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OZET

Orientin (ot) ve vicenin-2’nin (vc) akciger kanser hiicre hatlar iizerinde
etkisinin incelenmesi ve Sema 3F, NP-2, VEGF iizerinden arastirilmasi

Amag: Akciger kanseri, erkeklerde kansere bagl o6liimlerin 6nde gelen nedenidir
ve kadinlarda meme kanserinden sonra ikinci siradadir. Akciger kanseri etiyolojisi,
sigaranin neden oldugu esas olarak genetik ve epigenetik hasardir. Son
arastirmalara gore, Hint Kutsal Feslegeninden elde edilen suda ¢oOziiniir iki
flavonoid olan orientin (Ot) ve vicenin-2 (Vc), anti-proliferatif ve anti-
anjiyojeniklerin yani sira apoptozu indiiklemeyi durdurarak antitiimor olarak islev
gorebilir. Calismanin amaci orientin ve vicenin-2'in A549 hucrelerinin buytimesi
ve apoptozisi lizerindeki etkisini arastirmak ve Sema 3F, VEGF ve Np-2 tzerindeki
etkilerini incelemektir.

Material metod: Bilesiklerimizin A549 (kanser hiicre hatt1) ve CCD-19 ve L929'a
(normal hiicre hatlar1) kars1 sitotoksisitesi MTT testi ile, apoptotik etkileri ise akis
sitometri metotlari ile belirlenmis. Bilesiklerimizin A549 hiicrelerinde apoptotik ve
hiicre proliferasyonunda yer alan genlerin ekspresyon seviyeleri izerindeki etkisi
ger¢ek zamanli PCR ile caligiimistir.

Sonuglar: Bu ¢alismada orientin ve vicenin-2, A549 hiicre hattina kars1 antikanser
aktivite gosterdi, a) A549 hiicrelerinin canliligini 6nemli olglide azaltmigtir (p
<0.001), b) saglikli hiicreler iizerinde MTT testlerinde diisiik toksisite gostermistir
c) akis sitometri deneylerinde hem erken hem de ge¢ apoptozu indiikledigi
gézlenmistir. Orientin ile muamele edilmis hiicrelerde apoptozla iliskili
proteinlerin Bax ekspresyonlar1 artarken, antiapoptotik Bcl-2 ekspresyonu
azalmistir, e) Orientin, artan hiicre gocii ve metastaz ile iliskili VEGF etkisini de
bloke edebilen timér baskilayict gen SEMA3fyi yukar1 diizenlemistir. f)

Orientin'in akciger kanserinde asir1 eksprese edilen Norofilin-2'yi 6nemli 6lcide
asag1 regiile ettigi gosterilmistir. g PERK ve ERK genlerini de asag: regiile ettigi
gosterilmistir. Bu sonuglar, orientin'in ve daha az 6l¢ude vicenin-2 antitimor,
ozellikle de apoptotik etkilerine in vitro kanitlar saglamistir. Akciger kanserinde
anti-kanser ajan olarak maksimum potansiyeli daha fazla arastirmak igin orientin

ve vicenin-2 lizerinde daha fazla preklinik denemelere ihtiyag duyulmaktadir.

ANAHTAR KELIME: Akciger, Kanser, Orientin, Vicenin-2, VEGF, Sema 3F, Np-2



ABSTRACT

Investigation of Orientin and Vicenin-2’s effect on Lung cancer cell lines as

anticancer agents and their relationship with Sema 3F, NP-2 and VEGF

Aim: Lung cancer is the leading cause of cancer-related deaths in males and second
after breast cancer in females. Lung cancer etiology is mainly genetic and epigenetic
damage caused by smoking. According to recent studies, orientin (Ot) and vicenin-2
(\Vc), two water-soluble flavonoids extracted from Indian Holy Basil, can function as
antitumor by stopping inducing apoptosis, as well as anti-proliferative and anti-
angiogenic. The aim of the study was to investigate the effect of orientin and vicenin-
2 on the growth and apoptosis of A549 cells and to study their effect on Sema 3F,
VEGF and Np-2.

Material methods: The cytotoxicity of our compounds against A549 (cancer cell
line) and CCD-19 and L929 (normal cell lines) was determined by MTT assay and
their apoptotic effects were determined by flow cytometry methods. Our compunds
effect on expression levels of genes involved in apoptotic and cell proliferation on
A549 cells was studied with Real time PCR.

Results: In this study, orientin and vicenim demonstrated anticancer activity against
the A549 cell line, a) significantly reduced viability of A549 cells (p <0.001), b) low
toxicity in MTT tests on healthy cells c) inducing both late and early apoptosis by
flow cytometry experiments has been observed. In oreintin treated cells Bax
expressions of apoptosis-related proteins increased, while antiapoptotic Bcl-2
expression decreased, e) orientin up-regulates tumor suppressor gene Sema 3F,
which can also block VEGF effect associated with increased cell migration and
metastasis. f) orientin has also been shown to significantly down-regulate
nueruphilin- 2, which is overexpressed in lung cancer. g) It has also been shown to
down-regulate the PERK and ERK genes. These results provided in vitro evidence of
orientin’s and to a lesser ectent vicenin’s antitumor particularly apoptotic effects.
Further preclinical trials on the orientin and the vicenin-2 are needed to further

investigate the maximum potential as an anti-cancer agent in lung cancer.
KEYWORDS: Lung, Cancer, Orientin, Vicenin, Sema 3F, VEGF, NP-2
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1. GIRIS VE AMAC

Diinya Saglik Orgiitii 2018 istatistiklerine gdre Akciger kanseri insidans ve
mortalite agisindan en 6nde gelen kanser tiirlerinden biridir. Ayrica akciger kanseri,

diinya ¢apinda kotii prognoz nedeniyle en fazla 6liime neden olmaktadir .

Antikanser ilaglar gelistirmek amaci ile yapilan sentez ve etki calismalari
incelendiginde, orientin ve vicenin-2 flavonoid bilesiklerin antikanser etki
potansiyellerinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Orientin (Ot) ve vicenin-2 (\Vc¢), Hint
kutsal feslegeninden (Ocimum sanctum) ve diinyanin farkli bolgelerindeki bazi

bitkilerden izole edilmis suda ¢oziintir flavonoidlerdir.

Bu calismada ise A549 insan akciger karsinoma hiicreleri lizerinde orientin ve
vicenin-2 sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi ve etki mekanizmalarinin Sema 3F,
VEGF gen diizeyinde aydmnlatilmasi amaglanmistir. Ayrica orientin ve vicenin-2

selektiviteleri normal insan hatlar1 tizerinde belirlenecektir.

Bu c¢alismada, orientin ve vicenin-2in Akciger kanser hicreleri Uzerindeki
antitimor etkisinin ve Semaforin 3F, reseptoru NP-2 ve VEGF arasindaki iliskinin

olup olmadigini arastirilmasi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akciger Kanseri

Normal akciger dokusu, trakea ve bronslarin bazal mukoza salgi hiicreleri,
bronsiyollerin Clara hiicreleri, tip 1 ve tip 2 alveollerin pndmositleri gibi ¢esitli hiicre

tiplerinden olusur (Eramo ve ark. 2008).

Diinya Saglik Orgiitii 2018 istatistiklerine gére Akciger kanseri insidans ve
mortalite acisindan en 6nde gelen kanser tlrlerinden biridir (12.8). Ayrica akciger
kanseri, diinya ¢apinda kotii prognoz nedeniyle en fazla 6lime (% 17.8) neden
olmaktadir (Travis ve ark. 2015).

Akciger kanseri, diinyada kansere bagli oliimlerin en yaygin nedenidir.
Terapotik etkileri iyilestirmek icin yapilan farkli girisimlere ragmen, su ana kadar
hicbir iyilesme orami elde edilememistir, bu ylizden hayatta kalma oranlar% 15'in

altinda kalmistir (Eramo ve ark. 2008).

Akciger kanseri, timor histolojisine gore kiigiik hiicreli akciger kanseri
(SCLC) veya kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) olarak kategorize
edilir. Kucuk hucreli olmayan akciger kanseri, adenokarsinom, yassi hiicreli
karsinom ve buyik hucreli karsinomu igeren ¢ histolojik smifa ayrilmaktadir
(Hodgson ve ark. 2000).

Gelismis iilkelerde sigara tiiketiminde kadin ve erkek arasindaki tarihsel ve
sosyal farkliliklar nedeniyle, erkeklerde insidans ve mortalite oranlar1 kadinlardan

daha yuksektir (Y. Mao 2016) (Bilello, Murin, and Matthay 2002).

Akciger kanseri insidansi ve mortalite oranlar1 da etnik kdkene gore farklilik
gostermektedir. 2012 yilinda, siyah Amerikalilar 100.000'de 62 en yiiksek insidans
oranina ve 100.000'de 48.4 en yiiksek mortalite oranlarina sahipken, Hispanikler
100.000'de 28 en diisiik ve mortalitede 100.000'de en diisiik 19.4 oranina sahiptir
(Collins and Haines 2014).



Cogu akciger kanseri ileri bir asamada kesfedilir ve akciger kanserlerinin
sadece% 15'inin erken asamalarda kesfedilmesi, dismal prognozdan sorumlu olabilir.
Bu nedenle, Diisiik doz CT goriintiileme ve etkili biyobelirtecler kullanarak yuksek
riskli popiilasyonlar1 tarayarak erken tani, akciger kanseri hastalarinin sagkalimim

iyilestirebilir (Joo ve ark. 2011).

2.1.1. Akciger kanserin risk faktorleri

Aragtirmalar, tiitin kullanimi, radon maruziyeti, i¢ ve dis hava kirliligi,
gorece zararli mesleki maruziyet, kalitsal duyarlilik, radyasyon maruziyeti ve
dengesiz diyetin akciger kanseri insidansinin artmasindan sorumlu oldugunu
bulmustur. Bu bulgular akciger kanserini etiyolojik seviyeden 6nlememize yardimei
olabilir. Akciger kanseri insidansini azaltmak i¢in tiitiin kullanimi kisitlama yasasi,
hava kirliligi kontrolii ve genglerin sigaray1 dnleme egitimi gibi etkili ve pratik halk

sagligi politikasi olusturulmalidir (Y. Mao 2016).

2.1.1.1. Sigarai¢cmek

Akciger kanseri i¢in baskin risk faktorii (sigara igmeyenlere kiyasla rilativ
risk [RR] = 10 ila 30). Bu nedenle, herhangi bir popiilasyonda akciger kanseri
insidansi, o popiilasyonun sigara igme aligkanliklarina baglidir (Bilello, Murin, and
Matthay 2002) (Brownson ve ark. 1998) (Joo ve ark. 2011).

2.1.1.2. Cevresel faktorler

Cogunlukla ara¢ egzozu, 1sitma sistemleri ve endiistriyel yanan atiklardan
kaynaklanan agik hava kirliligi, dekoratif ve insaat malzemelerinden pisirme dumant,
formaldehit ve benzen ve tiitlin dumani gibi i¢ mekan kirliligi kaynaklar1 ciddi bir
cevresel risk faktoridiir. Bazi ekolojik calismalar, akciger kanserinin% 50'sinden
fazlasinin kirli hava nedeniyle kentsel alanlarda endustriyel kaynaklardan ve

aracglardan goriindiigiinii bulmustur (Samet ve ark. 2009) (Hobbins ve ark. 2016).



2.1.1.3. Kaltimsal faktorler

Cevresel ve fiziksel faktorlerin yani sira, genetik de Akciger kanserinin
gelisiminde fakat daha az oranda 6nemli kulucka faktorleridir. Fakat kalitsal faktoriin
akciger sporadik kanserine toplam katkisi, diger risk faktorlerinin ortaya ¢ikmasina
baghdir. (Susan 2017)(England 2000). Sigara icmeyenlerde EGFR, KRAS, P53 ve
ALK gibi genlerdeki akciger kanseri genetik degisiklikleri bu sigara igenlerden
farklidir (Joo ve ark. 2011).

