

Triton-X-100

SIGMA ALDRICH, Taufkirchen,Almanya

H.0;

Aklarkimya, Ankara, Tiirkiye

BSA (Si1gir Serum Albumini)

CAPRICORN, Ebsdorfergrund, Almanya

Propidyum lodide

INVITROGEN, Waltham,ABD

Rnase

INVITROGEN, Waltham,ABD

Realamp SYBER Green mastermix

GENEALL Seoul, Kore

Qubit ssDNA Kiti

INVITROGEN, Waltham,ABD
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3.2. Yontemler

3.2.1.Ficus carica Bitkisi Su Bazlh Meyve Ekstraktimndan Sulu Fraksiyon

Hazirlamasi

Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti (Nante Kimya) 500 mL olarak ticari olarak
temin edildi. Baglangi¢ hacmi olarak 50 mL olarak alinan incir ekstrakti 2 saat
boyunca 70°C’de azot altinda ugurma islemine tabii tutuldu. 1:20 oraninda hekzan
eklenir ve ultrasonik banyoda 5 dakika sonike edildi. Ayrima hunisi ile iist kisimda
olusan faz ayirildi ve dipte kalan kisitm 10 dakika 70°C’de azot altinda ugurma
islemine tabii tutuldu. 1:20 oraninda diklorometan eklendi ve ultrasonik banyoda 5
dakika sonike edildi. Ayrima hunisi ile iist kisimda olusan faz ayirildi ve dipte kalan
kisim 10 dakika 70°C’de azot altinda ugurma islemine tabii tutuldu. 1:20 oraninda
metanol eklendi ve ultrasonik banyoda 5 dakika sonike edildi. Ayrima hunisi ile {ist
kisimda olusan faz ayirildi ve dipte kalan kistm 10 dakika 70°C’de azot altinda
ucurma islemine tabii tutuldu. 1:20 oraninda etanol eklendi ve ultrasonik banyoda 5
dakika sonike edildi. Ayrima hunisi ile {ist kisimda olusan faz ayirild1 ve dipte kalan
kisim 10 dakika 70°C’de azot altinda ugurma islemine tabii tutuldu. 1:20 oraninda
ultra saf su eklendi ve ultrasonik banyoda 5 dakika sonike edildi. Ekstraksiyon

islemleri sonucunda 15 mL incir sulu fraksiyonu elde edildi (39).

Sekil 3.1. Incir ekstrakt.
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Sekil 3.2. Azot altinda ugurma evoperatorii.

3.2.2. HPLC-DAD Analizi

Kromatografi, bir karisimdaki kimyasal bilesenlerin bir sabit faz ve bir
hareketli faz yardimiyla ayrilmasi, taninmasi ve tayini ile kalitatif ve kantitatif
analizlerin yapildigr yontemlerin genel adidir ve analitik bir metottur. Yiiksek
Performanslh Sivi Kromatografi (HPLC) organik asitlerin ayrilmalarinda ve miktar
tayinlerinde, etkili metotlardir (42). Calismamizda HPLC, Ficus carica bitkisi meyve
ektraktindaki Protokatesuik asit tayini i¢in kullanilmistir. Calismanin bu agamasinda
Protokatesuik asit kullanilmasinin amaci HPLC yonteminin deneysel asamasinda
standardizasyon asamasinin gerceklestirilmesidir. Ayrica incir total ekstresinin
detaylica incelendigi bu Oncii tez ¢aligmasi tamamlanmasi ile elde edilecek veriler
1s1ginda; ilerleyen calismalarda total incir ekstrati icerisinde etken madde adayi
olabilecek Protokatesuik asit gibi spesik aday molekiillere odaklanilacaktir. Boylece
incir’den elde edilecek spesifik molekiillerin ila¢g aday1 olabilme yolunda devam

edecek ileri ¢aligmalar planlanmaktadir.

Ticari olarak temin edilen Protokatesuik asit standart1 ile HPLC kullanilarak
Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti sulu fraksiyonu icerisindeki protokatesuik asit
variligi belirlenmis ve miktar1 Olgiilmiistiir. Protokatesuik asit standartt Sppm,
10ppm, 20ppm, 40ppm, 50ppm, 100ppm’lik ¢ozeltiler hazirlanmistir. Akis hizi 5
mL/dk, kolon sicakligi 25°C’ye ayarlanmistir. Kromatogrif ayirim Cig kolon ile
yapilmustir.
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0,1 mg/mL stok ¢ozelti hazirlandi.

Tablo 3.4. Kalibrasyon i¢in stok ¢ozeltiden hazirlanan ¢ozeltiler.

Cozeltiler Ana stok Saf su
S5ppm 50uL 950uL
10ppm 100pL 900uL
20ppm 200pL 800uL
40ppm 400uL 600uL
50ppm 500pL 500uL

Sekil 3.3. HPLC-DAD analiz cihazi (Agilent Technologies 1200 Infinity).
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3.2.3. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii besiyerleri laboratuvar ortaminda hiicrelerin normal metabolik
aktivitelerinin  stirdiirebilmek i¢in gerekli olan ¢evreyi saglayan besleyici
soliisyonlardir. Besiyerlerinin igeriklerindeki aminoasit, vitamin ve iyonlarla

hiicrelerin gelisimini destekler (43).

3.2.3.1. Hiicre Kiiltiirii Medium Hazirlanisi

Her 500 ml medium igerisinde;

e 50 ml FBS (%10)

e 5mlPBS (%1)

e 5 ml Penicillin/Streptomycin (%1)

e 5 ml L-Glutamine (%1) bulunmaktadir.

Calismamizda hFOB hiicre hatt1 icin DMEM/Ham’s F-12, with L-Glutamine,
MG-63 hiicre hatt1 igin DMEM High Glucose with L-Glutamin besiyeri kullanildi. In
vitro deneylerde hiicreler yaklasik 2x10° hiicre/cm? yogunlugunda ekildi (43).

3.2.3.2. Hiicre Kiiltiirii inkiibasyon Kosullari

Insan ostesarcoma hiicre hatt1 MG-63 ve insan osteoblast hiicre hattt hFOB -
80°C’de muhafaza edilen hiicreler, 37°C’de su banyosunda hiicre kiiltlirii ¢6zme
protokoliine uygun olarak ¢oziildi ve 75 cm®lik filtreli hiicre kiiltiirii flasklina
aktarildi. Hiicre kiiltiirii iglemleri ultraviyole ile sterilize edilen laminar hava akimli

calisma kabinlerinde gergeklestirildi (43).

Flaska aktarilan hiicreler, 37°C sicaklikta, %5 CO, ve nem ortamindaki etiivde
inkiibe edilerek c¢ogaltildi. Hiicre hatlarindaki canlilik, cogalma ve enfeksiyon
acisindan degisiklikler mikroskopta giinliik olarak izlendi. Flasklarda %380’iin

tizerinde hiicre yogunlugu gézlendiginde hiicreler pasajlanarak ¢ogaltildi (43).
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3.2.3.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

DMEM/Ham’s F-12, with L-Glutamine ve DMEM High Glucose with
L-Glutamin besiyerleri hiicreleri beslemek i¢in gerekli glukoza, hiicrelerin canliligini
siirdiirebilmek i¢in uygun pH’a, hiicresel fonksiyonlar1 siirdiirebilmek i¢in gerekli
aminoasit ve vitaminlere sahiptir fakat hiicresel gelisim i¢in yeterli olmayabilir. FBS
hiicrelerin tutunabilmesi ve c¢ogalabilmesi i¢in kullanilan zengin bir protein
cozeltisidir. FBS’in i¢inde biiyiime faktorleri, hormonlar, enzimler, yiizeye
tutunmay1 saglayan proteinler vardir. Hiicrelerin pasajlanmasi esnasinda kullanilan
enzim tripsindir. Tripsin hiicrelerin ylizden ayrilmasimmi saglar. Hiicre kiiltiirii
sirasinda kontaminasyon riskini énlemek amaciyla biitiin uygulamalar kabin i¢erinde

yapildi (43).Hiicre kiiltiirii uygulama basamaklart;

Hiicreler inkiibatérden ¢ikarilir ve mikroskopta incelenir. Flasktaki eski
medium bosaltildi. Steril PBS ile flask yikanir, sonrasinda PBS uzaklastirildi. Tripsin
eklendi. (kullanilan flaskin biiytikliigiine gére 3-6 mL arasinda). Hiicreler inkiibatore
kaldildi. 2-7 dakika 37°C’de inkiibe edildi Inkiibatordeki hiicreler mikroskopta
incelenir ve hiicrelerin flask yiizeyden ayrildigindan emin olduktan sonra eklenen
tripsin miktarimin yaklagik 3 kati kadar besiyeri flaska eklendi. Hiicre sayisim
hesaplamak i¢in 60uL tripan mavisi ile 40uL tripsin-medium karigimi siispanse
edilerek mikroskop altinda sayildi ya da hiicre sayim cihazinda alan taranarak sayim
yapildi. Hiicre siispansiyonu 5 dakika 1500 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatan kismi
uzaklastirilarak pelet kismi hiicre besiyeri ile ¢oziilerek bir sonraki deney asamasina

uygun olarak yeniden ekim yapilidi (43).

3.2.3.4. Hiicrelerin Dondurulma ve Saklama islemleri

Flask yiizeyine yapisan hiicrelerin tripsin-EDTA soliisyonu ile flask
ylizeyinden ayrilmasi saglandi ve santrifiij edilidi. Santrifiij sonrasinda tripsin-
EDTA’nin uzaklastirilmasi ile elde edilen pelet, 1 mL medium ilave edildikten sonra
hiicre sayimi yapildi. Sayim isleminden sonra tripsin-EDTA miktarinin en az iki kati
kadar tam besiyeri eklenerek siispanse edildi. Hiicre siispansiyonu falkona aktarildu.
Hiicre siispansiyonu 5 dakika 1500 rpm’de santrifiij edildi. Pelet kismina 900ul tam
besiyeri eklendi ve pipetaj yapildi. %20 DMSO ve %20 FBS iceren bir besiyeri
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hazirlandi ve 900uL hiicre siispansiyonuna eklendi. Hiicre siispansiyonu kryo vial
tiipler icine alind1 ve kademeli olarak donduruldu. -80°C derin dondurucu veya sivi

azot tanki igerisinde muhafaza edildi (43).

3.2.3.5. Hiicrelerin Céziilme Islemleri

Azot tanki icerisinde muhafaza edilen hiicreler, 37°C’deki su banyosunda,
icerisinde %10 miktarinda buz kalacak sekilde ¢oziildii. Steril falkona 7-9 mL tam
besiyeri konuldu. Dondurma tiipii icerindeki hiicre siispansiyonu, falkona aktarildi.
Hiicre siispansiyonu 5 dakika 1500 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda elde
edilen pelet, tam besiyeri ile ¢6ziildii ve pipetaj yapildi. Flaska aktarilan hiicreler,

mikroskop altinda incelendikten sonra etiivde inkiibe edildi (43).

3.2.4. Hiicre Sayimi

Calismamiz siiresince iki sekilde hiicre sayimi yapildi. Sayim i¢in Celeromics
(Micro Counter 2100 Mini 11") hiicre sayim cihazi kullanildi. Ayrica manuel sayim
icin 10ul hiicre silispansiyonu ve 90uL tripan mavisi ile karigtirilir, lam {izerine
konularak 5 bolgedeki hiicreler sayildi. Bulunan hiicre sayisi miktar1 50.000 ile

carpildiginda ¢ikan sonu¢ 1 mL mediumda ka¢ milyon hiicre oldugunu gosterir.

\\\

Sekil 3.4. Otomatik hiicre sayim cihazi (Micro Counter 2100 Mini 11").
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3.2.5. Sitotoksisite Analizi

Calismamizda sitotksisite analizi icin MTT ve LDH yontemi uygulanmaistir.

3.2.5.1. MTT Yontemi

MTT-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil  tetrazolyum  bromid (MTT),
tetrazolyum tuzudur ve Mosmann tarafindan hiicre canliliginin ve proliferasyonun
Olglilmesi, hiicre popiilasyonunun dis faktorlere tepkisinin sayisal tahlilinde in vitro
temel olusturmak i¢in onerilmistir (44). Yontem MTT ajanin hiicrelere eklendikten
sonra inkiibasyona birakilarak meydana gelen renk degisiminin kolorimetrik olarak
belirlenmesi prensibine dayanir. Olusan renk degisikligi, sar1 ile renklendirilmis
formazon tuzlarmin, canli hiicrelerin mitokondrilerinde tetrazolyum tuzunun
azalmas1 sonucunda olusmaktadir. Boylece, bu bilesiklerin absorbans degeri ile

metabolik olarak aktiviteleri orantili oldugu i¢in belirlenebilir.

MTT ajanmin uygulanmasindan 1 giin 6nce 96’lik plak icerisindeki her
kuyucuga 5000 hiicre olacak sekilde 100uL kiiltiir mediumu ile hiicreler ekildi.
Mikroplak hiicreler ylizeye tutunana kadar (bizim hiicrelerimiz igin 24 saat yeterli
oldu) 37°C, %5 CO, kosullarindaki inkiibatorde bekletildi. 24 saatlik inkiibasyondan
sonra, dilue edilmis incir bitkisi sulu fraksiyonu hiicrelere uygulandi. Biz
calismamizda 6 doz ve 3 tekrarli olarak hazirlamis oldugumuz Ficus carica bitkisi
meyve ekstrakti sulu fraksiyonunu, her kuyuya toplam hacim 300pL olacak sekilde
uygulandi (45).

Sekil 3.5. Mikroplak okuyucu spektroforometre (MB-530).

27



Tablo 3.5. MTT ¢alismasi igin hazirlanan plate diizeni.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A BESIYERI | BESIYERI | BESIYERi | BESIYERi | BESIYERi | BESIYERI | BESIYERi | BESIYERi | BESIYERi | BESIYERi | BESIYERi | BESIYERI
(300 pL) | (300 L) | (300 uL) | (300 L) | (300 uL) | (300 L) | (300 uL) | (300puL) | (300puL) | (300uL) | (300 L) | (300 L)
8 BESIYERI | MG-63 MG-63 MG-63 hFOB hFOB hFOB hiicre + BESIYERI
(300 pL) 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 besiyeri (300 pL)
c BESIYERI | MG-63 MG-63 MG-63 hFOB hFOB hFOB hiicre + BESIYERI
(300 pL) 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 besiyeri (300 pL)
5 BESIYERI | MG-63 MG-63 MG-63 hFOB hFOB hFOB hiicre + BESIYERI
(300 pL) | 1:1000 1:1000 1:1000 1:1000 1:1000 1:1000 | besiyeri (300 pL)
. BESIYERI | MG-63 MG-63 MG-63 hFOB hFOB hFOB H,0, + BESIYERI
(300 pL) | 1:10000 | 1:10000 | 1:10000 | 1:10000 | 1:10000 | 1:10000 | besiyeri (300 pL)
. BESIYERI | MG-63 MG-63 MG-63 hFOB hFOB hFOB H,0, + BESIYERI
(300 pL) | 1:100000 | 1:100000 | 1:100000 | 1:10000 | 1:10000 | 1:10000 | besiyeri (300 pL)
- BESIYERI H,0, + BESIYERI
(300 pL) besiyeri (300 pL)
w BESIYERi | BESIYERi | BESIYERi | BESIYERi | BESIYERi | BESIYERi | BESIYERi | BESIYERi | BESIYERi | BESIYERi | BESIYERi | BESIYERi
(300 uL) | (300 L) | (300 uL) | (300 L) | (300 uL) | (300 uL) | (300 pL) | (300pL) | (300uL) | (300uL) | (300 L) | (300 L)

Calismamizda her saat dilimi i¢in Tablo 3.5’deki plate diizeni uygulandi ve
calismamizda 0. Saat, 12. Saat, 24. Saat, 48. Saat, 72. Saat dilimi olmak {izere 5 saat
dilimi uygulandi. Uygun saat diliminde 96’lik plak kuyucuklarinda bulunan
mediumdan 100uL wuzaklastirilarak MTT analizine baslandi. 96’lik plak
kuyucuklarinda kalan 200puL hiicre-medium siispansiyonuna hazirlanan olan 10pL
MTT soliisyonu eklendi. 3 saat 37°C, %5 CO3, %95 nem ortaminda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda, kuyucuklardan 200 pL hiicre-medium siispansiyonu
cekilerek 200uL. DMSO eklendi. DMSO ekleme isleminden sonra hiicreler,
mikroplak okuyucu spektroforometre ile 570nm’de absorbans degeri Olclimler
yapildi. Microsoft Excel programi ile 3 tekrarli olarak yapilan 6lgiim isleminin
ortalamasi alind1 ve bu dogrultuda bir sonraki deney basamagi i¢in uygun saat ve doz

miktari tespit edildi (45).
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3.2.5.2. LDH Yontemi

LDH (Laktat dehidrogenaz) etkinliginin Ol¢iimii, hiicre 6liimii ve hiicre
lizisinin sayisal degerlendirilmesi icin kullanilan kolorimetrik bir testir. Hasarli
hiicrelerden salinan, sitozolik, laktat dehidrogenaz (LDH) enzimini kantitatif olarak
Olger (46). Biz c¢alismamizda LDH yontemini Bradford yontemi ile birlikte
degerlendirdik. Bradford metodu, Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin
proteinlere baglanmasi sonucunda olusturdugu renkli c¢ozeltilerin 595 nm’de
absorbansinin Olciilmesi ilkesine dayanir ve bu sayede 6rnek icerisindeki protein
konsantrasyonu kantitatif olarak gosterilebilir (47). Calismamizda iki yOntemi
birlikte degerlendirilip birim protein basina diisen enzim miktar1 hesaplanarak 6l¢iim

yapilmuistir.
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Sekil.3.7. LDH y6teminin mekanizmasi (48).
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Tablo 3.6. LDH ve Bradford yontemi i¢in plate diizeni.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
hFOB hFOB hFOB hFOB hFOB hFOB MG-63 MG-63 MG-63 MG-63 MG-63 MG-63
A 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10
24 saat 24 saat 48 saat 48 saat 72 saat 72 saat 24 saat 24 saat 48 saat 48 saat 72 saat 72 saat
hFOB hFOB hFOB hFOB hFOB hFOB MG-63 MG-63 MG-63 MG-63 MG-63 MG-63
B | 1:10024 | 1:100 24 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100
saat saat 48 saat 48 saat 72 saat 72 saat 24 saat 24 saat 48 saat 48 saat 72 saat 72 saat
hFOB hFOB hFOB hFOB hFOB hFOB MG-63 MG-63 MG-63 MG-63 MG-63 MG-63
C | 1:1.000 1:1.000 1:1.000 1:1.000 1:1.000 1:1.000 1:1.000 1:1.000 1:1.000 1:1.000 1:1.000 1:1.000
24 saat 24 saat 48 saat 48 saat 72 saat 72 saat 24 saat 24 saat 48 saat 48 saat 72 saat 72 saat
hFOB hFOB hFOB hFOB hFOB hFOB MG-63 MG-63 MG-63 MG-63 MG-63 MG-63
D | 1:10.000 | 1:10.000 | 1:10.000 | 1:10.000 | 1:10.000 | 1:10.000 | 1:10.000 | 1:10.000 | 1:10.000 | 1:10.000 | 1:10.000 | 1:10.000
24 saat 24 saat 48 saat 48 saat 72 saat 72 saat 24 saat 24 saat 48 saat 48 saat 72 saat 72 saat
hFOB hFOB hFOB hFOB hFOB hFOB MG-63 MG-63 MG-63 MG-63 MG-63 MG-63
E | 1:100.000 | 1:100.000 | 1:100.000 | 1:100.000 | 1:100.000 | 1:100.000 | 1:100.000 | 1:100.000 | 1:100.000 | 1:100.000 | 1:100.000 | 1:100.000
24 saat 24 saat 48 saat 48 saat 72 saat 72 saat 24 saat 24 saat 48 saat 48 saat 72 saat 72 saat
hFOB hFOB hFOB MG-63 MG-63 MG-63
F DMEM kontrol kontrol kontrol kontrol kontrol kontrol
24 saat 48 saat 72 saat 24 saat 48 saat 72 saat
G
H

Deneyde hiicre kiiltlirii iglemleri sirasinda toplanan medium kullandi. Tablo

3.6’da goriildiigli gibi 67 kuyucuga islem uygulandi. LDH kitinin protokoliine uygun

olarak icerisindeki 1 no’lu siseden kuyucuk basina 2.5pL, 2 no’lu siseden kuyucuk

basina 11.25uL eklenecek sekilde alinarak karigtirildi. Kuyulara 1:1 oraninda miks

ve medium eklendi. 30-60 dakika oda sicakliginda, karanlik ortamda inkiibe edildi.

492nm’de absorbans olglim gergeklestirdi (49). Aymi plate diizeni Bradford

deneyinde kullanildi. Bradford deneyi i¢in; 10uL mediuma 200uL Bradford ¢ozeltisi

eklendi.

Bradford deneyi

icin  595nm‘de absorbans

degeri

sleiildii  (50).

Spektrofotometrik 6l¢iim sonrasinda Bradford degerleri LDH degerlerine oranlandi.

Sekil 3.7. Mikroplak okuyucu spektroforometre (Varioskan Flash 3001).
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3.2.6. TUNEL Yo6ntemi

TUNEL yontem, apoptoza giden hiicreleri in vivo olarak boyamayir ve
degerlendirmeyi saglar. TUNEL yontemi; son yirmi yil i¢inde dokularda hiicre
Olimiinii degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Programlanmis hiicre
6liimii olan hiicreler, TUNEL yonteminde pozitif boyanir, ¢linkii bu method ¢ift iplik
DNA’larin kopmasinin tespit eder. Bu yontem 3’OH uglarinda floresan UTP'lerin
dahil edilmesine ve saptanmasina dayanir. Bu ydntem yaygin olarak “TdT-
dUTPnick-end-labelling” sozciiklerinin kisaltilmasi olan “TUNEL” yontemi adiyla
antlmaktadir (51).

Hiicre kiiltiiri ve MTT yontemine uygun meyve ekstrakti uygulamasi
yapildiktan sonra isleme baslandi. TUNEL yontemi igin TUNEL tespit Kiti
kullanildi. Hiicre ekimi i¢in chamber slide lam kullanildi. Kuyucuga kontrol icin
islemden 3 saat once DMSO, H,0; uygulandi. Besiyeri kuyucuklardan uzaklastirildi.
Lam, kuyucuk basina 1 mL PBS uygulanarak 15 sn bekletildi ve 2 kez yikandi.
Kuyucuk basina 200uL %100 metanol eklenerek -20°C’de 15 dakika bekletildi.
Metanol kuyucuklardan uzaklastirildi. Kuyucuk basina 1 mL PBS uygulanarak 15 sn
bekletildi ve 2 kez yikandi. Her kuyucuga %0,2 Triton X-100 igeren 1 mL PBS
eklenerek 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Her kuyucuk 1 mL PBS ile 2 kez
yikandi. Her kuyucuga 100pL Equation Buffer ile 5 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. 50uL Tunel Reaction Buffer + 1uL enzim eklendi. 3. kuyu Tunel Reaction
Buffer eklendi, enzim eklenmedi. 37°C’de 80 dakika nemli ve karanlik ortamda
inkiibe edildi. %0,1 Triton X-100 + 5 mg/mL BSA + PBS ile hiicreler 3 er kez
yikandi. Her soliisyon eklendikten sonra 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Yikama isleminden sonra eksitasyon dalga boyu 450-500nm ve tarama dalga boyu

515-565nm olmak iizere floresans mikroskobunda incelendi (52).
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3.2.7. Muse ™ Cihaz ile Canli ve Olii Hiicrelerin Evrelenmesi

Sitotksisite yontemleri sonuglar1 dogrultusunda hiicrelerin primer ve sekonder
apopotozunu belirlemek i¢in bu yontem kullanilmigtir. Bunun igin Muse™ Annexin

V ve Olii Hiicre Kiti kullanildu.