2.1.2. Akciger kanser tedavi yontemleri

Tedavi tiimor histolojisine, tan1 asamasina ve hastanin fonksiyonel
degerlendirmesine gore degisir. Kiiclik hiicreli dis1 akciger kanseri primer tedavisinin
ilk li¢ asamasi, bitisik tedavi ile veya tedavisiz cerrahi (rezeksiyon) icerir.
Kemoterapi, kiigtik hucreli karsinom ve genellikle KHDAK'nin Gglincu ve dordinci
asamasi olan rezektabl kiiciik hiicreli olmayan karsinom icgin capa tedavisidir
(Collins and Haines 2014).

2.2. Kanserde Genler

Kansere onkogenler, tiimor baskilayici genler ve mikroRNA genlerindeki
degisiklikler neden olur. Bu degisiklikler genellikle somatik olaylardir, ancak germ
hattt mutasyonlar1 bir kisiyi kalitsal veya ailesel kansere yatkin hale getirebilir.
Malign bir tim0riin gelisimi i¢in nadiren tek bir genetik degisiklik yeterlidir. Cogu
kanit, kanser hiicrelerinde genellikle ¢ok sayida onkogen, tiimor baskilayici gen veya
mikroRNA geninde ¢ok asamali bir ardisik degisiklik siirecine isaret eder (Croce
2008).

Onceki tiim galigmalar, onkogen ekspresyonunun sadece kanser baslangici
icin degil, ayn1 zamanda hastaligin siirdiiriilmesi i¢in de gerekli oldugunu
gostermistir ve onkogenleri merkezi anti-kanser terap6tik hedefleri olarak dikkat
¢ekmektedir. Onkojenik ekspresyon, genetik olarak tasarlanmis fare modellerinde

dokuya 6zgi promotorler tarafindan yonlendirildiginde, tiimorler yiiksek frekansta



ortaya c¢ikar, ancak uyarict uyaran kapatildiginda geriler (Boxer ve ark. 2004)
(Jonkers and Berns 2004) (Vicente-duen ve ark. 2013).

2.2.1. Onkogenler, proto-onkogenler ve islevieri

Proto-onkogenler hiicre buyimesinin kontrollinde yer alan proteinleri kodlar.
Proto-onkogenlerin yapisinin degistirilmesi ve / veya ekspresyonu, onlar1 duyarl
hicrelerde neoplastik fenotipi indikleyebilen onkogenler haline getirebilir.
Onkogenler, normal muadillerinin  (proto-onkogenler) protein  Grlnlerinin
fonksiyonel ve biyokimyasal Ozelliklerine dayanarak bes gruba ayrilabilir. Bu
gruplar (1) buyume faktorleri, (2) buylime faktori reseptorleri, (3) sinyal
transdiserleri (doniistiiriicii) (4) transkripsiyon faktorleri ve (5) programlanmis hiicre

6lim duzenleyicileri dahil olmak tizere digerlerdir (Pierotti, Sozzi, and Croce 2003).

2.2.1.1. Buyume faktorleri

Buyume faktorleri, hedef hiicrelerin proliferasyonunu uyarmak ve mitojenle
aktive olan protein kinaz (MAPK), fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K), fosfolipaz C-y,
ve sinyal transduktorleri ve transkripsiyon (STAT'lar) veya SMAD proteinlerinin
aktivatorleri ve transkripsiyon faktorleri, gibi hiicre i¢i sinyal yollarinin spesifik
kombinasyonlarini uyarmak i¢in hiicre dis1 sinyaller olarak islev gdren salgilanan
polipeptitlerdir. Bu hicresel aktivasyon modulleri ve ilgili GF'ler, timor
ilerlemesinin ¢esitli asamalarinda birlikte secilir. Biiylime faktorlerinin iyi
tanimlanmis dort 6rnegi vardir: trombositten tiiretilmis biliylime faktorii (PDGF),
sinir blyltme faktori (NGF), epidermal biytme faktorli ve fibroblast blylime
faktoru (Witsch, Sela, ve Yarden 2010).

2.2.1.2. Buyume faktorleri reseptori

Bazi viral onkogenler, intrinsik tirozin kinaz (TK) aktivitesine sahip olan
normal biiylime faktorii reseptorlerinin degistirilmis versiyonlaridir. RTK'lar, bilgiyi
hiicre zar1 boyunca tek yonlii bir sekilde ileten molekiiler makinelerdir. Bir biiylime

faktorlinlin reseptoriin hiicre dis1 ligand baglanma alanina baglanmasi, genellikle
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dimerizasyondan sonra, RTK ile fiziksel olarak etkilesen asagi akis proteinlerinin
aktivasyonuna yol acan hiicre i¢i TK katalitik alaninin aktivasyonuyla sonuglanir,
esas olarak mitojenle aktiflestirilen protein kinazlar (MAPK'lar) yolu, PI3K / AKT
ekseni ve STAT praoteinler ile temsil edilir (Croce 2008). Bu yollar, spesifik RTK'ya
bagl olarak, genelde anormal hiicre ¢ogalmasina ve apoptozdan kagmasina neden
olarak farkli sekilde aktive edilir (Montor, Salas, and de Melo 2018).

RTK listesi ERB B1, ERB B2, FMS, KIT, MET, RET, ROS, ALK ve TRK'y1
icerir ve bunlar genellikle timor tipine bagli olarak farkli mekanizmalar yoluyla
onkojenlere doniistiiriilebilir (Hynes and Lane 2005). ERB B1 (epidermal blyime
faktoru reseptori — EGFR), kucuk hucreli olmayan akciger kanserinden (NSCLC)
etkilenen hastalarin bir alt grubundaki TK alanindaki nokta mutasyonlari ile ligand
baglayici alanin silinmesiyle onkojenik olarak aktive edilebilir (Bethune ve ark.
2010).

Vaskuler endotelyal buyime faktéri (VEGF), gen transkripsiyonunun
hipoksiye bagimli kontroliinii diizenler . VEGF'nin aktivitesine ii¢ reseptdr tirozin
kinaz aracilik eder: VEGFR1 (FLT1), VEGFR2 (FLK1-KDR) ve VEGFR3 (FLT4).
VEGF, c¢esitli kanserlerde anjiyogenezi uyarir ve bu nedenle VEGF ve VEGFR
inhibitorleri gelistirilmisgtir (Witsch, Sela, and Yarden n.d.). Bevacizumab bir
monoklonal anti-VEGF antikorudur ve kii¢uk bir molekul olan SU5412, VEGFR1 ve
VEGFR2'nin reseptdr tirozin kinazlarinin yani sira PDGF reseptori ve KIT'in
kinazlarin1 baglar (Yu Yang ve ark. 2011) (Witsch, Sela, and Yarden 2010).

2.2.1.3. Sinyal doniistiircii

Mitojenik sinyaller, toplu sinyal iletim kaskadi olarak adlandirilan bir dizi
kompleks baglanma yoluyla hiicre yiizeyi Uzerindeki RTK'dan hiicre ¢ekirdegine
iletilir (Croce 2008).

Bircok proto-onkogen, sinyal iletim yollarmin iyeleridir. Bunlar iki ana
gruptan olusur: 1. reseptor olmayan protein kinazlar ve 2. guanozin trifosfat (GTP)
baglayici proteinler. A. Reseptor olmayan protein kinazlar TK'lere (6rn., ABL, LCK
ve SRC) ve serin / treonin kinazlara (6rn., RAF-1, MOS ve PIM-1) alt sinifa ayrilir.
(Gocek, Moulas, and Studzinski 2014)B. intrinsik guanozin trifosfataz (GTPaz)

aktivitesine sahip GTP-baglayici proteinler, monomerik ve heterotrimerik gruplara
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ayrilir. Monomerik GTP-baglayici proteinler, HRAS, KRAS ve NRAS iceren 6nemli
proto-onkogenler RAS ailesinin iiyeleridir. Su anda proto-onkogenler olarak dahil
edilen heterotrimerik GTP-baglayici proteinler (G proteinleri), su anda GSP ve
GIP'yi icermektedir (Pierotti, Sozzi, and Croce 2003).

2.2.1.4. Transkripsiyon faktorleri

Transkripsiyon faktorleri, hedef genlerin veya gen ailelerinin ekspresyonunu
duzenleyen nikleer proteinlerdir. Transkripsiyonel diizenlemeye, genellikle hedef
genin yukarisinda yer alan spesifik DNA sekanslarina veya DNA yapisal motiflerine
(orn: zinc finger) protein baglanmasi aracilik eder (Bhagwat and Vakoc 2015).
Transkripsiyon faktorlerinin etki mekanizmasi, bazen belirli partnerlerle
heterodimerik komplekslerde diger proteinlere baglanmay1 da igerir. Transkripsiyon
faktorleri, hiicre dis1 sinyalleri gen ekspresyonunda modiile edilmis degisikliklere
doniistiiren sinyal iletim yolundaki son baglantidir. Birgok proto-onkogen, retroviral
homologlar1 yoluyla kesfedilen transkripsiyon faktorleridir. Ornekler arasinda ERB
A, ETS, FOS, JUN, MYB ve C-MYC bulunur. Fos ve jun, ekspresyonu hiicre
bolinmesine yol agan bir dizi hedef geni pozitif olarak diizenleyen AP-1
transkripsiyon faktoriinii olusturur (Libermann and Zerbini 2006).

Insan hematolojik tlimérlerinde transkripsiyonel aktiviteye sahip bir proto-
onkogenin 6nemli bir drnegi, hiicre cogalmasina yol agan genlerin ekspresyonunu
kontrol etmeye yardimci olan C-MYC genidir. C-MYC gen (transkripsiyonel
diizenlemede yer alan heliks-dongu-heliks / 16sin zipper super ailesine ait bir ntikleer
DNA baglayici protein i¢in kodlanmis), insan 16semi ve lenfomadaki kromozomal
translokasyonlarla siklikla aktive edilir (Johnson, Nau, and Minna 1987) (Hoffman
and Liebermann 1998).

2.2.1.5. Programlanmug hiicre éliim regiilasyonu (Apoptoz regiilatirii)

Normal dokular hiicre proliferasyonu ve hiicre 6limi arasinda diizenlenmis
bir denge sergiler. Kanser hiicrelerinin ¢alismalari, hem kontrolsiiz hucre
proliferasyonunun hem de programlanmis hiicre 6liimiine girememenin neoplaziye

ve antikanser tedavilerine duyarsizliga katkida bulunabilecegini gostermistir.
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Programlanmis hiicre 6limiinii diizenledigi gosterilen ilk proto-onkogen BCL-2’dir
(Strasser, O’Connor, and Dixit 2000).

Cogunlukla tim folikiiler lenfomalarin ve bazi yaygm biylk B hucreli
lenfomalarin baslamasinda rol alan BCL-2 geni, mitokondriye lokalize olan ve
apoptozu inhibe ederek hiicre sagkalimini artiran sitoplazmik bir proteini kodlar.
BCL-2 ailesi Uyeleri BCL-XL ve BCL-2 apoptozu inhibe eder ve bircok kanserde
up-regile edilir (Antonsson and Martinou 2000) (Yip and Reed 2008).

Apoptozda yer alan ikinci onkogen, intrinsik yolla aktive edilen kaspaz-9'dur.
Sitokrom c'nin sitozole salinmasi, apoptozom adi verilen bir holoenzim kompleksi
olusturan kaspaz adaptori Apaf-1 ve prokaspaz-9'un aktivasyonuyla sonuglanir.
Kaspaz-9, sirayla, asag1 akis kaspazlarini, 6zellikle kaspaz-3 ve ayrica kaspaz-6, 7 ve
8'l aktive ederek DNA pargalanmasina ve apoptoza yol agar. Akt'min, Ser-196
seviyesinde kaspaz-9'un fosforilasyonuyla apoptozom fonksiyonunu
diizenleyebilecegi gosterilmistir. Bu fosforilasyon olayi, apoptoz kaspaz-9 aracili
baskilanmaya yol acan ilgili fonksiyonel sonuglara sahiptir. Akt supresyonu kaspaz-9
icin spesifiktir ve muhtemelen intrinsik katalitik aktivitenin inaktivasyonundan
kaynaklanir. Son zamanlarda, bax’in dahil oldugu ve mitokondriyal membran
hasarina yanit olarak kaspaz-9 stimulasyonuna (Apaf-1 yoluyla) yol agtig

gosterilmistir (B. Kim, Srivastava, and Kim 2015).