Annexin V, normal olarak hiicre zarinin i¢ yiiziine lokalize olan bir membran
bileseni olan fosfotidil serin (PS) icin yiiksek bir afiniteye sahip olan bir kalsiyum
bagimli fosfolipid baglayici proteindir (53).

Apoptotik yolun baslangicinda, PS molekiilleri, Annexin V'nin bunlar1 kolayca

baglayabildigi hiicre zarinin dis yiizeyine translokasyona ugrar (53).

Muse ™ Annexin V ve Olii Hiicre Testi, apoptotik hiicrelerin dis
membranindaki PS'yi saptamak i¢in Annexin V kullanir. Hiicre zarinin yapisal

biitiinligiliniin bir gostergesi olarak 6lii bir hiicre markeri de kullanilir.

3 tekrarl1 olacak sekilde kontrol ve meyve ekstrakti uygulanacak hiicreler plaga
ekim yapildi. Uygulama icin ICsp dozuna gore uygun saat ve dozda meyve ekstrakti
uygulamasi yapildi. Besiyeri pipet yardimi ile ortamdan uzaklastirildi. Besiyerinin
ortamdan uzaklagtirllmasindan sonra her kuyuya 1’er mL Tripsin eklendi. Tripsin
eklenmesiyle inkiibatore kaldirilan hiicreler 5 dk inkiibe edildi (2 dk da bir
mikroskopta hiicrelerin yiizeyden kalkip kalkmadigi kontrol edilebilir). Hiicreler
yiizeyden kalktiysa iizerine tripsinin etkisini gidermek i¢in tripsin miktarinin yaklasik
3 kat1 kadar besiyeri eklendi, bir kag defa besiyeri pipet yardimiyla yikandi.
Ependorf tiiplere alinan hiicre siispansiyonu 5 dk 1500 rpm’de santrifiij edildi.
Tripsinin pipet yardimi ile uzaklastirilmasi ile dipte pelet durumunda kalmis olan
hiicrelere 37°C’de 1 mL besiyeri eklendi. Hiicreler homojenize olana kadar
vortekslendi. Hiicre saymmi yapildi. (Muse yonteminde en fazla 500.000 hiicre
uygulamaya alimmalidir). 0,1 mL besiyeri hiicre silispansiyonu anneksin V
uygulamasi i¢in baska ependorf tiiplere alindi. Annexin V i¢in ayrilmis olan 100uL
besiyeri-hiicre siispansiyonuna 100uL Anneksin V reagent eklendi. Pipetaj ve
vortexleme islemi yapildi. Karanlikta, oda sicakliginda 20 dk inkiibe edildi. Muse

hiicre analiz cihazi ile analiz edildi (54).
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3.2.8. Kantitatif RT-PCR Yontemiyle Apoptotik Gen Diizeylerinin

Belirlenmesi

Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR); hiicrelerden
izole edilen RNA molekiillerinin retroviriislerden izole edilen Revers transkriptaz
enzimi yardimiyla komplementer DNA (cDNA) sentezini ger¢eklestirmesi sonucu,

gen ekspresyonu analizlerinin yapilabildigi hizli ve hassas bir yontemdir (55).

Kantitatif PCR (qPCR); PCR iiriinleri nicel olarak 6lgmek i¢in kullanilir. Aym
zamanda real-time PCR cihazi ile gergek zamanli olarak gen ekspresyonunun
miktarsal degisimi gozlemlenebilir. Bu nedenle, elektroforez asamasina ihtiyag
duyulmaz. PCR reaksiyonu sirasinda gen ekspresyonlarina bagli olarak floresan
sinyalinde degisim gozlemlenir ve bu degisimler RT-PCR cihazinda anlik olarak

gozlemlenebilir (55).

qPCR reaskiyonlarinda farkli floresans boyalar kullanilmakla birlikte, yaygin
olarak SYBER Green ve TagMan kullanilir (55). Bu c¢alismada, PCR f{iriinlerini
isaretlemek i¢cin SYBER Green metodu kullanilmistir.

Gergek zamanli PCR; gen ifadesini 6l¢giilmesi, microRNA ve noncoding RNA
analizi, SNP genotipleme, kopya numarasi tiirevlerinin tespiti, nadir mutasyonlarinin
tespiti, genetigi degistirilmis organizmalarin tespiti, vb.gibi ¢ok cesitli uygulamalara

sahiptir (55).

3.2.8.1.RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu i¢in Hybrid-R mini kit ve HyperScript FirstStrand
cDNA Syntesis Kit kullanild1.

Besiyeri ve hiicrelerin siispansiyonunda 500uL ependorf tiipe alindi. 750uL
Riboex eklendi. Alt iist edildikten sonra, oda sicakliginda 5 dk bekletilir, boylece

riboex’in etki gdstermesi saglandi. 200puL kloroform eklenerek faz olusumu saglandi.

Alt iist edilerek 2 dk bekletildi. 4°C 12000g devirde 15 dk santrifiij edildi (~11000
rpm).
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Ust faz gekilerek ayri bir efendorfa alindi (yaklasik ~1 mL RNA fazi elde
edildi). Uzerine 1:1 oraninda RB1 eklendi. (Total ImL RNA oldugu igin 500 uL
olacak sekilde 2 ependorf hazirlandi. 700uL’si pipetaj yapilarak Type F kolona
alindi. Oda sicakliginda 10000g devirde 30 sn santrifiij yapildi. Kolondan collection
tiiplere siiziilen siiziintii dokildi. SW1 500uL eklendi. 10000g devirde 30 sn oda
sicakliginda santrifiij edildi, collection tiipler biriken siiziintii dokiildi. 500uL RNW
eklenir. 10000g’de 30 sn oda sicakliginda santrifiij edildi, collection tiipler biriken
stiziintii dokuldi. Tekrar santrifiij edildi, altinda biriken siiziintii ile birlikte collection
tipler atildi. Kolonlar ependorf tiliplerlere yerlestiridi. 50ul. RNAaz free water
eklendi. Bu kolona tutunan RNA’nin ependorfa aktarilmasini saglandi. 1 dakika

10000g’de santrifiij edildi. -20°C’de PCR asamasi olana kadar muhafaza edildi (56).

3.2.8.2. cDNA Sentezi

cDNA sentezi GeneAll HyperScriptFirst Strant Synthesis Kit kullanildi.

MG-63/hFOB (2 6rnek tipimiz vardi, kontrollerle birlikte 4 6rnek i¢in ¢alisma
yapildi. Her biri i¢in 6 tiip yapildi). Oncelikli olarak genomik DNA’y1 uzaklastirmak
icin Tablo 3.7°de gosterildigi gibi 14pL olacak sekilde reaksiyon hazirlandi.

20uL reaksiyon karisimi i¢in 2uLL RNA kullanildi. cDNA’nin ilk zincir sentezi
a. Tabloda belirtilen sekilde karisim niikleaz igermeyen tiip
igerisinde hazirlandi.

b. Yavasca karigtirildi ve santrifiij edildi.

Tablo 3.7. gDNA uzaklagtirmak i¢in reaksiyon hazirlanmasi.

Karisim Miktar (uL)
RNA 2
Nuclease free water 9,5
dNTP mix. 1
Oligo dT primer 0,75
Random Hexamer 0,75
Toplam 14
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ProFlex Thermal Cycle PCR’da 65°de 5 dakika inkiibe edildi. Ardindan 1

dakika boyunca buz iizerine konuldu. Tablodaki bilesenler karisima eklendi.

Tablo 3.8. ¢cDNA sentezi i¢in kullanilan karigimin igerigi.

Karigim Miktar (ul)
HyperScript ters transkriptaz enzimi 1
10x RTase Buffer 2
0.1M DTT 2
RNase inhibitérii 1

Her bileseni eklendi, hafifce karistirdi ve kisa santrifiijleme yapildi. Asagidaki
gibi ProFlex Thermal Cycle’da inkiibe edilerek cDNA olusturuldu (57).

Thermal cycler kosullar;

55°’de 60 dakika

85°C’de 5 dakika

3.2.8.3. DNA Konsantrasyonun Hesaplanmasi

DNA’nin miktarmi 6lgmek amaciyla Qubit ssDNA assay kit kullanilarak, 260

nm dalga boyunda Qubit Flowsitometri cihazinda optik dansite dlciilerek hesaplandi.

[k asamada Qubit ssDNA reaksiyon karisimi ve ssDNA tamponundan olusan
1:200 oranindaki ¢alisma solusyonu hazirlandi. Bu solusyon; her bir 6rnek i¢in 1uL
reaksiyon karisimi ve 199uL tampon icermektedir. Standart egri olusturmak iizere 3
adet standartin hazirlanmasi icin 3 adet ependorf tiiplinlin igerisine bu g¢alisma
solusyonundan 190uL ve 10uL’de standart solusyonu eklendi. Her bir standart tiip
Qubit 2.0 Fluorometre icerisine yerlestirilerek 6l¢iimii yapildi ve standart grafigi elde
edildi. Daha sonra, her bir 6rnek i¢in hazirlanan ependorf tiiplerinin igerisine 199uL
hazirlanan solusyondan ve 1ul DNA 6rneginden alinip, 2-3 saniye vortekslendi. Tiim
tipler 15 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi. Daha sonra Qubit 2.0

Fluorometre igerisine yerlestirilip 6lgtimleri yapildi (55).
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3.2.8.4.qRT-PCR

ACTB, GAPDH (referans gen) ve apoptotik genler olan Bax, Bad, Bim, Bak,

kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 primer dizileri Sentegen (Tirkiye) tarafindan dizayn

edildi.
Tablo 3.9. Calismada kullanilan primerler.

Gen No Oligoniikleotid Dizisi m
°C)

BAX NM_001291428 Sense Primer AGCAAACTGGTGCTCAAGGC 58
Anti-Sense Primer CCACAAAGATGGTCACTGTC 52

BAD NM_004322 Sense Primer CCGAGTGAGCAGGAAGACTC 58
Anti-Sense Primer GGTAGGAGCTGTGGCGACT 58

BIM NM_138621 Sense Primer ACAGAGCCACAAGACAGGAG 56
Anti-Sense Primer CCATTGCACTGAGATAGTGGTTG 57

BAK NM_001188 Sense Primer TTTTCCGCAGCTACGTTTTT 54
Anti-Sense Primer TGGTGGCAATCTTGGTGAAGT 55

kaspaz-3 NM_004346 Sense Primer ATGGAAGCGAATCAATGGAC 53
Anti-Sense Primer AGTTTCTGAATGTTTCCCTGAG 54

kaspaz-8 NM_033355 Sense Primer GATGTTATTCCAGAGACTCCAG 54
Anti-Sense Primer GGTAGGTAATCAGCAAATCCA 52

kaspaz-9 NM_001229 Sense Primer GGCTCTTCCTTTGTTCATCTCC 56
Anti-Sense Primer TCACCAAATCCTCCAGAACCA 55

ACTB NM_001101 Sense Primer CTGTGCTATCCCTGTACGCC 57
Anti-Sense Primer CCATCTCTTGCTCGAAGTCCA 58

GAPDH NM_002046 Sense Primer TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG | 58
Anti-Sense Primer TCCTTGGAGGCCATGTGGGCCAT 62

GAPDH (referans gen) ve apoptotik genler olan Bax, Bad, Bim, Bak, kaspaz-3,
kaspaz-8, kaspaz 9 mRNA diizeyleri, SYBER Green kullanilarak StepOnePlus Real-
Time PCR sistem ile Olglildii. qRT-PCR icin Tablo 3.10°da belirtilen karigim

hazirlanip Tablo 3.11°de belirtilen kosullarda reaksiyon gerceklestirildi (59).
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Tablo 3.10. gRT-PCR igin miks igerigi.

Karisim Miktar (uL)
2x SYBR gPCR Master Mix 10
ROX 1
Primer (Forward) 0,8
Primer (Reverse) 0.8
water 54
cDNA 2
Toplam 20

Tablo 3.11. Toplam 20ul olarak hazirlanmis olan gRT-PCR reaksiyonu kosullari.

SICAKLIK ZAMAN DONGU SAYISI
[k denatiirasyon 95°C 10 DAKIKA 1
Denatiirasyon 95°C 15 SANIYE
Annealing\ Uzatma . 40
60°C 1 DAKIKA
Algilama (tarama)
Melting 95-60°C 1 DAKIKA 30 SANIYE 1

Calismanin sonuglari Applied Biosystems™ 7500 Fast Dx Real-Time PCR

Instrument ile 520nm’de analiz edilmistir.

| W

Sekil 3.8. Real-Time PCR sistemi (StepOnePlus).
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3.2.9. Akis Sitometri Yontemi ile Hiicre Dongiisii Evrelerinin Belirlenmesi

Sitometri, hiicrelerin veya biyolojik partikiillerin fiziksel ya da kimyasal
karakterlerinin Ol¢lilmesidir. Akis sitometri ise, akan bir sivinin igerisindeki
hiicrelerin 6zelliklerinin incelenmesi olarak tanimlanabilir. Akis sitometrinin temel
yaklasimi; hiicrelerin boyut, sekil, DNA ve RNA icerigi, sitoplazmik graniileritesi
acisinda degerlendirilmesidir. Bu amacla hedeflenen yap1 ya da hiicre once floresan
madde ile isaretli bir antikor veya 6zel bir boya (niikleik asitlere 6zel propidyum

iyodiir) kullanilarak isaretlenir (60).

Sekil 3.9. Akis sitometri cihazi (NovoCyte).

Plate ekilmis olan hiicrelerin besiyeri pipet yardimi ile ortamdan uzaklastirildi.
Platedeki kuyucuk sayisina gore (eger 12 kuyu ise 1 mL, 6 kuyu ise 2 mL) tripsin
eklendi. Tripsin eklenen hiicreler 37°C'de 5' inkiibe edildi. 2' sonunda hiicreler
yiizeyden ayrilmis mi diye mikroskop altinda incelendi. Hiicreler plate yilizeyinden
ayrildiktan sonra, tripsin etkisini gidermek i¢in tripsin miktarinin 3 kat1 kadar
besiyeri eklendi. Pipetaj yapildi. Hiicreler hizli bir sekilde sayildi. (Yaklasik
1.000.000 hiicre olacak sekilde besiyeri ile sulandirildi.) Annexin V islemi igin
gerekli olan miktarsa hiicre ayirildi. Santrifiij edildi (1500 rpm 5 dk). Siipernatant
kismi atildi. Pelet kismina PBS eklendi. (1.000.000 hiicre basina 1 mL PBS)
Hiicreler birkag kez pipetlendi ya da hafif¢e vortekslendi. Santrifiij edildi ( 1500 rpm
5 dk). Siipernatant kismi atildi. Pelet kismina PBS eklendi ( 1.000.000 hiicre basina 1
ml PBS). Santrifiij edildi (1500 rpm 5 dk). Siipernatant kismi atildi. Hiicreler orta
hizda vortekslenirken damla damla 1 mL %70 IceCold eklendi. Boyama islemine

baslamadan Once +4°C’de en az saat yarim saat, en fazla 3 giin bekletildi. (Daha
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uzun siireli bekletilecekse -20°C’ye alinmalidir). Santrifiij edildi (300g 5 dk).
Stipernatant kismi atildi. 1 mL PBS eklenir. Santrifiij edilir (300 g 5 dk). Siipernatant
kismi atilidi. RNase eklendi. (Toz RNase ise 200 pug/mL, hazir siispanse edilmis
RNase ise 1000 pg/mL). (50uL ekledik). 15-20 dakika 37°C’de inkiibe edildi. PI
eklendi. ((10pL PI + 190uL PBS) x Ornek sayisi). 15-20 dakika 37°C’de inkiibe
edildi. Pipetaj yapilarak okuma asamasina gecildi (61).

3.2.10. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler ve hesaplamalar IBM SPSS istatistik programi
kullanilarak yapilmistir. Calismada LDH yontemi sonuglart 48.saat’de 5 farkli
konstantasyonun dagiliminda apoptotik hiicreler Anova testi ile incelenmistir. Analiz
donuglari test istatisigi ve p degeri verilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05
kabul edilmistir. Annexin V tespiti ile canli ve O6lii hiicrelerin evrelenmesinde
apoptotik hiicreler, qRT-PCR sonuglari, akis sitometrisi ile hiicrelerin hiicre

dongiisiinde sayilar1 Independent sample t test ile degerlendirilmistir.
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4 BULGULAR

4.1. Ficus carica Bitkisi Meyve Ekstrakti Sulu Fraksiyonu Hazirlanmasi

Ticari olarak elde edilen Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti, su bazli olarak
ekstrakte edilmistir. HPLC-DAD analizi i¢in sulu fraksiyon olarak hazirlanarak

igerigindeki organik maddelerin ¢6ziilmesi i¢in ¢esitli alkollerle muamele edilmistir.

4.2.HPLC-DAD Analizi ile Ficus carica Bitkisi Meyve Ekstrakti Sulu

Fraksiyonunda Bulunun Protokatesuik Asit Tayini

Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti i¢in bir standart madde olan Protokatesuik
asit varligi ve miktart HPLC cihaz1 ile belirlenmistir. HPLC-DAD (Diyot yayma
dedektorii) kullanilmistir. Protokatesuik asit standartt Sppm, 10ppm, 20ppm, 40ppm,
50ppm olarak 100ppm’lik stok c¢ozeltiden hazirlanarak Sekil 4.1.’de gozlemlenen
kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Akis hiz1 5 mL/dk’ya, kolon sicakligr 25°C’ye
ayarlanmistir. Mobil faz olarak % 0,1 trifloroasetik asit (asetonitril i¢erisinde), % 0,1

trifloroasetik asit (metanol igerisinde) hazirlanmistir.

Area 1
2500

2000 |
1500 - 5
1000

500 |

o :
0 50 100
Amount[mg/L]

Sekil 4.1. Protokatesuik asit standarti i¢in kalibrasyon egrisi.
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Sekil 4.2. Protokatesuik asit standart1 Sppm, 10ppm, 20ppm, 40ppm, 60ppm ve 100ppm

konsantasyonlarinin HPLC diyagrami.
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Yapilan HPLC-DAD analizi sonucunda Sekil 4.3’de ki HPLC diyagraminda
Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti sulu fraksiyonu icerisinde 8.17063x10™ mg/L

olarak bulundugu ortaya konmustur.

DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off (PROTO\PROTOKALIBRASYON 2017-10-30 18-22-44\D.D)
3000 N\
2500
2000
1500
1000

> o |

500

[8.760 - Protocatehuic Acid

DAD1 &, Sig=280,4 Ref=off (PROTOWPROT

=

C

N

T
11 imirg

Sekil 4.3. Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti sulu fraksiyonu HPLC diyagrami.

4.3. Ficus carica Bitkisi Meyve Ekstrakti Sulu Fraksiyonunun Hiicre

Hatlarinda I1Csy Dozajinin Belirlenmesi

HPLC analizini ardindan dozaj belirleme c¢alismalarina gecilmistir. 96
kuyucuklu plaka ile dozaj araliklar1 belirlenmeye ¢alisilmistir. Daha once belirtmis
oldugumuz hiicrelere farkli doz ve farkli saat araliklarinda Ficus carica bitkisi meyve
ekstrakti sulu fraksiyonu uygulanmistir. MTT islemi sonucunda mikroplak okuyucu

spektroforometre cihaziyla canlilik 6l¢iilerek yaklasik ICso degeri belirlenmistir.
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Tablo 4.1. MG-63 i¢in zamana ve doza bagli MTT ve ICsq degerleri.

MG63

1/1 | 1/10 |1/100 | 1/1000 | 1/10000 | 1/100000| NC |BLANK

0.SAAT |1,375|2,265|2,328 | 2,348 | 2,390 2,411 |2,452| 0,381
48% | 91% | 94% | 95% 97% 98%

12.SAAT [1,151|1,854|2,110| 2,089 | 2,174 2,217 2,430| 0,298
40% | 73% | 85% | 84% | 88% 90%

24 SAAT|1,036|1,530(1,573| 1,573 | 1,616 1,766 |2,431| 0,285
35% | 58% | 60% | 60% | 62% 69%

48.SAAT|0,932(1,145|1,357| 1,473 | 1,570 1,686 [2,285| 0,352
30% | 41% | 52% | 58% | 63% 69%

72.SAAT|0,739|0,996 | 1,167 | 1,303 | 1,337 1,457 [2,021| 0,312
25% | 40% | 50% | 58% 60% 67%

Tablo 4.2. hFOB igin zamana ve doza bagli MTT ve ICs, degerleri.
HFOB

1/1 | 1/10 |1/100 |1/1000 | 1/10000|1/100000| NC |BLANK

0.SAAT |1,845|2,191|2,234| 2,256 | 2,278 2,299 2,451 0,285
72% | 88% | 90% | 91% 92% 93%

12.SAAT [1,803|2,129 (2,194 | 2,216 | 2,238 2,303 |2,455| 0,280
70% | 85% | 88% | 89% | 90% 93%

24 SAAT |1,593|1,786(1,850| 1,871 | 1,914 2,021 |2,385| 0,244
63% | 72% | 75% | 76% 78% 83%

48.SAAT |1,335(1,412|1,528 | 1,625 | 1,625 1,721 |2,361| 0,215
52% | 56% | 61% | 66% 66% 70%

72.SAAT |1,316|1,499|1,609| 1,701 | 1,738 1,775 (2,215 0,380
51% | 61% | 67% | 72% 74% 76%
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Tablo 4.3. MG-63 i¢in zamana ve doza baglh ICg, degerleri.

MG-63 ICIN IC;, DEGERI

100%

90% - \\
80% -

o
= \
=2 70% —_—
=2 \\ ——1/10
2 60% — /
é \\ ——1/100

50%
5 ’ \ ———1/1000
= 40% 1/10000
@ 30% 1/100000
=

20%

10%

0% T T T 1
0.SAAT  12.SAAT  24.SAAT  48.SAAT  72.SAAT
Tablo 4.4. hFOB i¢in zamana ve doza bagl I1Csy degerleri.
hFOB ICIN IC;; DEGERI
100%
—_

90% \

o \/
o 0,
: X——
QO _—
g 60% \/ 1/10
= ——1/100
= 50%
2 TP ~———1/1000
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2 40% 1/10000
g ——1/100000

30%

20%

10%

0% T
0.SAAT 12.SAAT

24.SAAT 48.SAAT 72.SAAT
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Tablo 4.1. Ve Tablo 4.3.’den anlasilacag1 gibi Ficus carica bitkisi meyve
ekstrakti sulu fraksiyonu MG-63 hiicre hatt1 iizerinde %50 canliliga ulastig1 doz
1:100, saat araligi 48. saat olarak bulunmustur. Tablo 4.2. Ve Tablo 4.4.’de
gbzlemlendigi gibi hFOB hiicre hatti i¢in herhangi bir doz ve saat araliginda canlilik
%350 azalmadig icin sonraki deneylerde hFOB hiicre hattina kanser hiicre hattimiz
olan MG-63 ile ayn1 doz ve saat araliginda Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti sulu

fraksiyonu uygulanmuistir.