2.2.2. Onkogen Aktivasyon Mekanizmalart

Onkogenlerin aktivasyonu, hiicresel proto-onkogenlerde genetik degisiklikler
icermektedir. Bu genetik degisikliklerin sonucu olarak hiicreye biiyiimeyle ilgili
avantaj saglamaktir. Dort genetik mekanizma insan neoplazmlarinda onkogenleri
aktive eder: (1) mutasyon, (2) gen amplifikasyonu, (3) kromozom yeniden
duzenlemeleri ve (4) asmt ekspresyon. Ilk ii¢ mekanizma ya proto-onkogen
yapisinda bir degisiklige ya da proto-onkogen ekspresyonunda bir artisga neden
olmaktadir. Neoplazi ¢ok asamal1 bir islem oldugundan, bu mekanizmalardan birden
fazlas1 meydana gelebilir ve bu durum proto-onkogen aktivasyonu ile timor
baskilayici gen kaybi veya inaktivasyonunun bir kombinasyonuna yol agar (Botezatu
ve ark. 2016).



2.2.3. Akciger Kanseri Onkogenleri

Li Mao ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢caligmada 15 hasta bireyden iki
hedef genden elde edilen PCR drinlerinin dizi analizinin, bir K-ras veya bir p53 gen
mutasyonu i¢eren 10 primer timor tespit ettigini bulmustur. K-ras mutasyonlari,
genellikle akcigerin adenokarsinomu ile iliskili olmaktadir. Iki p53 mutasyonu, 273
ve 281'deki kodonlarda meydana gelmis olup her ikisi de daha once akciger
kanserinde tanimland1 (L. Mao ve ark. 1994).

Wong ve arkadaglari parafine gomiilii kii¢iik hiicreli akciger kanseri
orneklerinden ekstrakte edilen DNA'y1 incelemis ve 41 (% 12) doku 6rneginin S'inde
c-myc veya N-myc'nin {i¢ kattan fazla DNA amplifikasyonu bulmuslardir (Johnson,
Nau, and Minna 1987).

2.3. Hiicre Oliim Yolaklar:

Cok hiicreli organizmalarda hiicrelerin gelismesi, hemostazi, 6liimi, ve
bagisiklik fonksiyonu agsamalar1 6nemli bir siire¢ olusturmaktadir. Bu nedenle siirecte
meydana gelecek herhangi bir dizensizlik, kanser, oto bagisiklik veya
norodejeneratif hastaliklar gibi patolojik sorunlara yol acacaktir. Hiicre olim
yolaklari, farkli proteaz tiirleri (kaspazlar kalpainleri ve transglutaminazlar) ve
nikleazlar dahil olmak Uzere enzimolojik kriterlerine gore veya fonksiyon tirtine
(programlanmis, fizyolojik veya patolojik) gore siniflandirilabilmektedir. Bu
siniflandirmalarda Apoptoz, Nekroz ve Otofaji gibi morfolojik kriterler gz 6niinde

bulundurularak yapilmaktadir (Susan 2009).

2.3.1. Apoptoz

Apoptoz yapilan bazi ¢aligmalarda ilk olarak, bagisiklik sisteminin savunmasi
ve bazi hastaliklarda gozlemlenen biyolojik siireglerde islevini tamamlamadan once,
gelisim ve yaslanmada 6nemli bir rol oynayan enerjiye bagl bir hiicre 6liimii modeli
olarak tanimlanmistir. Normalde apoptoz “programlanmis hiicre 6liimii”, hiicrelerin
bir hiicre 6liimii yolagindan gegerek 6lmek iizere programlandigt DNA hasarina

neden olan bir uyaran tarafindan tetiklenir. Nekrozun aksine, intihar yoluyla hiicre
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6lumu olarak bilinen apoptoz, hicre kictlmesi, membran bozulmasi, kromatin
yogunlagmasi ve kaspazlarin kaskadr aktive etmek igin DNA pargalanmasi ile siireci

baslar (Apoptozun Molekiler Temeli n.d.).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar sayesinde apoptoz hakkinda ¢ok genis bir
bilgi birikimi bulunmaktadir. Bu durum apoptoz ve genlerinin énemini ve malign
fenotip Gzerindeki derin etkilerini anlamamiza yardimci olmaktadir (Lowe and Lin
2000).

Bu morfolojik ve molekiiler degisiklikler, cok cesitli fizyolojik veya deneysel
olarak uygulanan 6lum stimilatorleri tarafindan ortaya cikarilir ve ¢esitli doku

hicrelerinde gozlenir (Strasser, O’Connor, and Dixit 2000).

2.3.1.1. Apoptozun Ana Bileseni

2.3.1.1.1. Kaspaz

Kaspaz-kaskad sistemi, hiicre ici apoptotik sinyallerin indlksiyonu,
transdiiksiyonu ve amplifikasyonu igin hayati roller oynar. Apoptoz ile yakindan
iligkili olan kaspazlar, aspartat 6zgii sistein proteazlar1 ve interlokin-1p-doniistiiriicii

enzim ailesinin Gyeleridir (Fan ve ark. 2005).

Simdiye kadar on dort kaspaz tanimlanmistir, oncillerinin hepsi prokaspazlar
olarak bilinen zimojenlerdir. Prokaspazlarda prodomain'in N-terminali, kaspaz
aktivasyonu icin gerekli olan ¢ok cesitli bir yap: igerir ve hepsi, diger kaspazlari
otomatik olarak aktive edip biylk ve kiglk bir alt tGniteye sahip bir heterodimer
iiretme yetenegine sahiptir. Iki heterodimer, enzimatik bir aktif heterotetramer
olusturur (Launay ve ark. 2005).

Amino asit sekanslarindaki homolojilerine dayanarak, kaspazlar {i¢ alt aileye
ayrilir. Birinci ailede apoptoz aktivatorleri yer almaktadir ve Kaspaz-2, Kaspaz-8,
Kaspaz-9, Kaspaz-10’dan olusmaktadir. Ikinci aile apoptoz uygulayicilaridir ve
Kaspaz-3, Kaspaz-6, Kaspaz-7’yi igerirken; Uciincii aile Kaspaz-1, kaspaz-4,
Kaspaz-5, Kaspaz-11, Kaspaz-12, Kaspaz-13, Kaspaz-14 icermektedir (Fan ve ark.
2005).
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Apoptoza katilan kaspazlar aralarinda, baslatici kaspaz gruplarindan kaspaz 2,
8, 9 ve 10 ve efektor kaspaz 3, 6 ve 7 grubuna ayrilabilmaktedir (Kroemer and
Martin 2005).

Bazi galismalar, TNF ve Fas / Apo-1 tarafindan kaspazlarin hiicre 6limi
indiiksiyonuna katilimini desteklemektedir: (i) Reseptor kaynakli hiicre oliimii,
sentetik kaspaz inhibitorleri tarafindan bloke edilebilir. (i) Kaspazlar, inaktif onciiler
olarak iretilir. Diger apoptoz proseslerinde oldugu gibi, TNF ve Fas / Apo-1
tarafindan hiicre Oliimiiniin uyarilmasiin, bazi1 kaspazlarin proteolitik islemleri
yoluyla hizli aktivasyonuyla sonuglandigi bulunmustur. (iii) Benzer sekilde, kaspaz
substratlar1 olarak islev goren ve diger apoptotik islemlerde parcalandigi gosterilen
bircok proteinin de TNF veya Fas/Apo-1 tarafindan indiiklenen 6liim siireglerinin

erken agsamalarinda pargalandigi bulunmustur (Wallach ve ark. 1997).

2.3.1.1.2. TNF Ailesi

TNF-a, hiicre ici N terminaline sahip bir tip Il transmembran proteinidir. Hem
membrana entegre bir protein hem de proteolitik bdliinmeden sonra salinan ¢oziiniir
bir sitokin olarak sinyal verme potansiyeline sahiptir; ¢ozunir formu, 17 kDa
bilesenine kovalent olarak bagli olmayan bir trimeridir. TNF reseptorii aktivasyonu,
coklu sinyal iletim yollarii aktive eden hiicre i¢i adaptor proteinlerinin alimina yol

acar (Hehlgans and Pfeffer 2005) (Varfolomeev and Ashkenazi 2004) .

TNFR1 aktivasyonunun hicresel icerige bagl iki farkli son sonucu olabilir.
Varsayilan yolak, enflamasyon ve hiicre sagkalimi ile ilgili genlerin indiiksiyonudur.
TNFR1'e ligant baglanmasi, AP-1 transkripsiyon faktorlerinin veya sirayla NF-
aktivite B' yi aktive eden IK-B kinazlarin aktivasyonu yoluyla bir dizi enflamatuvar
aracty1r ve biliylime faktoriinii indiikler. NF-aktivite B aktivasyonu ayrica c-FLIPL,
Bcl-2 ve slperoksit dismutaz gibi apoptozun negatif regulatorlerini de 6nemli 6lglide
indlkler. NF-aktivite B aktivasyonu basarili olmazsa (6rn., Hiicre metabolik olarak
tehlike ile karsilastiysa), apoptoz, kaspaz-8 yoluyla ve hicre igi reaktif oksijen
birikimi yoluyla, strekli Jun N-terminal kinaz aktivasyonu ve mitokondriyal yollarla

aracilik eder. NF-xB'nin yetersiz aktivasyonuna bagli oldugundan, apoptoz, TNF-
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a'ya Fas-L ve TRAIL gibi TNF siiper ailesinin diger iiyeleri tarafindan indiiklenen
hizl1 apoptozdan farkli olarak geg bir yanit olusturur (Balkwill 2006).

Apoptotik sinyalizasyon iki farkli bilesenin olusmasiyla meydana gelebilir.
Ilk olarak TNFR-I'den ayrilir ve sitozolde 6liim mekanizmasini ¢alistiran farkli bir
kompleks olusturur. Antiapoptotik molekiiller tarafindan yeterince baskilanmadigi

takdirde apoptozu baslatabilen sitoplazmik bir komplekstir (Kiraz ve ark. 2016).

TNFR-II'ye ligant baglanmasi, NF-«xB, JNK, p38 MAPK, ERK ve PI3K
yollarinin aktivasyonuna yol agar, ancak bu reseptoriin biyolojik rolii hala tam olarak

anlasilamamustir (S, Gautamethi, Bokyung Sung 2008).

TNFRI1 ile indiiklenen apoptoz, baslangic asamasi TNFR-I, kinaz RIP1 ve
TRAF2'nin apoptozu karsilayacak anti-apoptotik genleri aktive ederek anti-apoptotik
genleri aktive edecek sekilde birlestirilmesiyle iki ardisik sinyal kompleksini igerip
hiicre canliligr ile sonuglanir. Kompleks II, apoptozu indiikleyen TRADD, RIPI,
FADD ve kaspaz-8'den olusan sitoplazmik bir komplekstir. Kaspaz aktivasyonu
yoluyla 6lim daha 6nce, TNF-a'nin neden oldugu apoptoz ile hiicrelerin tedavisini
takiben, TRAF1, TRAF2, c-IAP1 ve c-IAP2'nin ekspresyonunun arttirildigi ve bu
proteinlerin asirt ekspresyonunun, hiicre Oliimiine bagli TNF-a ile induklenen
apoptoza duyarhidir (Gaur and Aggarwal 2003). Son zamanlarda, TNF reseptorlerinin
ATRA ile tedavi edilen insan akciger kanseri hiicre hattini TNF-a kaynakli apoptoza
duyarli hale getirdigi bildirilmistir (Manna and Aggarwal 2000).