4.4. Ficus carica Bitkisi Meyve Ekstrakti Sulu Fraksiyonunun Hiicre

Hatlarinda LDH Diizeylerinin Belirlenmesi

Hiicre 6liimii sirasinda agiga ¢ikan LDH miktar1 nicelendirmek i¢in LDH ve

Bradford yontemi kullanilmistir.

Tablo 4.5. Kontrol hiicre hatti olan hFOB ve kanser hiicre hatti olan MG-63 igin
LDH/BRADFORD mean degerleri. Olciimler 3 farkli zaman aralig1 (24 saat,
48 saat, 72 saat) ve 5 farkli konsantrasyonda (1/100000, 1/10000,
1/1000, 1/100,1/10) yapilmustir.

KONTROL | 1/100000 1/10000 1/1000 1/100 1/10

24SA 1,499 0,669 0,580 0,712 0,900 1,109

MG-63 48SA 0,953 0,854 1,165 0,718 0,902 2,565
72SA 1,313 1,266 1,300 1,561 1,826 1,877

24 SA 2,022 1,072 0,809 0,694 0,858 0,858

hFOB 48 SA 0,990 0,665 0,802 0,601 0,719 1,007
72 SA 1,405 0,932 0,959 0,861 0,897 1,312
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Tablo 4.6. Kontrol hiicre hattt hFOB hiicre hattina ICsy doz ve zaman araligina uygun olarak

grafigi.

Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti uygulandiktan sonra LDH/BRADFORD mean
degerleri. Olgiimler 3 farkli zaman aralig1 (24 saat, 48 saat, 72 saat) ve 5 farkli
konsantrasyonda (1/100000, 1/10000, 1/1000, 1/100, 1/10) yapilmstir.

mavi; 24.saat, turuncu; 48.saat, gri;72.saat. (a) histogram grafigi (b) ¢ubuk

LDH 0,/ BRADFORDsge
AKTIVITESI (a.u.)

3,5

hFOB HUCRE HATTI ICIN LDH/BRADFORD
DEGERLERI

KONTROL 1/100000 1/10000 1/1000 1/100 1/10

m24SA m48SA m72SA

()
hFOB HUCRE HATTI ICIN LDH/BRADFORD
DEGERLERI
1S
5 2,5
O —~
OO: L:Uz 2,0 \
L 5
g E 1,5
QE'Z 1,0 /
E= &
S
< o5
(|
-
0,0
KONTROL 1/100000 1/10000 1/1000 1/100 1/10
e ) 4 SA 48 SA 72 SA
(b)
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hFOB hiicre hattina, farkli doz ve zaman araliginda Ficus carica bitkisi meyve
ekstrakti uygulanmigtir. Calisma 2 tekrarli olarak yapilmistir. ICsp zaman aralifi
olarak 48. Saat belirlenmis oldugu i¢in istatistiksel ¢alismamiz ayni zaman araligi
icin yapilmigtir. Tablo 4.6’da gozlemlendigi gibi degerler arasinda farklilik
gbzlenmezken, yapilan deneye gore uygulanan farkli dozlardan elde edilen sonuglar
arasinda hFOB hiicresinde 1/10 (p=0.367) 1/100 (p=0.215), 1/1000 (p=0.126),
1/10000 (p=0,230), 1/100000 (p=0.291) konsantrasyonlarinda birim protein basina
salinan LDH miktar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaistir

(p>0.05).

Tablo 4.7. Kanser hiicre hattt MG-63 hiicre hattina ICsy doz ve zaman araligina uygun olarak
Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti uygulandiktan sonra LDH/BRADFORD
mean degerleri. Olgiimler 3 farkli zaman arali1 (24 saat, 48 saat, 72 saat) ve 5
farkli konsantrasyonda (1/100000, 1/10000, 1/1000, 1/100, 1/10) yapilmustir.
mavi; 24.saat, turuncu; 48.saat, gri;72.saat. (a) histogram grafigi (b) ¢ubuk grafigi.

MG-63 HUCRE HATTI iCiN LDH/BRADFORD
DEGERLERI

AKTIVITESI (a.u.)

LDH,g,,/BRADFORD¢gs. 1,

KONTROL 1/100000 1/10000 1/1000 1/100 1/10

W 24SA m48SA m72SA

€Y
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Tablo 4.7°nin devami

MG-63 HUCRE HATTI iCIN LDH/BRADFORD
DEGERLERI

£ 3,0
OZ& 20
37
Q> 19 /[

-

2 0,5
&<
8 o0

KONTROL 1/100000 1/10000 1/1000 1/100 1/10
24SA 48SA 72SA
(b)

MG-63 hiicre hattina, farkli doz ve zaman araliginda Ficus carica bitkisi meyve
ekstraktt uygulanmistir. Calisma 2 tekrarli olarak yapilmistir. ICsp zaman aralig
olarak 48. Saat belirlenmis oldugu i¢in istatistiksel calismamiz ayni zaman araligi
i¢in yapilmistir. LDH yontemi uygulanmasindan sonra MG-63 hiicre hatlarinda LDH
miktarinin  birim proteine oranla dogrusal olarak arttigt Tablo 4.7°de
gozlemlenmistir. Bu dogrusal artis 48. Saatte 1/100 (p=0.071), 1/1000 (p=0.490),
1/10000 (p=1.000), 1/100000 (p=0.998) konsatrasyonlarda istatistiksel olarak
anlamli  bulunmamstir (p>0.05). Istatistiksel analiz sonucunda 1/10 (p=0.049)

konsantrasyonunda anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05).

4.5. TUNEL Yontemi ile Apoptotik Etkinin Gozlemlenmesi

TUNEL yontemi c¢alismamizda apoptozun histolojik olarak goriintiilenmesi
amaciyla yapilmistir. Hiicrelerin 1Csg degerlerine uygun olan doz ve saat araliginda
Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti uygulandiktan sonra TUNEL yontemi

uygulanmigtir.

48



(b)

Sekil 4.4. hFOB hiicre hattina Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti uygulanmadan 6nce a.10x okiiler
mikroskobik goriintiisii ve b. Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti uygulanmadan sonra 20x okiiler
mikroskobik goriintiisii.
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(b)

Sekil 4.5. a.hFOB hiicre hattina ICsydoz ve saat araligina uygun olarak Ficus carica bitkisi
meyve ekstrakti uygulandiktan sonraki 10x okiiler mikroskobik goriintiisii. b.hFOB hiicre hattinin
TUNEL uygulamasindan sonraki 10x okiiler mikroskobik gdriintiisii.



(b)

Sekil 4.6. a.MG-63 hiicre hattina Ficus carica bitkisi meyve ekstrakt1 uygulanmadan 6nce
10x okiiler mikroskobik goriintiisii. b. MG-63 hiicre hattina ICsy doz ve saat aralifina uygun olarak
Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti uygulandiktan sonraki 10x okiiler mikroskobik gériintiisii.
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(b)

Sekil 4.7. MG-63 hiicre hattinin TUNEL uygulamasindan sonraki a. 20x okiiler mikroskobik

gOriintiisi, b. 20x floresans mikroskobik goriintiisii.

TUNEL yontemi, bir floresans boyama ydntemidir ve apoptotik hiicreleri
isaretlemeyi saglar. Yaptigimiz calismada kontrol hiicre hattimizda apoptozun

goriilmedigi icin boyanma olmazken, kanser hiicre hattimiz olan MG-63 apoptoza

ugradig i¢in boyanmugtir.



4.6. Muse™ Cihaz ile Canli ve Olii Hiicrelerin Evrelenmesi

Hiicre hatlarma ICsp doz ve saat araligina uygun olarak Ficus carica bitkisi
meyve ekstrakti uygulandiktan sonra Muse™ Annexin V ve Olii Hiicre yontemiyle

canli ve Olii hiicrelerin evrelenmesi asamasina gecilmistir.

Tablo 4.8. Kontrol hiicre hatti olan hFOB ve kanser hiicre hatt1 olan MG-63 i¢in Annexin V

deneyine gore % apoptoz degerleri. Olgiimler kontrol ve ilag grubu icin ayr1 ayri

yapilmistir.
canli | erken apoptoz | ge¢ apoptoz | 6li | toplam apoptoz
Kontrol 99,30 0,43 0,10 0,17 0,53
hFOB
Meyve ekstrakti | 97,28 1,58 0,45 0,68 2,03
Kontrol 97,97 1,47 0,17 0,38 1,65
MG-63
Meyve ekstrakt1 | 96,92 1,78 0,58 0,71 2,37
4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
0.20 % 0.05 % 0.55 % 0.60 %
® (]
34 34
£ £
g 2 O L 2 2 O @
> >
0.30 % 2.30 %
Early Apop. Early Apop.
2 3 4 0 2 3 4
Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic
(a) (b)

Sekil 4.8. Kontrol hiicre hatt1 olan hFOB’un 48. Saat ve 1/100 Ficus carica bitkisi meyve
ekstrakti uygulandiktan sonraki apoptoz diizeyinin Muse™ nokta dagilim grafikleri. Kontrol grubu

(a), meyve ekstrakti uygulanan grup (b) ile ifade edilmistir.
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Tablo 4.9. hFOB’un 48. Saat ve 1/100 konsantrasyonda erken apoptoz ve toplam apoptoz

diizeyi ortalamasi. mavi; kontrol grubu, turuncu; meyve ekstrakti grubu.

Apoptoz orani (%)
A U
[0} o (6, o (6, o

o
=)

hFOB

erken apoptoz

m Kontrol

m Meyve ekstrakti

toplam apoptoz

evresinde anlamli bir fark bulunmustur. Apoptozun erken evresinde ve toplam

Calismamiz sonucunda yapilan istatistiksel analiz ile sadece ge¢ apoptoz

apoptoz degerinde anlamli bir degisim goriillmemistir. (p>0.05).

VIABILITY

APOPTOSIS PROFILE

Dead
0.45 %

()
A\

Late Apop./Dead

0.20 %

0.75 %
Early Apop.
0 2 3 4
Live ANNEXIN V Apoptotic
(@)

Sekil 4.9. Kanser hiicre hatti olan MG-63’e 48. Saat ve 1/100 konsantrasyon Ficus carica

VIABILITY

APOPTOSIS PROFILE

Dead
1.05 %

Late Apop./Dead
0.80 %

@
( 1.50 %
Early Apop.
0 2 3 4
Live ANNEXIN V Apoptotic
(b)

bitkisi meyve ekstrakt: uygulandiktan sonraki apoptoz diizeyinin Muse™ nokta dagilim grafikleri.

Kontrol grubu (a), meyve ekstrakti uygulanan grup (b) ile ifade edilmistir.
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Tablo 4.10. MG-63’iin 48. Saat ve 1/100 konsantrasyonda erken apoptoz ve total apoptoz

diizeyi oratalamasi. mavi; kontrol grubu, turuncu; meyve ekstrakti grubu.

MG-63

3,0

2,0

1,5

1,0

apoptoz orani (%)

0,5

0,0

erken apoptoz toplam apoptoz

m Kontrol ® Meyve ekstrakti

Caligmamiz sonucunda yapilan istatistiksel analiz ile canli ve 6lii evresinde
anlamli bir fark bulunmustur. Apoptozun erken evresinde ve toplam apoptoz

degerinde anlamli bir degisim goriillmemistir (p>0.05).

Tablo 4.11. Muse™ cihaz ile canl ve 6lii hiicrelerin evrelenmesi sonucunda kanser hiicre

hatt1 ile kontrol hiicre hattinin grup ortalamalarinin kat degisimi.

]

mavi; kontrol grubu, turuncu; meyve ekstrakt: grubu.

Annexin V uygulamasi i¢in kat degisimi

canli erken geg apoptoz ol toplam

apoptoz apoptoz

3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

Kat Degisimi

mHFOB mMG63
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Tablo 4.12. Muse™ cihaz1 ile canhi ve 6li hiicrelerin evrelenmesi sonucunda kanser
hiicre hatt1 ile kontrol hiicre hattinin erken apoptotik ve toplam apoptotik grup
ortalamalarinin kat degisimi. mavi; kontrol grubu, turuncu; meyve ekstrakti

grubu.

Annexin V uygulamasi icin kat degisimi

3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

kat degisimi

erken apoptoz total apoptoz

B HFOB m MG63

Calismamizda kontrol ve kanser hiicre hattina ICsg doz ve zaman araligina
gore Ficus carica bitkisi meyve ekstrakt: uygulandiktan sonra Muse ™ Annexin V ve
Olii Hiicre yontemiyle canli ve 6lii hiicrelerin evrelenmesi yapilmistir. Her iki hiicre
hatt1 icinde hem meyve ekstrakt1 uygulanarak hem de uygulanmayarak 3 tekrarli bir

deney diizenegi olusturulmustur.
Yapilan analizler sonucunda kontrol hiicre hattinda apoptozun erken evresinde

ve total apoptozda ~0.5 kat degisim gozlenmistir. Kanser hiicre hattinda apoptozun

erken evresinde ve total apoptozda ~3 kat degisim gozlemlenmistir.
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4.7.

Kantitatif RT-PCR Yontemiyle Apoptotik Gen ifadelerinin
Belirlenmesi

Total RNA’lardan cDNA'lar prosediire uygun olarak sentezlenmis, ardindan

gRT-PCR gen ifade diizeyleri prosediire uygun olarak yapilmis, apoptotik gen ifade

diizeyleri GAPDH ile normalize edilerek olgiilmiistiir.

Tablo 4.13. Kontrol hiicre hatti olan hFOB hiicresinde ICsq doz ve zaman araligina uygun

olarak Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti uygulandiktan sonra qRT-PCR ile &lgiilen
apoptotik genlerin ve GAPDH geninin ekspresyonu.
hFOB MEYVE EKSTRAKTI KONTROL
Cr | Act meyve ekstrakti | Ct2 Act kontrol AACT | 2"-A Ct
Kaspaz-3 | 20,06 3,17 20,33 3,53 -0,36 1,29
Kaspaz-8 | 29,38 12,49 27,82 11,03 1,46 0,38
Kaspaz-9 | 26,99 10,10 26,93 10,14 -0,04 1,05
BAX 26,99 10,10 26,75 9,95 0,15 0,94
BAD 28,71 11,82 28,75 11,96 -0,14 1,18
BIM 26,55 9,66 27,62 10,83 -1,17 2,38
BAK 23,36 6,48 22,77 5,97 0,51 0,71
GAPDH | 16,89 0,00 16,80 0,00 0,00 1,00
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Tablo 4.14. Kanser hiicre hatti olan MG-63 hiicresinde ICsq doz ve zaman araligina uygun
olarak Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti uygulandiktan sonra qRT-PCR ile oSlgiilen
apoptotik genlerin ve GAPDH geninin ekspresyonu.

MG-63 MEYVE EKSTRAKTI MG63-KONTROL

Ct | Act meyve ekstrakt1 | C12 | Act kontrol | AAct | 2"-Act

Kaspaz-3 | 31,67 7,03 33,75 11,97 -4,94 | 30,79
Kaspaz-8 | 29,53 4,89 34,73 12,95 -8,07 | 275,54

Kaspaz-9 | 32,38 7,74 31,27 9,50 -1,76 3,45

BAX 28,61 3,97 23,78 2,01 1,96 0,26
BAD | 27,64 3,00 34,95 13,17 -10,17 | 1191,79

BIM 32,46 7,82 32,84 11,06 -3,24 | 11,00

BAK | 30,52 5,88 31,53 9,75 -3,87 | 14,69

GAPDH | 24,64 0,00 21,78 0,00 0,00 1,00
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30

25

20

15

10

4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5

0,0

Tablo 4.15. Kontrol hiicre hatt1 olan hFOB ve kanser hiicre hatt1 MG-63 hiicresinde I1Csy doz

ve zaman aralifina uygun olarak Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti
uygulandiktan sonra qRT-PCR ile 6lgiilen a. kaspaz-3, b. kaspaz-8, c.kaspaz-9,
d.BAD, e.BAX, f. BIM, g. BAK genlerinin ekspresyon diizeyleri.

KASPAZ-3 KASPAZ-8

hFOB

(@)

350
300
250
200
150
100

50

MG-63 hFOB MG-63

(b)

KASPAZ-9 BAD

hFOB

(©

1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400

200

MG-63 hFOB MG-63

(d)
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Tablo 4.15. Devam

BAX BIM
1,4 10
9
1,2
8
1,0 7
0,8 6
5
0,6 4
0,4 3
2
0’2 .
1
0,0 0
hFOB MG-63 hFOB MG-63
(e ®
BAK
18
16
14
12
10
8
6
4
2
0 i
hFOB MG-63
()]

Sonuglara bakildiginda hiicre hatlarina 48.saat ve 1/100 konsantrasyonunda
Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti uygulandiktan sonra apoptotik genlerde kontrol
hiicre hattina kiyasla kanser hiicre hatt1 gen ifadeleri yiiksek seyretmistir. Ekspresyon
diizeylerindeki bu artis kaspaz-3, kaspaz -8, kaspaz -9 ve BAK genlerinde istatistiksel
olarak anlamhidir (p<0.05). BAX genin ekspresyonundaki azalma, BAD ve BIM

genlerinin ekspresyonundaki artis, istatsiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).
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4.8. Akas Sitometri Yontemi fle Hiicre Dongiisii Evrelerinin Belirlenmesi

Calismamizdaki hiicre hatlarina ICsp sonuglarina uygun doz ve saat araliginda

Ficus carica bitkisi meyve ekstraktt uygulandiktan sonra akis sitometri yontemi

uygulanarak, hiicrelerin apoptoza giderken hiicre dongiisiine etki edip etmedigi tespit

edilmeye ¢aligildi.

hFOE 48 SAAT KONTROL

2

S5C-H (109

02 1 2 3 4 5 & &9
FSC-H (10%)

hFOE 48 SAAT KONTROL /E1

24

1.8

Count (107
1.2

0.6

E1 G2

T/ ‘:.’=,_.A_ .

4

8 122

PE-A (10%)

Sekil 4.10. Kontrol hiicre hatti1 olan hFOB’un kontrol grubu i¢cin DNA hiicre dongiisii analizi

akig sitometri sonuglari.

Tablo 4.16. Kontrol hiicre hatti olan hFOB’un kontrol grubu i¢in DNA hiicre dongiisii faz

yiizdeleri.

G1

S

G2

hFOB KONTROL

%38,95

%26,35

%21,84
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SSC-H (108)

MG 63 KONTROL
: ’ E1
43.59%

FSC-H (108)

MG 63 KONTROL/E1

&1 G2

Count (107

4 ;]

FE-A (10%)

12.2

Sekil 4.11. Kanser hiicre hatti1 olan MG-63’iin kontrol grubu i¢in DNA hiicre dongiisii analizi
akig sitometri sonuglari

Tablo 4.17. Kanser hiicre hattt olan MG-63’iin kontrol grubu i¢in DNA hiicre dongiisii faz

yiizdeleri.

Gl

S

G2

MG-63 KONTROL

%44,03

%27,16

%18,33
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Sekil 4.12. Kontrol hiicre hatti olan hFOB’un ilag grubu i¢in DNA hiicre dongiisii analizi akis

FE-A (10)

sitometri sonuglari.

Tablo 4.18. Kontrol hiicre hatti olan hFOB’un meyve ekstrakti grubu i¢in DNA hiicre

dongiisii faz yilizdeleri.

Gl S G2

hFOB MEYVE EKSTRAKTI 1

%63,94 | %10,94 | %15,74

hFOB MEYVE EKSTRAKTI 2

%66,24 | %13,69 | %14,22
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Sekil 4.13. Kanser hiicre hatt1 olan MG-63’iin meyve ekstraktt grubu i¢cin DNA hiicre
dongiisii analizi akis sitometri sonuglari.

Tablo 4.19. Kanser hiicre hatt1 olan MG-63’{in meyve ekstrakti grubu i¢in DNA hiicre
dongiisii faz yiizdeleri.

Gl S G2
MG-63 MEYVE EKSTRAKTI 1 %40,25 %26,71 %20,83
MG-63 MEYVE EKSTRAKTI 2 %63,94 %10,94 %15,74
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Tablo 4.20. Kontrol hiicre hatti olan hFOB ve kanser hiicre hatti olan MG-63 {in meyve

ekstrakti uygulanan ve uygulanmayan grup ortalamalarinin akis sitometri ile
hiicre dongiisii analizi. Mavi; G1 fazi, turuncu; S fazi, gri; G2 fazi.

Akis Sitometri
70
60
£50
g 40
=]
230
2
2 20
<
b l l - 1
0
MG-63 KONTROL ~ MG-63 MEYVE hFOB KONTROL hFOB MEYVE
EKSTRAKTI EKSTRAKTI
EGl HS HG2

Tablo 4.21. Kontrol hiicre hatti olan hFOB ve kanser hiicre hatti olan MG-63 {in grup

ortalamalarinin akig sitometri ile hiicre dongiisii analizi. Mavi; MG-63,turuncu;
hFOB.

Akas sitometri
70

60
50

40

30
20
1 m e
0
G1 S G2

H MG-63 ®hFOB

Apoptoz oran (%)

o

Caligmamizda apoptoza gittigi goézlemlenen hiicrelerin, hiicre dongiisiine
etkisinin analiz etmek i¢in akis sitometri calismasi yapilmistir. Yapilan istatsitik
calismada kontrol ve kanserli hiicre hatt1 ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Her iki hiicre
hattinda da Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti uygulamasindan sonra hiicre
dongiisiinde apopotoz agisindan anlamli bir degisim yoktur. (p>0,05).
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5. TARTISMA

Osteosarkoma (OS) iskelet sisteminde yaygin olan bir malign timoér olup
mezenkimal doku kaynaklidir. Osteosarkoma, distal femur, proksimal tibia ve
proksimal humerus kemiklerinin metafizlerinde siklikla goriildiigiinden metastaz
yapma ve tekrarlama egilimi gosterir (7). Primer tiimoriin kesin rezeksiyonu Oncesi
birden fazla kemoterapd6tik ajanin uygulanmasi osteosarkomanin tedavisinde énemli
bir gelismedir. Bununla birlikte, OS tedavisinde kemoterapi ilaglarina karsi zayif
klinik sonug, osteosarkom hastalarinin yaklasik %50'sinde karsilagilan  bir
problemlerdir. 5 yillik relapssiz sagkalim oranmi yaklagik %65'tir (18). Sentetik
ilaglara/kemoterapiye dayanan mevcut tedavi secenekleri kanserde sinirlt terapotik
basar1 sunar; ¢iinkii bunlar son derece toksik etkiye sahiptir, pahalidir ve hiicre sinyal
yolagmin isleyisini degistirmektedir. Dogal bilesikler, Ozellikle fitokimyasallar,
mineraller ve vitaminler kanser yiikiinii azaltmak i¢in umut verici ve pragmatik bir
yaklagim olarak ortaya c¢ikmistir. Kanser tedavisinde giivenli ve uygun maliyetli bir
alternatif oldugu icin gittikce artan bir ilgi gérmektedir. Tek hedefli molekiiller gibi
davranan ilaglarin aksine, sifali bitkiler kanser gelisimini ve ilerlemesini diizenleyen

coklu hedef molekiillere sahiptir (1).