2.3.1.1.3. Bcl-2 Ailesi

Memeli hicrelerinde kaspazlar, intrinsik veya ekstrinsik apoptotik
yolaklarindan aktive edilmektedir. Intrinsik yolak, DNA hasari ve sitotoksik etmenler
gibi cesitli uyaranlarla aktive edilip BCL-2 protein ailesi tarafindan kontrol edilen

mitokondri yoluyla etki eder (Gross, Mcdonnell, and Korsmeyer 1999).

Homeostatik kosullarda, anti-apoptotik BCL-2 ailesi Uyeleri, pro-apoptotik
multi domain BCL-2 ailesi iiyeleri Bax ve Bak'in mitokondriyal hasara neden
olmasini dnleyerek mitokondriyal biitiinliigii korur. Hiicresel stres sirasinda, BCL-2-
homoloji 3 (BH3) proteinleri aktive edilir ve anti-apoptotik. Sonug olarak, Bax ve /
veya Bak'in inhibisyonu azalir, bu da bunlarin oligomerizasyonuna ve sitokrom c

(cyt ¢) 'nin sitozole salindigi bir kanalin olugsmasina yol agar. Daha sonra cyt c,
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Apop-1 ve ATP ile birleserek apoptozom olarak da bilinen prokaspaz-9'un alimi ve
aktivasyonu i¢in bir platform olusturur (Riedl and Salvesen 2007). Aktif kaspaz-9,
apoptotik hiicre oliimiiniin yiiriitiilmesi i¢in ¢ok 6nemli olan asag1 akis uygulayici

kaspazlari-3, -6 ve -7'yi parcalar ve etkinlestirir (Fuentes-Prior and Salvesen 2004).
2.3.1.2. Apoptotik Yolaklar

Apoptotik hiicre 6limune yol acan iki anahtar molekiiler sinyal yolag: vardir.
Birincisi, B-hicresi l6semi/lenfoma 2 (BCL-2) protein ailesi ve asagr akim
mitokondriyal sinyallerinin iiyeleri tarafindan hiicrenin i¢inden aktive edilen intrinsik
yolaktir. lkincisi, dzel hiicre yiizeyi oliim reseptorleri (DR) ile etkilesen pro-
apoptotik ligantlar tarafindan hiicre disindan aktive edilen ekstrinsik yolaktir. Her iki
yolakta da, apoptotik hiicre 6liim programina aracilik eden ¢ok sayida proteolitik

olay gergeklestiren enzimatik kaspaz kaskadini aktive eder (Ashkenazi 2008).

2.3.1.2.1. Instrinsik Yolak

Instrinsik yolak, DNA hasari ve sitotoksik ajanlar tarafindan baslatilanlar gibi
hiicre i¢i 6liim sinyalleri ile uyarilir ve BCL-2 protein ailesi tarafindan kontrol edilen

mitokondri yoluyla etki eder (Lowe and Lin 2000) (Mignotte and Vayssiere 1998).

Homeostatik kosullarda, anti-apoptotik Bcl-2 ailesi Uyeleri, pro-apoptotik
BCL-2 aile iiyeleri Bax ve Bak'in mitokondriyal hasara neden olmasint dnleyerek
mitokondriyal biitiinliigii korur. Hiicresel stres sirasinda, BCL-2-homoloji 3 (BH3) -
only proteinleri aktive edilir ve anti-apoptotik BCL-2 ailesi tyelerini antagonize eder
(Crow ve ark. 2004).

Sonug olarak, Bax ve/veya Bak aktive edilip oligomerizasyonlarina ve zarlar
arast matrisin i¢inde yer alan bir iletime izin veren sitokrom cmin sitoplazmaya
yerlesmesine yol acar. Daha sonra sitokrom c, apoptozom olarak da bilinen
prokaspaz-9'un aktivasyonu ig¢in bir platform olusturan Apaf-1 ve ATP ile birlesir
(Riedl and Salvesen 2007) (Eskes ve ark. 1998).

Aktif kaspaz-9, apoptotik hicre dlimanan yurdtilmesi igin ¢cok énemli olan
asag1 akis uygulayici kaspazlari-3, -6 ve -7'yi parcalar ve etkinlestirir. Ek olarak,

mitokondriden salinan diger pro-apoptotik proteinler hiicresel intihar mekanizmasina
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katkida bulunur. Ornegin Smac / Diablo, sonucta kaspaza bagli ve kaspazdan
bagimsiz sistemler olarak hiicre 6liimiine yol acan XIAP, cIAP1 ve cIAP2 gibi
apoptoz proteinlerinin (IAP'ler) inhibitorinin etkisini antagonize eder (Suen, Norris,
and Youle 2008) (Sheridan and Martin 2010).

Smac / Diablo'nun XIAP'a baglanmasi inhibitorlerini hafifletir. Kaspaz-9, -3
ve -7 ile etkilesim gerceklesir. cIAP1 ve cIAP2, aksine XIAP, dogrudan kaspazlari
engellemez. Bunun yerine, tiimor nekroz faktorii reseptorii (TNFR) ile iligkili olup
(TRAF2), bu da TNFR1'in sirece dahil olmasma yol agar. RIPl'in her yerde
bulunmasina aracilik ederek TNF'nin neden oldugu NF-kB aktivasyonuna katkida
bulunurlar. Anti-apoptotik genlerin NF-kB aracili ekspresyonu, cIAP1 ve cIAP2'nin
antiapoptotik islevinden sorumlu olabilir (Susan 2009) (Chai ve ark. 2000).

Ozet olarak BCL-2 ailesi iiyelerinin BH1 ve BH2 alanlar1 (BCL-2, BCL-XL
ve Bax) mitokondri gibi organellerde gozenekler olusturur; Bax ve Bak hiicre
6limuine neden olurken; BCL-2 mitokondriyal bozulmay1 onleyerek korunmasini
saglar. Bax ve Bax benzeri proteinler kanal olusturma aktivitesi yoluyla kaspazdan

bagimsiz 6liime aracilik edebilir (Alirol and Martinou 2006).

2.3.1.2.2. Ekstrinsik yol

Ekstrinsik yol, apoptoz ligandi 2 / tiimor nekrozu ile iligkili apoptozu
indlkleyen ligand (Apo2L / TRAIL) gibi proapoptotik bir ligand, DR4 ve DR5 gibi
0zel proapoptotik membran reseptorlerine baglandiginda aktive edilir (Ashkenazi
2008Db).

Aktivasyonda, her reseptor, Fas ile iliskili 6liim domeni (FADD) adaptoriinii
alarak 6lum indukleyen sinyal kompleksini (DISC) bagimsiz olarak olusturabilir
(Ashkenazi 2008b).

Bu komplekste, Fas ile iligkili 6liim alan1 (FADD), homotipik 6liim alam
etkilesimleri yoluyla baslatict kaspazlari-8 ve / veya -10'u gorevilendirir. Aktive
edilen kaspaz-8, akis asagi uygulayici kaspazlarini aktive eder, bu proteazlar hucresel
Olum substratlarin1 parcalayarak apoptotik hicrelerde g6zlenen morfolojik ve
biyokimyasal degisikliklere yol agar (Hengartner 2000).
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Fas ve TRAIL-R tarafindan indiiklenen sinyalin aksine, TNFR1 agregasyonu
iki kompleksin ardisik olusumuna yol agar. Kompleks I, TNFR1, TNFR ile iliskili
olim bolgesi (TRADD), TRAF2, RIP1, cIAP1 ve clIAP2'den olusur ve plazma
zarinda olusturulur. Bu proteinler, NF-kB ve MAPK'larin TNF'nin neden oldugu
aktivasyonunun oOnemli aracilaridir. TNFR1'in endositozunu, FasL. ve TRAIL
tarafindan indiiklenen reseptor-proksimal DISC'ye benzer olan ve TRADD, FADD
ve kaspaz-8 ve / veya -10'u igeren kompleks II'nin olusumu takip eder. Kaspaz-8 ve -
10'un aktivasyonu, akis asagi ylriitiici kaspazlarin aktivasyonuna yol acar. Ek
olarak, sadece BH3 protein Bid'in kaspaz-aracili bdliinmesi, apoptozun
mitokondriyal yolunu aktive ederek Oliim reseptdriiniin neden oldugu hiicre 6liim
programini gii¢lendirir. Son zamanlarda, TNF'nin hiicresel duruma baglh olarak iki

farkli kaspaz-8 aktivasyon yolundan birini indiikledigi bulunmustur (Sayers 2011).

Bu gorevlendirme, kaspaz 8 ve 10'un indiiklenmis aktivasyonuna yol agar, bu
da kendi kendine islemeye ugrar ve aktif kaspaz molekiillerini sitoplazmaya salar.
Bu enzimler daha sonra pargalanir ve bdylece sonugta apoptozu gergeklestiren

efektor kaspaz 3, 6 ve 7'yi uyarir (Sayers 2011).

2.4. Semaforinler

Son zamanlarda, yapilan ¢aligmalarda bazi aksonlara rehberlik eden semaforin
molekiillerinin kanserde ¢ok dnemli bir rolii oldugunu gostermektedir. Semaforinler,
Kollapsinler olarak da bilinen proteinlerdir. Baslangicta aksonal rehberlige aracilik
eden faktOrler olarak tanimlanan genis bir salgilanmig, membranéz ve plazma
membrant ile iligkili protein ailesi olarak tanimlanmistir. Semalar, protein yapilarina
gore smiflandirilmig 7 alt siifa ait 20'den fazla salgilanan ve membrana bagh
semaforin vardir (Sekil;2.2). Semaforinler iki buyuk reseptor ailesi ile sinyal verir:
pleksinler ve norofilin (RP veya NPN). Cogu membrandz semaforin, norofilin
reseptorleri tarafindan pleksinlere alinan, sinif 3 semaforin harig, pleksinlere baglanir

(Uslu 2018) .

Semaforinler, N-terminallerine yakin yerlestirilmis yaklasik 500 amino asit

uzunlugunda bir sema alaninin varlig1 ve sema alanina asag1 akista yerlestirilmis bir
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pleksin-semaforin-integrin (PSI) alani ile karakterize edilir. Sema alani, semaforin
aktivitesi icin gereklidir ve reseptdr baglanma o6zgilliigiiniin belirlenmesinde rol

oynar (Neufeld et al. 2007).

Gu ve ark. Semalar ve reseptorlerinin, dolayli olarak, immiin hiicreler ve
tumorle iliskili makrofajlar ve fibroblastlar dahil olmak iizere, tiimor mikro-
ortamindaki anjiyogenez ve diger hiicre tiplerinin fonksiyonlarini modiile ederek
veya tiimdr hiicrelerinin davranisini dogrudan etkileyerek tiimor ilerleyigini kontrol

ettigini gosteren kanitlar vardir (Gu and Giraudo 2013).