Bitkiler, insanlar tarafindan hastaliklar1 tedavi amaciyla olarak uzun zamandir
kullamilmistir  (8). Ayrica bitkilerin anti-kanser Ozellikleri oldugu ve hatta
kemoterapinin etkinliginde 6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir (13). Ficus carica
rtinlerinin  terapotik  kullanim  Ortadogu'da  yaygindir  (2). Ficus carica’nin
hipoglisemik, hipokolesterolemik, hipotrigliseridemik, ve antihelmintik etkilerinin

yan1 sira, kanser baskilayici etkileri hiicre kiiltlirii hatlarinda gosterilmistir (14-16).

Yapilan literatiir arastirmasina gore bir takim bitki ekstraklarinin OS {izerinde
terapotik etkisi oldugunu gostermektedir. Ficus carica’nin OS iizerindeki olasi
terapotik etkisine iligkin heniiz bir ¢alisma bulunmadigi gézlemlenmistir (40). Bu
calismada; Ficus carica bitkisi meyve ekstraktinin kemik kanseri hiicre hattinda olasi

6liim yolaklar1 {izerinden etki mekanizmasinin gosterilmesi amaglanmistir.
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Bu arastirma ile;

Ficus carica bitkisi su bazli meyve ekstrakti, ticari olarak temin edilmis,
organik c¢oziciilerle muamele edilerek sulu fraksiyonu hazirlanmistir. HPLC-DAD
kullanilarak icerigindeki Protokatesuik asit bilesigi 8.17063x10™ mg/L olarak tespit
edilmistir. Ficus carica bitkisi meyve ekstraktinin igerigindeki diger bilesenlerin
analizi icin LC/MS gibi daha ileri tespit uygulamalarina ihtiyag duyulmaktadir.
Calismamizin sonraki hedeflerinden biri de ekstraktin igerik yapisini daha iyi analiz

etmektir.

MTT yontemi; kiiltiir ortamindaki mitokondrial aktivitesi devam eden canli
hiicrelerin kantitasyonunu saglar. 1Cso degeri; inhibe edici 6zelligi oldugu diisiiniilen
maddenin tam inhibisyonu saglayacak konsantrasyonunun yari degerini verir
(62). Yapilan literatiir taramas1 sonucunda Ficus carica bitkisi meyve ekstraktinin
farkli hiicre hatlarinda sitotoksisite aktivitesinin belirlendigini gostermistir (1,63).
Fakat kemik kanseri hiicre hatti lizerinde Ficus carica bitkisi meyve ekstraktinin
sitotoksik aktivitesi ile ilgili yapilan bir ¢aligma bulunmamustir. Yaptigimiz ¢aligma
kapsaminda Ficus carica bitkisi meyve ekstraktinin inhibe edici 6zelligini olup
olmadigimi anlamak amaciyla ICsp degeri saptanmistir. Diger bir deyisle, Ficus
carica bitkisi meyve ekstrakti uygulanan hiicrelerin hayatta kalabilirligini MTT
yontemi ile Olgerek Ficus carica bitkisi meyve ekstraktinin [Csy degerini
belirlenmistir. MTT yontemi sirasinda kontrol hiicre hatt1 olan hFOB ve kanser hiicre
hatt1 olan MG-63’e 4 farkli zaman aralig1 (12. Saat, 24. Saat, 48. Saat, 72. Saat) ve 5
farkli konsantrasyonda (1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000) Ficus carica bitkisi
meyve ekstraktt uygulanmistir. Uygulama sonrasinda kanser hiicre hatt1 olan MG-63
icin ICsq degeri 48. Saat ve 1/100 konsantrasyonu olarak tespit edilmisken, kontrol
hiicre hatt1 olan hFOB i¢in ICsg degerine ulasilamamistir. MTT deneyi sonucunda
kontrol hiicre hatt1 igin Ficus carica bitkisi meyve ekstraktinin toksik bir etkisi
olmadig1 goriilmiistiir. Yani kanserli hiicreyi 6liim yoluna sokarken saglikli hiicre
tizerinde Oliimciil bir etkisi yoktur. Sonuc¢lar dogrultusunda, sonraki islem
basamaklar1 i¢in uygulama kolayligi agisindan hem hFOB hem de MG-63 hiicre
hattina da 48. Saat de 1/100 konsantrasyonunda Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti
uygulanmustir. Elde ettigimiz sonuglarla uyumlu olarak, literatiirdeki diger ¢alismalar

Ficus carica bitkisini antikanser bilesenleri igerdigini desteklemistir (63).

67



Laktat dehidrogenaz tiim hiicrelerde bulunan sitoplazmik bir enzimdir. Hiicre
toksik maddelere maruz kaldiginda membran yapis1 bozulur ve laktat dehidrogenaz
hiicrelerden disar1 sizar. Bdylece hiicre oliimii ya da hasar1 LDH yontemi ile
kantitatif olarak degerlendirilebilir (64). LDH yontemi; membran degisikligi
sonucunda a¢iga cikan intraseliiler enzimlerin aktivitesini 6lgen kolorometrik bir
testtir. Enzim aktivitesi ile hiicre 6liimii dogru orantili olarak degigir. Hiicre
kiltiiriindeki siipernatantin i¢inde laktat dehidrogenaz Ol¢limii ile kiltiirdeki
hiicrelerin canlilik degisimi kantitatif deger alir (62). LDH olglimii 492nm’de
yapilmistir. Bradford metodu ise protein miktar tayini i¢in kullanilan bir yontemdir.
Protein tayini i¢in spektrofotometrik olgtimler 595nm’de yapilmistir. Calismamizda
LDH yontemini Bradford yontemi ile birlikte kullanarak birim protein basina diisen
enzim miktarini belirlemeyi amacgladik. Hiicre oliimiinii analiz ettigimiz diger bir
yontem olan MTT yontemi ile parallelik saglamasi agisindan kontrol hiicre hatt1 olan
hFOB ve kanser hiicre hatti olan MG-63’¢ 3 farkli zaman aralig1 (24. Saat, 48. Saat,
72. Saat) ve 5 farkli konsantrasyonda (1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000) Ficus
carica bitkisi meyve ekstrakti uygulanmigtir. Yapilan uygulama sonrasinda kontrol
hiicre hatt1 olan hFOB’un kontrol grubu, meyve ekstrakti grubu ile kiyaslandiginda
LDH miktarinin en yiiksek kontrol grubunda seyrettigi gdzlemlenmistir. Ficus carica
bitkisi meyve ekstrakti uygulamasi yapilan diger konsantrasyon gruplar1 arasinda
degisim gézlemlenmemistir. Kontrol hiicre hatt1 olan hFOB i¢in LDH sonuglart MTT
sonuglart ile paralellik gostermistir. Kanser hiicre hattt olan MG-63 icin
konsantrasyon miktarindaki artisa dogru oranli olarak LDH/Bradford oraninda artis
goriilmiistiir. Bu artis 1/10  konsantrasyonunda anlamlidir. LDH/Bradford
miktarindaki dogrusal artis MTT deneyindeki hiicre canliligindaki azalma ile
paralellik gostererek hiicrenin membran yapisinin bozuldugunu ve hiicrenin 6liime

gittigi diislincesini gliclendirmistir.

DNA fragmentasyonu apoptozun ilk asamalardan biridir. Apoptotik
pargalanma sonucunda DNA kiriklart olusur ve DNA uglart terminal
deoksiniikleotidil transferaz (TdT) kullanilarak isaretlenir. TdT ve nonizotopik
isaretleyiciler kullanilarak apoptotik hiicreler floresan goriintiilemeyle apoptotik
olmayan hiicrelerden ayirilabilir. Yapilan literatiir taramasinda Ficus carica bitkisi
meyve ekstraktinin beyin timdrii hiicre hatti olan GBM {izerinde DNA

fragmentasyonuna yol agtigi kanitlanmistir (1). Calismamiz kapsaminda kemik
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kanseri hiicre hatti lizerinde de ayn1 etkiyi gosterip gostermeyecegini tespit etmek
amactyla kontrol hiicre hatt1 olan hFOB ve kanser hiicre hatti olan MG-63’¢e 1Csg igin
uygun konstantrasyon ve zaman araliginda Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti
uygulandiktan sonra DNA fragmentasyonun histokimyasal olarak gosterilebilmesi
icin TUNEL yontemi uygulanmistir. TUNEL y6nteminin uygulanmasi sonucunda
kontrol hiicrelerinde boyanma olmazken, apoptoza ugrayan kanser hiicrelerinde
floresan boyanma tespit edilmistir. Boylece kanser hiicre hatti olan MG-63’iin
apoptotik morfoloji gosterdigi gézlemlenmistir. Bu deneysel sonu¢ daha 6nce Ficus
carica bitkisi meyve ekstraktinin GBM kanser hiicre hatt1 iizerindeki apoptotik
etkisinin anlagilmasi igin yapilan ¢alismay1 (1) desteklemektedir.

Normal sartlarda hiicre zarinin i¢ yiizeyinde lokalize bir membran bileseni olan
fosfotidil serin, yiiksek bir afiniteye sahip bir kalsiyum bagimli fosfolipid
molekiiliidiir. Hiicre apoptoza girdiginde fosfotidil serin hiicre disina dogru
yapraklanir (53). Bu morfolojik degisiklik Annexin V proteininin fosfotidil serine
baglanmasi ile tespit edilebilir. Calismamizda kontrol hiicre hatti olan hFOB ve
kanser hiicre hatt1 olan MG-63’e ICs i¢in uygun konstantrasyon ve zaman araliginda
Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti uygulandiktan sonra Muse Annexin V Kkiti ile
apoptoz evrelenmistir. Ge¢ evre apoptoz nekrozu da isaret edebilecegi icin kontrol
hiicre hatt1 olan hFOB ve kanser hiicre hatt1 olan MG-63’iin apoptotik analizi, erken
evre ve toplam apoptoz degerlendirilerek yapilmistir. Sonuglar istatistiksel olarak
anlamli bulunmamakla birlikte kontrol hiicre hatti olan hFOB i¢in bir kat artisi
goriilmezken ve kanser hiicre hatt1 olan MG-63’iin erken apoptoz ve toplam apoptoz
degerlerinde 3 kat artis tespit edilmistir. Apoptoz degerlerinde artis goriilmesi fakat
istatistiksel olarak anlamli olmamasi kanser hiicre hatti olan MG-63’iin belirlenen
ICs0 i¢in uygun konstantrasyon ve zaman araliginda membranin degisiklik gosteren
fosfotidil serinin zar yiizeyindeki konumu agisindan yeterli bir degisimin olmadigin
diisiindiirmektedir. Bu siirecin agiklanmasi agidan ilave ¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Apoptozun asamalarindan bir digeri kaspaz ve Bcl-2 genlerinin
aktivasyonudur. Apoptoz temel olarak iki yolla baglatilir: 1) digsal yol 2) igsel yol.
Mitokondri araciligiyla diizenlenen hiicre i¢i yol aslinda hiicre dis1 ve hiicre igi