Plexin Other Receptors

Class Members Domain Structure Receptors and Co-Receptors
. Sema-1a :I_ Plexh RTK (OTK)
Sema-1b - GycTaec
2 Sema-23 PlexB Sema-la
Sema-2b
Semaif
Sema3B
Npn1.2
Sema3C PlexA1-4 PTHs
3 Sema3iD PlexB2 .
Sema3E Integrins
5 PlexDn Protenglycans
emaiF CAM
Sema3iG .
Sema3iH
Semath
Sama4B Mpn1
Samadl PlexB1-3 ATKs
4  SemsD ¢ oo PlesC1 Tim-2
Samaz4E e PlexDn OD-72
Sema4F M
Samadz
Semash PlexhAs, 4 Hpnz
5 Semash R
Semasc Pratecglycans
Semach
SemacB %
R S — O Pleciza TS
Samash =
SemasE
7 Sema7A ‘"_ PleseC 1 Inbegrins
SemaVih I rins
Voo oo  reo nizg
Intracellular § Extracallular

G =z OF U@ oBsic  @greoz JINNOMDTS P

Sekil 2.1. Semaforin protein ailesi. Semaforin protein ailesi iiyeleri, alan yapilarina gére sekiz sinifa ayrilir. Simif 1
ve 2 Semalar ve SemaSc omurgasizlarda, Sinif 3—7 Semalar omurgalilarda ve Sinif V Semalar virtislerde bulunur.
Semas i¢in baskin reseptorler olan pleksin reseptorleri, dort siifa (A — D) gruplanir ve her pleksin reseptor sinifi,
sinyallesmeye aracilik etmek i¢in belirli bir Sema sinifi veya simiflariyla etkilesime girer (Alto ve Terman 2017).
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Pek cok kanser hiicresi anormal semafor diizeyleri ve bunlarin reseptorlerini
ifade eder. Sema3C, 3E, 4D, 5A, 5B ve 6D de dahil olmak Uzere pro-timorigenik
semaforinler, ¢oklu kanserlerde yukar1 dogru diizenlenmistir. Bu Semalarin'in asiri
ifadeleri, tiimor ilerlemesini, istila ve metastaz1 ve pro-anjiyojenik o6zellikleri
surdiren birgok mekanizmaya katkida bulunur. Ote yandan, Sema3A, 3B, 3F ve 3G
de dahil olmak Uzere anti-timdrijenik semaforinler, kanserlerde ¢ogunlukla
indirgenir. Ilging bir sekilde, baz1 semaforinlerin bir kanser tipinde asag1 regiile
edildigi veya silindigi, ancak birgok kanserde asir1 eksprese edildigi bulunmustur, bu
durum Semalarin farkli timorlerde hem anti-tumor hem pro-tumor rolii olabilecegini
distindiirmiistiir (Abuetabh 2014) (Yazdani and Terman 2006).

Sema3F ayrica baslangigcta akciger kanserinin bir timor baskilayicisini
kodlayan bir gen olarak tanmimlanmigtir. Sema3F, norofilin-2 reseptorine ve cok
diisiik afinite ile ayrica norofilin-1 reseptdriine baglanir. Bununla birlikte, nérofilin-1
reseptoriinii kullanarak sinyalleri dontistiiremedigi goriilmektedir. Sema3F, bu tiir
hlcrelerde ektopik olarak eksprese edildiginde gesitli ksenograftli akciger kanseri
hiicrelerinden tdretilen tiimorlerin olusumunu bastirmistir. Bu hicrelerde sema 3F
ifadesi biiylimelerini baskiladi, bu da sema 3F'nin tiimor hiicrelerinin davranisim

dogrudan etkileyebilecegini diistindiirmistiir (Neufeld et al. 2015).

Brambilla E. ve arkadaslari akciger tiimorlerinde yiiksek VEGF
ekspresyonunun, azalmis SEMA 3F ekspresyonunun ve sitoplazmik delokalizasyon
ile iliskili oldugunu bulmuslardir. Dolayisiyla, SEMA 3F ve VEGF, ortak
reseptorlerine baglanmak icin rekabet edebilir ve SEMA 3F'nin kaybi, tiimorlere
bliyiime avantaji saglayacaktir. ~ Normal akcigerde, SEMA 3F sitoplazmik
membrandaki tim epitel hicrelerinde ve daha az oranda sitoplazmada bulunmustur.
Akciger tiimorlerindeki Sema 3F lokalizasyonu baskin olarak sitoplazmadadir ve
seviyeleri nispeten diisiiktiir (Brambilla ve ark. 2000). Tim tumorlerde, SEMA
3F'nin spesifik bir sitoplazmik lokalizasyonu, yiksek seviyelerde vaskiler endotel
bliylime faktorii ile iliskilidir ve tlimoériin derecesine ve saldirganligina baghidir

(Nasarre and Constantin 2003).

VEGF, tumér anjiyogenezinde anahtar faktorlerden biridir. Cok sayida
benign ve malign tiimorde yukari dogru diizenlenir. VEGF'nin hiicreler ve

reseptorleri tarafindan salgilandigi yoniinde onemli gelismeler saptanmistir. VEGF
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inhibisyonu, in vivo olarak timor biiylimesini baskilar ve neovaskiilarizasyonu
smirlandirir. Bu nedenle VEGF esas olarak tiimér gelisiminde rol oynamaktadir. iki
transmembran VEGF reseptorii NP1 ve NP2 baslangicta noronal hiicrelerde siif 3
semaforin reseptorleri olarak tanimlanmistir. NP1 endotel hiicreleri tarafindan
eksprese edilir ve VEGFR2 / KDR baglanmasini, timdr anjiyogenezini ve
ilerlemesini arttiran bir VEGF yardimci ko-reseptoriine karsilik gelir. NP1
ekspresyonu ayrica meme ve akciger karsinomasi gibi timoér kaynakli hiicrelerde
tamimlanmustir. Norofilinlerin diger ligandlari, tiglincii sinifta olan Semaforinlerdir.
Semaforinlerin yaygin ekspresyonu, sinir sistemi disinda baska islevleri oldugu ileri
stiriilmiis olup, daha sonra normal akciger gelisiminde ve tiimorigenezde
gosterilmistir. Sema 3f'nin bir tiimdr baskilayict gen oldugu 6ne siiriilmiistiir. SEMA
3F, NP1 ve NP2'yi NP2'ye 10 kat daha fazla afinite ile baglar ve bu reseptorleri
endotel ve tumor hiicrelerinde VEGF165 ile paylasir (Lantuejoul and Constantin
2003).

2.5. Flavonoidler

Flavonoidler, dogada birgok yerde bulunur. Kanser de dahil olmak iizere
kronik hastaliklarin 6énlenmesinde 6nemli rol oynarlar. Bu polifenollerin antikanser
etkileri cesitli faktorlere baglidir: Kimyasal yapilari, konsantrasyonlar1 ve kanser
tiirii. Farkli dokulardaki malign hiicreler, flavonoidlere kars1 farkli hassasiyet gosterir

(Sak 2014) (Lam ve ark. 2016).

Flavonoidler, bitki alemine dagilmis ve meyveler, sebzeler, tahillar, findik,
tohumlar, ¢ay ve geleneksel sifali bitkilerde 6nemli miktarlarda bulunan dogal olarak
olusan polifenolik metabolitlerdir. Bitkilerin her kisminda ortaya ¢ikmalarina karsin
genellikle yapraklarda ve ¢igeklerde yogun bulunurlar. Dogada renklendirmenin

¢ogundan sorumlu bitki pigmentleridir(George, Dellaire, and Rupasinghe 2017).

Dogada, kimyasal olarak en az bir hidroksil igeren bir fenilkromanon yapisi
(C6-C3-C6) bulunduran bilesikler olarak tanimlanan birka¢ bin flavonoidin meydana
geldigi bilinmektedir. Flavonoidler ayrica merkezi piran halkasinin doygunluk

seviyesine ve ac¢ikligina bagli olarak flavonoller, flavonlar, flavanoller, flavanonlar,
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antosiyanidinler ve izoflavonoidlere ayrilabilir (Park and M. Pezzuto 2012)
(Havsteen 2002).

Flavonoidler, hiicre zarma kolayca baglanabilir, in vitro hiicrelere niifuz
edebilir ve hiicresel metabolik aktviteleri diizenleyebilir. Oksidatif hasarin
hafifletilmesi, kanserojen inaktivasyonu, proliferasyonun inhibisyonu, farklilagmanin
tesvik edilmesi, hiicre donglisi durmasi ve apoptozun indiikksiyonu, timor
anjiyogenezinin  bozulmasi ve  metastazin  baskilanmasi  flavonoidlerin
antikarsinojenik aktivitelerine katkida bulunur. Flavonoidlerin antikanser etkinligi,
kismen  timor  hiicrelerinin - apoptozunu  indiikleme  yeteneklerinden

kaynaklanmaktadir (George, Dellaire, and Rupasinghe 2017).

Malign hiicrelerin ayirt edici 6zelligi olarak bilinen insan kanseri gelisimi i¢in
gereken en yaygin olaylardan biri, hiicre dongilisiiniin deregiilasyonudur. Hiicre
dongiisiiniin ilerlemesini inhibe edebilen ve hiicre biiyiimesinin durmasima yol
acabilen ajanlar kanser 6nleme ve tedavi ¢alismalarinda ¢ok Onemlidir ve diyet
flavonoidlerinin hiicre dongiisiiniin ilerlemesini 6nleme yetenegine biiyiikk Onem
verilmistir. Flavonoidlerin, ¢oklu hiicre dongiisii diizenleyici proteinleri diizenleyerek
G1 /S veya G2 / M sinirlarinda hiicre dongiisii ilerlemesini durdurdugu bulunmustur.
Birkag ¢alismada, flavonoidlerin hiicre dongiisiiniin birden fazla asamasinda hiicre

biiylimesini engelleme yetenegini gostermistir (Abotaleb ve ark. 2019) (Sak 2014).

Polifenolik yap1 nedeniyle, flavonoidlerin hem antioksidan hem de proksidan
etkiye sahip oldugu bulunmustur. Antioksidan etkinin ve reaktif oksijen tiirlerini
(ROS) temizleme kabiliyetinin, fenolik bilesiklerin bildirilen biyolojik etkilerinin
cogunu agikladigr gosterilmistir, ancak son zamanlarda yapilan bazi caligmalar
flavonoidlerin  antikanser aktivitelerine prooksidan etki yoluyla aracilik

edilebilecegini ortaya koymustur (George, Dellaire, and Rupasinghe 2017).

Orientin (Ot) ve vicenin-2 (Vc), Hint kutsal feslegeninden ve diinyanin farkli
bolgelerindeki bazi bitkilerden  izole edilmis suda ¢6zinir flavonoidlerdir
(Satyamitra ve ark. 2014). Bu kii¢iik flavonoidlerin dogada antioksidan ve antikanser
oldugu bilinmektedir (Sharma ve ark. 2016).
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2.5.1. Orientin

Tibbi bitkilerden izole edilen biyoaktif bilesiklerden olusan Orientin, genis
terapotik ozellikleri nedeniyle ¢alismalarda siklikla kullanilir. Orientin, Ocimum
sanctum (kutsal feslegen), Phyllostachys nigra (bambu yapraklari), Passiflora tiirleri
(tutku cicegi), Trollius tiirleri (Altin Kralige), Jatropha gossypifolia (Bellyache
Bush), Linum usitatissimum (keten), Commelina communis (giin ¢icegi) gibi bazi
tibbi bitkilerden ekstrakte edilebilen suda ¢6ziiniir bir flavonoid C-glikozittir (Lam
ve ark. 2016).

2.5.1.1. Orientin yapist

Orientin, IUPAC ismi 2- (3,4-dihidroksifenil) -5,7-dihidroksi-y-8 - [(2S, 3R,
4R, 5S, 6R) -3 4,5-trihidroksi-6- (hidroksimetil) oksan-2-il] kromen-4-on olan suda
¢ozinur bir flavonoid C-glikozittir. C21H20011 molekil formuline ve 448.3769 g /
mol molekiil agirligma sahiptir. Orientinin kimyasal yapist ¢ogunlukla iki eter
grubuna ve bir keton grubuna sahip fenol gruplarindan olustugunu gdstermektedir.
Bu nedenle, tibbi bitkilerden orientin ¢ikarmak i¢in metanol, etanol veya su gibi bir

polar ¢ozlci gereklidir (Lam ve ark. 2016).

Sekil 2.2. Orientin yapis1 (Thangaraj et al. 2018) .
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2.5.1.2. Tibbi ozellikler

2.5.1.2.1. Antioksidan ve yaslanma karsiti etkisi

Orientin antioksidan 6zelligi nedeniyle genis capta ¢alisilmistir Orientinin
antioksidan Ozelligi, elektron afinitesi, elektronegatifligi ve elektrofilik indeksi

calismasiyla agiklanabilir (An, Cao, ve ark. 2015) (Satyamitra ve ark. 2014).
2.5.1.2.2. Radyokoruyucu etkisi

Radyo-koruyucu bilesiklerin arastirilmasi, insan dokulari tizerindeki son
derece zararli giicli nedeniyle insanlar1 radyasyona karsi korumak i¢in hayati 6neme
sahiptir. Radyasyon DNA ve proteinlere zarar vererek hiicresel apoptoz nekrozu,
mitotik 6lim veya normal dokularda hiicre dongiistinii durdurmasina neden olabilir.
Ocimum kutsal, Orientin ve vicenin-2 yapraklarindan izole edilen iki flavonoid,
radyo-koruyucu etkileri agisindan siklikla incelenmistir. Veinda ve arkadaslari,
radyasyona bagli genomik degisikliklere kars1 koruma saglayarak, ¢ok diisiik toksik
olmayan Orientin ve vicenin-2 konsantrasyonlarinda optimum korumanin
saglandigin1 ve bunun da kanser radyoterapisinde normal doku korumasi i¢in mevcut
tiyol koruyucularina karsi bir avantaj sagladigini bulmuslardir (Vrinda ve Uma Devi
2001) (Uma Devi, Bisht, ve Vinitha 1998) (Uma Devi ve Satyamitra 2004).

2.5.1.2.3. Noroprotektif veya antidepresan benzeri etki

Liu ve arkadaslari, orientinin CUMS ile indiiklenen depresif farelerin
davranig1 lizerinde antidepresan benzeri etkiler sergiledigini gostermislerdir (Liu ve
ark., 2015). Orientin ayrica oksidatif stresi azaltarak, monoamin ndrotransmisyonunu
iyilestirmig ve stresli farelerin hipokampus ve prefrontal korteksindeki norotrofin
BDNF ve sinaps iligkili proteinleri arttirmigtir (Oh ve ark. 2018) (Ortmann ve ark.
n.d.).

2.5.1.2.4. Antiadipogenez etkisi

Adipogenez, farklilagmamis Oncii hiicrelerin yag hiicrelerine farklilastigi ve
ayrica toplum i¢inde obezite prevalansinin artmasina neden olan siiregtir. Orientinin
diger baz1 flavonoidlerle birlikte giliclii antiadipogenez aktivitesi sergiledigi

bildirilmistir. Spirodela polyrhiza etanol ekstraktindan izole edilen orientin, 3T3-L1
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hlcrelerinde lipit birikimi Uzerinde antiadipogenez etkilere neden olmustur (J. Kim
ve ark. 2010).

2.5.1.2.5. Antinosiseptif etki

Orientin agriy1 hafifleten etkisi, farelerde agri modellerinde gosterilmistir. 6.5
mg / kg ID50'ye sahip Orientin, farelerde asetik asit kaynakli kivranma ve kapsaisin

ve glutamat kaynakli agriy1 azaltabilmistir (Da Silva ve ark. 2010).
2.5.1.2.6. Antienflamatuvar etki

Yapilan birkag calisma orientin'in inflamasyonda yer alan anahtar molekiilleri
diizenledigini gostermistir. Ornegin, orientin, NF-kB ve ERK yollarinin baskilanmasi
ile ilgili olan LPS'nin neden oldugu vaskiiler enflamatuar yanitta IL-6 ve TNF-a
tiretimini baskilar (Sun ve ark. 2016) Ku ve ark. Calismasi, orientin veya izoorientin
ile tedavinin, birincil insan endotel hicresinde NF-kB'nin inhibisyonu yoluyla
HG'in neden oldugu vaskiiler inflamasyonu inhibe ettigini gdstermistir. Bu
sonuglar, orientin ve izoorientinin diyabetik komplikasyonlara ve ateroskleroza karsi

da 6nemli terapétik yararlart oldugunu gostermektedir (Ku, Kwak, and Bae 2014).

2.5.1.2.7. Antitimor etkisi

Orientinin onkogen p53 ekspresyonunu yukari regiile etti§ini ve kanserin
bcl-2 ekspresyonunu tesvik ettigini ve daha sonra kanserli hiicrelerde apoptozu
indiikledigi bir¢ok kez kanitlanmistir (An, Wang, ve ark. 2015). Baska bir ¢alisma
ayrica oientin'in Bax / Bcl-2 oraninda yukari regiile ekspresyonunun ve Bcl-2'nin

asag1 regiile ekspresyonunun arttigini gosterdi (Guo ve ark. 2014).

Ayrica Thangari ve arkadaslari, sitotoksisite, morfolojik degisiklikler,
kromatin yogunlasmasi, membran bozulmas: ve nikleer parcalanma yaparak
orientinin insan CRC HT29 hiicrelerine karsi anti-proliferatif potansiyelini
gostermistir. Genel bulgular, orientinin GO / G1 fazindaki hiicre dongiisiinii
durdurdugunu, hiicre i¢i ROS'u indiikledigini ve ayn1 anda mitokondriyal zar1 kaspaz
bagimli intrinsik apoptozu aktive etmek icin depolarize ettigini belirtmektedir. Bu
nedenle, orientin insanda CRC'ye karst umut verici bir kemoterap6tik ajan olabilir.
(Thangaraj ve ark. 2019) Diger yandan, HeLa insan servikal karsinom hiicrelerinde

erken apoptoz olusmadan Once, orientinin bloke edici etkisi, G1 / S ge¢isinde
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meydana gelen DNA ipligi kopmasmi ve hiicre dongiisii durmasini meydana

getirmistir (Guo ve ark. 2014).

2.5.2. Vicenin-2

Vicenin-2, Gliney Asya bolgesinde yaygin olan Ocimum sanctum Linn ve
Moringa oleifera bitkisinde bulunan toksik olmayan bir flavonoiddir. Vicenin-2'nin
antioksidan, hepatoprotektif, antienflamatuar ve antikanser etkileri gibi bircok
farmakolojik 6zellige sahip oldugu bildirilmistir. Vicenin-2, anjiyogenezi inhibe eder
ve prostat kanserinde vaskiiler endotelyal biiylime faktorii ekspresyonunu azaltir ve

tiimdr gerilemesi ile iliskili olan preklinik modellerde oral uygulamadan sonra etkili

bir sekilde emildigi kanitlanmistir (Yang D, Zhang X 2018).

2.5.2.1. Vicenin-2’in yapist

Vicenin-2, A. capillaris'ten izole edilen apigenin (sekil:2.3) 'in 6,8-di-C-
glukozitidir. Vicenin-2 , Citrus aurantium, Peperomia blanda, Ocimumm sanctum,
Perilla frutescens, Urtica daireselis ve Potentilla gibi diger bir¢ok tiirde bildirilmistir.
Anti-oksidan, anti-hepatotoksik, tripanokidal, antispazmodik, fonksiyonel
gastrointestinal rahatsizhigin iyilestirilmesi ve anti-nosiseptif etkiler dahil olmak
Uzere Vicenin-2 'nin yararh etkileri birgok arastirmada bildirilmistir (Islam ve ark.
2014) (Kang ve ark. 2015) (Ku ve Bae 2015).

Sekil 2.3. Vicenin-2 yapus: (Peter et al. 2015).
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2.5.2.2. Tibbi ozellikler

2.5.2.2.1. Antiseptik etki

Le ve arkadaslari, Vicenin-2'in hem LPS hem de CLP aracih HMGBI
salimmmini, HMGBI1 reseptoriiniin  ekspresyonunu ve HMGBI1 aracili bariyer
bozulmasini, bariyer biitlinliigiindeki artislar ve CAM ekspresyonunun inhibisyonu
yoluyla inhibe ettigini gosterir. Ek olarak, Vicenin-2 insan nétrofil yapismasini ve
HUVEC'lere gogii azaltir. Vicenin-2'in bu bariyer koruyucu etkileri, vicenin-2 ile
tedavinin HMGBI ile indiiklenen mortalitenin azalmasiyla sonuglandigi bir fare
modelinde dogrulanmigtir. Bu sonuglar, Vicenin-2'in sepsis ve septik sok gibi ciddi
vaskiler inflamatuar hastaliklar ic¢in potansiyel terap6tik ajanlar olarak

kullanilabilecegini gostermektedir (Lee ve ark. 2015).

2.5.2.2.2. Anti-enflamatuar etkileri

Vicenin-2, bariyer biitiinliigiinii arttirarak ve CAM'lerin ekspresyonunu inhibe
ederek LPS reseptoriiniin LPS aracili ekspresyonunu (TLR4) ve LPS aracili bariyer
bozulmasini inhibe eder; Vicenin-2 ayrica l16kositlerin yapismasini ve HUVEC'lerin
EPCR atilmasina dogru gociinii azaltir. Vicenin-2'in bu bariyer koruyucu etkileri,
Vicenin-2 ile tedavinin LPS kaynakli mortalitenin azalmasiyla sonuglandigi bir fare
modelinde dogrulanmistir. Vicenin-2, vaskiiler enflamatuar hastaliklarin tedavisi igin

potansiyel bir aday olarak kabul edilebilir (Kang ve ark. 2015).
2.5.2.2.3. Radyo-koruyucu etki

Vicenin-2 ve orientin, insan periferal kan lenfositlerinde radyasyona bagl
mikrontikleuslara kars1 doza bagimli bir koruyucu etkiye sahiptir (Vrinda and Uma
Devi 2001).

2.5.2.2.4. Antitrombotik ve antiplatelet Etkisi

Le ve arkadaslari, ¢calismasinda Vicenin-2'in HUVEC'lerde FXa ve trombin

iretimini inhibe ederek ekstrinsik ve intrinsik kan pihtilagsma yollarini inhibe ettigini
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ve VCN'nin TNF-a ile PAI-1 salgilanmasini inhibe ettigini gosterdi (Lee ve ark.
2015).

2.5.2.2.5. Antitumor aktivitesi

Vicenin-2 ayrica prostat hiicrelerinin karsinomu {izerinde anti-proliferatif,

anti-anjiyojenik ve pro-apoptotik etkilere neden oldu. (Islam ve ark. 2014)

Vicenin-2 uygulamasi, zamana bagh olarak Sitokrom C, Bax ve kaspaz-3
ekspresyonunu artirdi ve antiapoptotik Bcl-2 ekspresyonunu azaltti. Vicenin-2, hiicre
canliligin1 inhibe eder, apoptozu indiikler ve HT-29 hiicrelerinde hiicre donglisun
durmaya yol acar. Vicenin-2 B-katenin ekspresyonunu ve nukleer birikimi inhibe
eder (Yang D, Zhang X 2018).

Nagaprashantha ve ark., Vicenin-2'nin kaspaz-3 aktivasyonu yoluyla prostat

kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikledigini bildirmistir (Nagaprashantha ve ark.
2011).

Vicenin-2 ayrica, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinde
(NSLC) kaspaz 3 aktivitesini arttirirken, fibroblast hiicrelerine toksik olmayan ve
radyo-koruyucu oldugundan, NSLC tedavisinde kemoterapdtik ajan olarak
kullanilabilecegini diisiindiirmektedir (Baruah and Kma 2019).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Materyaller

3.1.1.

Bu ¢alisma Eskisehir Osmangazi Universitesinin Arasturma Fonunca
desteklenmistir.

Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler

10, 200, 1000, 5000 uL mikropipet ucu (Axygen, Ingiltere)

15 ve 50 ml santriftj tibi (Isolab, Almanya),

25 ve 75 cm? hiicre kiiltiirii kabi (Greiner bio-one, A.B.D)

2 mL Eppendorf tlipleri (Greiner bio-one, A.B.D),

12 kuyucuklu plak (Isolab, Almanya)

5 ve 10 mL steril enjektor (Hayat, Turkiye)

5, 10 ve 25 ml steril tek kullanimlik pipet (Costar, Sigma-Aldrich, Almanya)
6-kuyucuklu hiicre kiiltiirii plaklari (TPP, Isvigre)

96-kuyucuklu hiicre kiiltiirii plaklar1 (TPP, Isvigre)

Lamel (Isolab, Almanya),

Filtre (Sartorius stedim, Almanya);

Parafilm (Pechiney, Fransa),

PH indikatori (Macherey- Nagel, Almanya),

Thoma lam1 (Marienfeld, Almanya),

AS594 hiicre hatt1 (ATCC, ABD)

CCD-19 Lu hiicre hatt1 (ATCC, ABD)

MTT ( 3-(4,5- Dimetiylthiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromit %98’lik)
(Alfa Aesar, Almanya)

Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS) (Sigma-Aldrich, Almanya)

Dimetil sulfoksit (DMSOQO) (Sigma-Aldrich, Almanya)

Fetal Bovin Serum (FBS) (Sigma-Aldrich, Almanya)

Penisillin- Streptomisin Cozeltisi (10.000 U/mL Penisillin / 10 mg/mL
Streptomisin) (PAN, Almanya)

Cis-Diamineplatium(ll) diklorit (Sigma Aldrich, ABD)

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, Almanya);
Eagle’s Minimal Essential Medium (EMEM) (Sigma-Aldrich, Almanya)
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Trypan mavisi (Biological Industries, Israil)

Tripsin-EDTA ¢0zeltisi (Biochrom, Almanya),

Anneksin V-FITC/PI Apoptoz tanimlama Kiti (BD Biosciences, ABD)
PE Aktif Kaspaz-3 tanimlama kiti (BD Biosciences, ABD)

MitoScreen (JC-1) membran potansiyel tanimlama kiti (BD Biosciences,
ABD)

LumiTrans® PCI Biotech AS (Oslo, Norveg)

LB medium Bio 101

Insan Semaforin 3F ELISA Kit (Shanghai, Cin)

Insan Norofilin 2 ELISA Kit (Shanghai, Cin)

Insan Biiyiime faktorii ELISA Kit (Shanghai, Cin)

Acridine orange

Ethidium Bromide

Orientin (HWI Analytik GmbH, Almanya)

Vicenin (HWI Analytik GmbH, Almanya)

2X Magic SYBR mix (Procomcure Biotech Gmbh, Avusturya)
VlitaScript FirstStrand cDNA Synthesis Kit (Procomcure Biotech Gmbh,
Avusturya)

MicroAmp Hizli Optik 96 Kuyucuklu Reaksiyon Plakasi (Life Technologies)

3.1.2. Kullamilan Cihazlar

Ters mikroskop (Leica, Almanya),

Mulltimod Mikroplaka Okuyucu Gérunttleme Sistemi (Cytation 5, BioTek,
ABD)

Akis sitometresi (CytoFLEX Beckman Coulter )

Stratagene Mx3005P RT PCR Isil Dongii Cihazi (Agilent Technologies,
ABD)

Laminer Akis kabini (Mars Scanlaf, Labogene ApS, Danimark),
HeraSafe KS Molekiiler Biyoloji Laminar Kabin (Thermo, Kanada)
Masaiistii sogutmali santrifiij (Hettich Lab Teknoloji, Almanya),

Derin dondurucu buzdolabi (Nuaire, U.S.A)

Steril CO2 inkubat6ru (Binder, Almanya)

Sterilizator (Heraeus, Almanya)

Su Banyosu (Nuvem Tirkiye),
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S1v1 nitrojen tanki (Taylor Wharton, ABD)

Hassas denge (Mettler Toledo, ABD),

Otoklav (Eryigit A.S. Tirkiye),

Orbital calkalayic1 (Heidolph, Almanya)
Sarj edilebilir pipet kontrolii (Starlab, Almanya),

Otomatik mikropipetlerin farkli hacimleri (Thermo, FinnPet, Kanada),
Girdap (Heidolph, Almanya)

Distile su makinesi (Sartorius Stedim, Almanya)
Ultrasonik su banyosu (BD, ProbeTecET, ABD)

Bay Frosty (Nalgene, ABD)

Imaging System lIris (Logos Biosystems, Gliney Kore)
StepOnePlus Real-Time PCR (Thermo Fisher, ABD)
NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher, ABD)
SimpliAmp Thermal Cycler (Thermo Fisher, ABD)

Bioprep-24 Homojenizator (Hangzhou Allsheng Instruments, Cin )

3.1.3. Hiicre hatlart

(Calismada kullanilan biitiin hiicre hatlar1 ATCC (ABD)’den temin edilmistir.
Insan kanserli akciger hiicre hatt1 A549 (ATCC® CCL-185™), insan normal akciger
hatt1 ise CCD-19Lu (ATCC® CCL-210™) olarak tanimlanmuistir.

3.2. Kullanilan Maddelerin Hazirlanmasi

3.2.1. Orientin hazirlanmasi

Orientin konsantrasyonunun hazirlanmasinda literatiirdeki ICso verilerinden
yararlanilmstir. Stok ¢ozelti konsantrasyonu 10 mg/ml olarak hazirlanmis olup, her
vialde 10 mg bulunan orientin 1 ml DMSO i¢inde ¢Oziinmiistiir. Calismada
kullanilan 400, 200, 100, 50 25, 12,5, 6,25, 3.125 pg/ml konsantrasyonlar stok
cozeltiden seri diliisyon ile elde edilmistir. Konsantrasyondaki en yiiksek DMSO
orant %0,1 olarak kullanilmistir. Biitiin adimlar her bir analiz i¢in tekrarlanip, taze

cozeltiler ile deneyler yiiriitilmiistiir.
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3.2.2. Vicenin-2 hazirlanmasi

Vicenin-2 konsantrasyonunun hazirlanmasinda literatiirdeki ICsg verilerinden
yararlanilmstir. Stok ¢o6zelti konsantrasyonu Smg/ml olarak hazirlanmis olup, her
vialde 10 mg bulunan Vicenin-2 ml DMSO iginde ¢oOziinmiistiir. Calismada
kullanilan 400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3.125 pg/ml konsantrasyonlar stok
cozeltiden seri diliisyon ile elde edilmistir. Konsantrasyondaki en yiikksek DMSO
orant %0,1 olarak kullanilmistir. Biitiin adimlar her bir analiz i¢in tekrarlanip, taze

cozeltiler ile deneyler yiiriitiilmiistiir
3.2.3. Sisplatin hazirlanmast

Toz halinde alinan (Acros Organics, Belcika) sisplatin, deneylerde pozitif
kontrollerden biri olarak kullanilmistir. Analizler i¢in 20 mg tartilip 500 uL DMSO
icinde ¢Ozdurllerek ana stok olarak hazirlanmistir. 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125
ve 3.90625 pg/mL konsantrasyonlari hazirlanmigtir. Konsantrasyonlarda en ylksek
DMSO oram1 %0,1 olacak sekilde ayarlanmistir. Her analiz i¢in bu adimlar

tekrarlanip taze ana stoklar elde edilmistir

3.3. Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi ve Deneye Hazirhk

3.3.1. Materyal Sterilizasyonu

Deneyler steril ve tek kullanimlik malzemeler ile yiiriitiilmiistiir. Deneylerde
kullanilan cam ve metal malzemeler her yeri kapanacak sekilde aliiminyum folyoya
sartlip steril edilmis, 200° C’de 2 saat boyunca kuru hava ile, sivi malzemeler ise
121° C 1.5 atm basing altinda 20 dakika boyunca otoklavlanmigtir.

Otoklavlanamayan sivilar ise 0,22 mikron filtrelerden gegirilerek steril edilmistir.

3.3.2. Hucrelerin stoklanmast ve pasajlanmasi

Hiicreler ihtiya¢ duyulmadigi zaman uygun kosullarda stoklanmistir. A549,
CCD19-Iu ve L929 hiicreler PBS ile yikanmus, tripsin ile kaldirildiktan sonra

santrifiijlenip yogunlugu 1 x 10° hiicre/ml olacak sekilde ayarlanmistir. Hiicreler 2
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ml’lik viallere aktarilip, donma koruyucu olarak 100 ul DMSO ilave edilmistir. Gece
boyunca -86 ° C derin dondurucuda tutulduktan sonra, sivi azot tankina (-196 ° C)

alinip sonraki kullanim i¢in stoklanmustir.

Hiicreler ihtiya¢ olduklar1 zaman sivi azot tankindan alimip, hizlica (1
dakikanin altinda) 37°C steril su banyosunda ¢oziindiriilmistiir. Hiicreler
cozdirildikten sonra 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip, DMSO’dan
arindirilmistir. Sonrasinda hiicre hatlar1 inkiibatore yerlestirilip, besi ortami 2-3
giinde bir yenilenmistir. Kiiltiir kaplar1 %70 doluluk oranina ulastiginda, alt kiiltiir

elde edilip  pasajlanmistir.

3.3.3. Hiicre hatlar1 sayimi

Deneyler i¢in kiiltiirii yapilan hiicre hatlar1 1x PBS (phosphate salin buffer) ile
ikiser kez yikanmistir. Kiiltiir flasklarinin boyutu ve hiicrelerin yogunluguna bagh
olarak 0,5-1 mL Tripsin-EDTA soliisyonu eklenmis ve inkiibatorde bekletilerek
hiicrelerin flaskin ylizeyi ile olan baglantisinin kesilmesi beklenmistir. Tripsin-EDTA
inhibisyonunu saglayabilmek i¢in flasklara 5mL ilgili besi yeri eklenip, hucreler
15mL’lik falkon tiiplere alinarak 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifii
sonunda, slpernatant dokulerek, kalan pellete 1 mL uygun besiyeri eklenerek
pipetleme yardimiyla homojenize edilmistir. Yapilan biitiin deneylerden Once
hicreler sayilarak hesaplanmistir. Hiicre sayimi igin tripan mavisi sollisyonundan
bire bir oraninda karistirilarak Thoma laminda sayilmistir. Sayim i¢in (1) formiil

kullanilmistir.

1) Toplam hiicre sayisi=16 biiyiik karedeki hiicre sayis1 x 10,000 x diliisyon

sayisl

3.4. Metodlar

3.4.1. Hucre kulttri

A549 ve CCD-19lu hucreleri her iki haftada bir RPMI 1640 ve %10 fetal
sigir serumu, 100 U/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin ve 2 mM glutamin (tam
buyume besi yeri) ilaveli DMEM besi yerinde 37°C’de 5 % CO2 igeren nemli
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atmosferde ile alt kiiltiir elde edilmistir. Deneylerden Once hiicreler tripsin ile
kaldirilarak pellet haline getirilmis (1200 rpm’de 4 dakika santrifuj edilerek),
sonrasinda tam biiylime besiyerinde tekrardan askiya alinmistir. Siispansiyondaki
hiicre miktar1 “glasstic®slide 10 with grids” (Hycor Biomedical Inc., Garden Grove,

CA,ABD) kullanilarak sayilmistir ve uygun miktarda hiicre deney i¢in ekilmistir.

3.4.2. MTT analizi

MTT analizi, hiicrenin yasayabilirligi, proliferasyonu ve sitotoksisite
gostergesi olarak hiicresel metabolik aktivitenin 6lglimii olarak kullanilmaktadir. Bu
kolorimetrik analiz, sar1 tetrazolium tuzunun (3-(4,5-dimetilthiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolium bromit ya da MTT) pembe formazan kristallerine metabolik olarak
aktif hiicreler tarafindan indirgenmesi temeline dayanir. Yasayan hiicreler,
NAD(P)H-bagimli oksidoreduktaz enzimleri igerir ve bu enzimler MTT’yi formazan
tuzuna doniistirmektedirler. Cozinmeyen formazon kristaller, ¢6ziicii yardimiyla
¢cozilur ve coklu-hiicre spektrofotometresi ile 540nm’de absorbans vererek miktar
tayini yapilabilir. Cozelti ne kadar koyu renkli olursa, yasayan hiicre sayisinin

(metabolik olarak aktif hiicrelerin) o kadar fazla oldugu séylenebilir.
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Sekil 3.1. MTT molekiiliiniin mitokondriyal rediiktaz analiz sonunda formazan

kristaline doniigiimii (Sukhramani et al. 2011).

3.4.2.1. Yontemin uygulanmast

Hiicreler 96’lik diiz tabanli kuyucuklara besi yeri i¢inde ekilmistir ve

kuyucuklardaki hiicre yogunlugu 1x10* olarak ayarlanmistir. 24 saat sonra besi yeri
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degistirilmis ve hiicrelerin ilgili belirlenen konsantrasyondaki kimyasal bilesikler ile
24 saat etkilesimi saglanmustir. Ilag ile inkiibasyonun sonunda her kuyucuga MTT
(0.5 mg/mL son konsantasyon) ilave edilmis ve 4 saat boyunca tekrar inkiibasyona
birakilmistir. Coziinmeyen formazan kristallerinin 100 mL %100(h/h) DMSO ile
coziinmesi saglanmistir. Plaklar otomatik plak okuyucu ile 570 nm’de okunmus ve

absorbans degerleri hesaplanmustir.