etkenlerin ortaklastig1 bir mekanizma olusturur. Calismamiz sirasinda ig¢sel ve digsal
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yoklaklardaki gen ekspresyonu diizeylerini analiz etmek i¢in kontrol hiicre hatt1 olan
hFOB ve kanser hiicre hatti olan MG-63’¢ ICs igin uygun konstantrasyon ve zaman
araliginda Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti uygulandiktan qRT-PCR metodu ile
gen ekspresyonlarindaki degisim gercek zamanli olarak analiz edilebilmistir. Bcl-2
gen ailesinde insanlarda goriilen kanserlerin yarisinda anormal yiliksek diizeylerde
ve/veya hatali Bcl-2 yapimi vardir (18). Calismamizda Bcl-2 ailesine dahil olan Bax,
Bad, Bim ve Bak geninin ekspresyon diizeyleri analiz edilmistir. Ficus carica bitkisi
meyve ekstrakti uygulandiktan sonra kontrol hiicre hatt1 olan hFOB ve kanser hiicre
hatti olan MG-63 arasinda gen ekspresyonu acisindan anlamli bir farklilik olup
olmadig1 istatistiksel olarak analiz edilmistir. Bax, Bad, Bim genlerinin
ekspresyonunda anlamli bir degisim goriilmezken, Bak genin ekspresyonundaki
degisim istatistiksel olarak anlamhidir. Bak geni etkinleserek mitokondri dis zarinda
porlarin olusumuna ve zar potansiyelinin degisimine yol agar. Bu da efektor
(uygulayic1) kaspazlarin aktivasyonu ve apoptozla sonuglanir (65). Calismamizda
baslatici kaspazlar olan kaspaz-9 ve kaspaz-8, efektor kaspaz olan kaspaz-3’iin
ekspresyon diizeyleri de analiz edilmistir. Ficus carica bitkisi meyve ekstrakti
uygulandiktan sonra kontrol hiicre hatti olan hFOB ve kanser hiicre hatt1 olan MG-63
arasinda kaspaz aktivitesi agisindan anlamli bir farklilik olup olmadig: istatistiksel
olarak analiz edilmistir. Analiz sonuglarina gore kaspaz-9, kaspaz-8 ve kaspaz 3’tin
ekspresyonundaki degisim anlamlidir. Calismamiz sirasinda yapilan qRT-PCR analiz
sonucunda Ficus carica btiki ektraktinin kanser hiicre hatt1 olan MG-63’iin apoptoza
giderken hem igsel yolaklar1 hemde digsal yolaklar1 lizerinde etkisi olabilecegini
gostermistir.  Apoptoz sirasinda proapoptotik yolaklar anti-apoptotik yolaklarla
baskilanabilecegi bildirilmistir (64). Ficus carica bitkisi meyve ekstraktinin kanser
hiicre hatt1 iizerindeki etkisinin anlasilmasi agisindan pro-apoptotik genlerin ve
kaspaz yolunun anti-apoptotik genlerin ekspresyonuyla birlikte degerlendirilmesi
mekanizmanin anlasilmasi agisindan onem kazanmaktadir. Ayrica ileri istatistiksel
metodlar kullanarak gRT-PCR sonuglarinin yeniden analiz edilmesi sonraki ¢alisma

hedeflerindendir.

Bu c¢alismada kemik kanseri hiicre hattinda Ficus carica bitkisi meyve
ekstraktinin sitotoksik bir etkisi oldugu, DNA fragmentasyonuna yol actig1, apoptotik
yolaklar1 aktive ettigi kanitlanmistir. Membran degisikligi ile ilgili sonuglarin

dogrulanmasi i¢in ilave ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Proapoptotik genler; Bcl-2 gen ailesi iiyesi olup hiicre dongiisii lizerinde
etkilidir. Bu genlerin ekspresyonundaki artis hiicre dongiisii tizerinde aktivasyonu ile
kemik kanseri hiicre hattinda Ficus carica bitkisi meyve ekstraktinin hiicre dongiisii
tizerinde bir etkisi olup olmadigmi diisiincesini dogurmustur. Bu amagla hiicre
dongiisli analizi i¢in akis sitometri yontemi kullanilmistir. Akis sitometri floresan
yogunluguna bagli olarak siispansiyon halindeki hiicrelerin biiyiikliigliine ve
graniilaritesine gore tek hiicre seviyesinde kantitatif 6l¢iim yapan bir sistemdir.
Hiicre dongiisiinlin analizinde siklikla kullanilan bir metoddur. Yapilan literatiir
taramasinda Ficus carica 'nin meme kanseri hiicre hatti olan MDA-MB-231"{in hiicre
dongiisiine etki ederek, dongiiyli S fazinda durdurdugu kanitlanmistir (63).
Calismamiz sirasinda kontrol hiicre hatti olan hFOB ve kanser hiicre hatt1 olan MG-
63’¢ ICsp igin uygun konstantrasyon ve zaman araliginda Ficus carica bitkisi meyve
ekstraktr uygulandiktan sonra propidium iyodiir boyasi kullanarak, her iki hiicre i¢in
de hiicre dongiisii analiz edilmistir. Yapilan analiz sonucunda G, S, G, evrelerinde ki
apoptoz orani istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Kontrol hiicre hatti olan hFOB
ve kanser hiicre hatt1 olan MG-63‘lin meyve ekstrakti uygulanan ve uygulanmayan
grubu arasinda hiicre dongiisti evrelerinde anlamli bir fark bulunamamistir. Ficus
carica bitkisi meyve ekstrakti kanserli hiicreyi 6liime goétiiriirken hiicre dongiisii
izerinde bir etkiye sebep olmadigi diistiniilmektedir. Bu durumu agiklayabilmek i¢in
c-myc ve p53 gen aktivitesinin incelenmesi diisliniilmektedir. Osteosarkoma
olusumundaki nedenlerden biri de c-myc genin ekspresyonudur (64). Transkripsiyon
faktorii olan Myc, hiicre proliferasyonunda rol oynayan bazi genlerin ekspresyonu
tizerinde etkilidir. c-myc aktivitesi hiicrenini siirekli olarak hiicre dongiisiinde kalarak
cogalmasinda etkili olarak apoptozdan kagmasini saglayabilir. pS3 geni hiicre
dongiisliniin kontroliinde etkili olan bir baska gendir (64). DNA hasarlanmasi
sonucunda p53 geni hiicre dongiisiinii G; evresinde bloke edebilir. Ama bunun igin
p53 geninin “sikline bagl kinaz”lar1 fosforilasyonunu engelleyen p21 proteinin
bulunmasi gerekir. Eger p21 proteini bulunmazsa DNA hasar1 olmasima ragmen
hiicre dongiisii durmaz (64). Sonraki ¢aligmalarda bu gen gruplarinin analiz edilerek
Ficus carica bitkisi meyve ekstraktinin hiicre dongiisiindeki etkisinin daha iyi

anlagilabilecegi diistiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

<> Bu c¢alisma sirasinda Ficus carica bitkisi meyve ekstraktinin kemik
kanseri hiicre hatti iizerinde apoptotik indiiksiyona etkisi olup olmadigini tespit

etmeye c¢alistik.

X/

<> Yaptigimiz organik coziiciiler ile hazirladigimiz fraksiyon ve HPLC

analizi ile igerigindeki miktari tayini yapilabilecegini tespit edilmistir.

<> MTT yontemi ile ICso belirleyerek Ficus carica bitkisi meyve
ekstraktt saglikli hiicrede toksik bir etkisi yokken kanserli hiicreyi oliime

gotlirdliglinii tespit edilmistir.

<> Membran degisimi analiz yontemi olan LDH ve Annexin V metodu
ile elde edilen degerlerde artis goriilmesine ragmen anlamli bir sonug¢ elde
edilmemistir. Bu ylizden membran degisikligini daha iyi anlamak i¢in flow

sitometri gibi farkli analiz yontemlerine ihtiya¢ duyuldugu diisiiniilmektedir.

7

- Apoptozun bir diger isareti olan DNA fragmentasyonu TUNEL
metodu ile tespit edilebilmistir. Bu yontem sirasinda kontrol hiicre hatti olan
hFOB da herhangi bir floresan boyanma goriilmezken kanser hiicre hatti olan
MG-63’1in floresan boyanmasi ile hiicrenin 6liime giderken apoptozu sectiginin

bir bagka gostergesi olmustur.

<> Apoptoza gidiste yolaklarin etkisini anlamak i¢in proapoptotik genler
ve kaspazlarin ekspresyonu qRT-PCR ile analiz edilmisir. Proapoptotik gen
olan Bak’in, baslatic1 ve efektor kaspazlarin ekspresyonundaki degisim anlaml
bulunmustur. Analiz sonuglar1 Ficus carica bitkisi meyve ekstraktinin kemik
kanseri hiicre hattin1 hem ig¢sel hemde dissal yolaklar1 aktive ederek apoptoza
gotiirdiiglinli  gostermisir.  Yolaklarin  daha 1yi anlasilmasi agisindan

antiapoptotik genlerin ekspresyon diizeylerinin analiz edilmesi 6nemlidir.

<> Kanser hiicresinin apoptoz sirasindaki hiicre dongiisiinii analiz etmek
icin akig sitometri yontemi kullanilmistir. Analiz sonucunda her iki hiicre hatti

icinde anlamli bir degisim gozlenmemistir. Hiicre donglislinlin analizi i¢in
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farkli gen gruplarinin ekspresyon diizeylerinin incelenmesi siireci agiklamak

acisindan 6nem kazanmaktadir.

MG-63 kemik kanseri hiicrelerinde Ficus carica bitkisi meyve ekstraktinin;
icerik tayini, sitotoksik analizi, membran degisikligi, DNA fragmentasyon degisikigi,
hiicre dongiisii, apoptotik yolaklar iizerindeki etkisinin analizi sonucunda elde edilen
verilerin gelecek caligsmalara 151k tutacagi diistiniilmektedir. Ayrica diger hiicre 6liim
tiplerinin analizi i¢inde c¢alismamiz Onciiliik edecektir. Calisilan kanser hiicre
hattinda; hiicre proliferasyonu ve oliim yolaklarimin gen, protein ve goriintiileme
yontemleri ile detayli analizi i¢in ilave g¢aligmalarin gergeklestirilmesine ihtiyag

duyulmaktadir.
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P-020
DETERMINATION OF PROTOCATECHUIC ACID WITH HPLC-DAD
IN FICUS CARICA EXTRACT

Tugba Yalcinkaya, Ender Simsek, Ozen Ozensoy Giiler, Ahmet Carhan
Ankara Yildirim Beyazit University, Faculty of Medicine, Department of
Medical Biology, ANKARA

OBJECTIVES:Ficus carica (fig) is a fiuit that grows in dry and temperate
climates. (1). Ficus carica; It is rich in calcium, potassium, ascorbic
acid, vitamin A, fatty acids and many phenolic acids (2). Phenolic
compounds are components with anficarcinogenic, antioxidative,
antimutagenic, free radical binding and lipid peroxidation inhibition (3).
MATERIALS and METHODS:In this study; the HPL.C-DAD method was used
to determine the amount of protocatechuic acid, one of the phenolic acids found
in the content of the fig. In the study, the aqueous fraction of the Ficus carica fiuit
juice extract obtained in commercial form on the basis of water was prepared.
RESULTS:As a result of HPLC-DAD analysis, the amount of
protocatechuic  acid was measured as 7.30299x1000! mg / L.
CONCLUSIONS:The results show that applied extraction and HPLC-DAD
analysis can be used to determine the selectivity of the protocatechuic acid.
Keywords: {Ficus carica}, protocatechuic acid, amount of phenolic substance,
high performance liquid chromatography (HPLC).
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