Inhibisyon konsantrasyonlarinin belirlenmesi Spektrofotometrinin saglamis

oldugu absorbans degerler ile hiicre canlilig1 arasinda baglant1 bulunmaktadir.
Hesaplama islemi (x) ‘de verildigi gibidir.
% Canlilik = Ornegin absorbans degeri / Kontroliin absorbans degeri x100 (x)

Hesaplama sonuglarina gore, hiicre popiilasyonun %50’sinin inhibisyonunu saglayan
konsantrasyon IC50 ve %350 inhibisyonun yarisim1 saglayan IC50/2 degerleri
belirlenmistir. Bulunan konsantrasyonlar apoptoz belirleme ve gen aktivasyon /

inhibisyon deneylerinde kullanilmastir.

3.4.3. Akim sitometri

Apoptoz siirecinin karakterizasyonu, tayini ve tanimlamasi i¢in bir ¢ok teknik
bulunmaktadir. Fakat, akis sitometresi (Flow cytometry; FCM) apoptik kaskatin
hilcre tipi, zaman ve tetiklenmesi ile iligkisinin ortaya ¢ikarilmasinda en ¢ok tercih

edilen metottur.

3.4.3.1. JC-1 boyama ile hucrelerin mitokondriyal membran aktivitesinin

belirlenmesi

Mitokondri araciligiyla apoptozun en erken indikatérleri, mitokondriyal
membran  potansiyelindeki  degisimlerdir. Bu  depolarizasyonu, membran
gecirgenliginde artig ve sitokrom c, AIF, mac/DIABLO ve gesitli pro-kaspaz gibi
¢ozilinen hucreler arasi proteinlerinin sitoplazmaya salinimi takip eder. The BD™
MitoScreen Kiti (JC-1 iceren) erken donem apoptozda apoptotik hiicrelerin sayimi

icin floresans temelli analiz saglamaktadir.
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3.4.2.1.1. Yontemin uygulanmasi

Hiicre yogunlugu, her hiicrede 1x10° olacak sekilde gelistirildikten sonra, 0 —
50 Amol/L DMSO konsantrasyon araliginda Vicenin-2 ve Orientin ile %5 CO2
varliginda 370C’de 24 ve 48 saat muamele edilmistir. 24 saatlik islemin sonuda,
hiicreler nazikge kazimip 1200rpm’de oda sicakliginda 5 dakika boyunca santrif(j
edilmistir. Stiipernatant dikkatlice alinip atilmis, hiicre PBS ile ikiser kere yikanmis
ve 0,5 ml taze hazirlanmis JC-1 galisma ¢Ozeltisi her bir pellete ilave edilip tekrar
stispansiyon haline getirilmistir. JC-1 ¢alisma ¢ozeltisindeki hucreler 37°C 10-15
dakika boyunca CO2 inkiibatoriinde muhafaza edilmistir. Inkiibasyonun ardindan
yapilan yikama sonrasinda, ilk yikama: 2ml hacimde 1 x Assay Tamponu her tiipe
ilave edilip tekrar siispansiyon haline getirilmistir. Hiicreler 1200 rpm 5 dakika
santriflij edilip sUpernatant atilmistir. 2. Yikama: 1 ml 1 x Assay Tamponu her bir
tlpe ilave edilmis ve ayni sartlarda santrifuj edildikten sonra hiicreler akis sitometrisi

ile analiz edilmistir.
3.4.2.2. Annexin V-FITC/PI yontemi ile apoptotik etkilerin belirlenmesi

Plazma membranindaki degisimler apoptozun erken 6zelliklerindedir.
Apoptotik hicrelerde, membrane fosfolipiti ve fosfatidilserin (PS) plazma
membraninin i¢ ve dis tarafinda yer degistirir. Boylelikle, PS dis hiicresel ¢evre ile
maruz kalir. Annexin V 35-36kDa boyutunda ve Ca*? bagimli fosfolipit baglanan
proteindir. PS’e kars1 yiiksek afinitesi bulunur ve agikta PS bulunan hicreler ile
baglanir. Annexin V FITC ve PE, ya da biotin ve isaretli EGFP (Arttirilmis yesil
florosans protein) gibi florokromlar ile konjugat olusturur. Bu yap1 PS’e kars1 yliksek
afinitesini kaybeder ve bu sebeple apoptoza giden hiicrelerin akis sitometrik analizi
i¢in duyarl bir prob olarak hizmet eder. PS’1n digsallastirilmasinin apoptozun erken
sathalarinda gergeklesmesinden dolayi, Anneksin V boyamasi, erken satha apoptozu
olarak tanimlanabilir ve DNA fragmentlesmesi gibi ¢ekirdekdeki degisiklik
zamanina dayanir. Annexin V boyamasi, membranin biitiinligiinii kaybetmesine yol
acar ve bununla beraber apoptoz ya da nekrotik slre¢ ile son evrelerdeki hiicre
6limlerine eslik eder. Bu sebeple, propidium iodat(PI) ya da 7-amino-aktinomisin D
(7-AAD) gibi boyalarla baglanan Annexin V ile boyama islemi, erken apoptotik
hiicreler ile 6lii ya da apoptozun son safhasindaki hiicreler ayirt edilmesine yardimci

olur.
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3.4.2.2.1. Yontemin uygulanmasi

Kisaca, hiicreler, alti oyuklu kiiltiir plakalarinda 1 x 10° hiicre yogunlugunda
biyiitildii ve 24 saat boyunca farkli vicenin-2 ve Orientin konsantrasyonlari
(DMSQO'da 0-50 Amol / L) ile isleme tabi tutuldu ve 37 ° C'de muhafaza edildi.
Nemlendirilmis % 5 CO2 atmosferi. 24 saatlik muamelelerin ardindan, Hiicreler
soguk PBS ile iki kez yikandi ve daha sonra 1 x 10 ~ 6 hiicre / ml'lik bir
konsantrasyonda 1X Baglama Tamponu icinde yeniden siispanse edildi. 100 ul

soliisyon (1 x 10 * 5 hiicre) 5 ml'lik bir kiiltiir tiiptine aktarilir.

3.4.2.3. Kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptotik etkilerin belirlenmesi

Apoptozun en erken ve en tutarli olarak gézlemlenen 6zelliklerinden biri, bir
dizi sitozolik proteazin, ¢oklu protein substratini toplu halde parcalayan kaspazlarin
aktivasyonudur, bu da hiicresel yap1 ve fonksiyon kaybina yol agar ve sonugta hicre
olumuyle sonuglanir. Ozellikle, -3, -8 ve -9 Kkaspazlarinda apoptozla
iliskilendirilmistir: mitokondriyaldeki kaspaz-9 yolu, Fas / CD95 yolunda kaspaz-8
ve kaspaz-3 akis asagi, birden ¢ok yolla etkinlestiriliyor.

Aktif kaspaz-3, apoptoz geciren hicrelerin glcli bir belirteci olarak ortaya
cikmigtir ve varligimin apoptozun gostergesi oldugu diistiniilmektedir. Kaspaz-3,
apoptozun erken asamalarinda aktive olan anahtar bir proteazdir. Aktif formunda,
diger kaspazlarin yan sira sitoplazma (6rn., D4-GDI) ve cekirdekteki (6rn., PARP)

ilgili hedefleri proteolitik olarak ayirir ve aktive eder.

3.4.2.3.1. Yéntemin uygulanmasi

BD Perm / Wash ™ tamponu (1X) ve antikor miktar1 belirlendi ve 6rnek
sayisina gore hazirlandi. Hiicreler iki kez soguk 1X PBS ile yikandi, daha sonra 1x10
A 6 hicre / 0.5 ml konsantrasyonda BD Cytofix / Cytoperm ™ soliisyonunda yeniden
siispanse edildi ve ardindan 20 dakika buz iizerinde inkiibe edildi. Hiicreler

santrifiijlendi, BD Cytofix / Cytoperm ™ soliisyonu atild1 ve oda sicakliginda 0.5 ml
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tampon / 1x10 * 6 hacimde BD Perm / Wash ™ tamponu (1X) ile iki kez yikandu.
Hiicreler, yukarida hesaplanan BD Perm / Wash ™ tamponu (1X) art1 antikor i¢inde
yeniden siispanse edildi ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Her test 1.0 ml
BD Perm / Wash ™ tamponunda (1X) yikandi, ardindan 0.5 ml BD Perm / Wash ™

tamponunlda (1X) yeniden siispanse edildi ve akis sitometrisi ile analiz edildi.

3.4.3. RT-PCR (Gergek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi ile BCL-2,
BAX, CYD1, ERK, pERK, VEGF, Sema 3F AND NP2 genlerinin
ifadelerinin (ekspresyon) belirlenmesi

Bilimsel, tibbi ve teshis topluluklarina, kantitatif niikleik asit analizi i¢in en
giiclii ara¢ sunulmugstur: gercek zamanli PCR. Bu yeni teknik, Kary Mullis ve
calisma arkadaslar tarafindan gelistirilen orijinal Polimeraz Zincir Reaksiyonunun
(PCR) gelistirilmis halidir. 80'lerin ortasinda, Kary Mullis kimyada 1993 yil1 Nobel
odiiliine layik goriildii. PCR ile, esasen karmagik bir numunede bulunan herhangi bir
niikleik asit dizisi, kolaylikla analiz edilebilen ¢ok sayida dzdes kopya tiretmek igin

bir dongiisel islemde amplifiye edilebilir.

Gergek zamanli PCR'de, olusan iiriin miktar1 ile orantili olan reaksiyona
katilan boyalarin veya problarin floresansinin izlenmesiyle reaksiyon sirasinda
izlenir ve bir elde etmek icin gerekli amplifikasyon dongiilerinin sayis1 belirli
miktarda DNA molekiilii kaydedilir. Tipik olarak amplifikasyon dongiisii basina
molekiil sayisinin ikiye katlanmasina yakin olan belirli bir amplifikasyon verimliligi
varsayildiginda, amplifiye dizinin numunede baslangigta mevcut olan DNA
molekiillerinin sayisin1 hesaplamak miimkiindiir. Giiniimiizde mevcut olan yiiksek
verimli tespit kimyalari, hassas enstriimantasyon ve optimize edilmis tahlillerle,
karmagik bir Ornekteki belirli bir dizideki DNA molekiillerinin sayisi, benzeri
goriilmemis bir sekilde belirlenebilir. tek bir molekull tespit etmek icin yeterli
dogruluk ve hassasiyet. Ger¢ek zamanli PCR'nin tipik kullanimlar1 arasinda patojen
tespiti, gen ekspresyon analizi, tek niikleotid polimorfizm (SNP) analizi, kromozom
sapmalarinin analizi ve en son olarak da ger¢ek zamanli immiino PCR ile protein

tespiti yer alir.

Molekiiler biyoloji tekniklerinde en sik kullanilan yontemlerden biridir. Bu

teknikte segilen DNA dizisi, diger diziler baskilanirken ¢ogaltilir. Boylece, istenen

35



DNA dizisini belirlemek daha kolaydir. Amplifiye edilecek hedef DNA dizisini
iceren bir sablon DNA tamamlayicisi olarak tasarlanan oligoniikleotid primerler, Taq
polimeraz enzimlerinin sicakliga kars1 en 6nemli bilesenleridir. PCR {iriinleri analiz

edilerek 3 cesit bilgiye ulasilabilir.
1. Hedef DNA dizisinin varliginin ve varyasyonunun belirlenmesi,

2. Baglangi¢ materyali olarak kullanilan DNA veya RNA miktarini1 belirlemek i¢in

cogaltilan PCR f{iriinii miktarinin belirlenmesi,
3. Dizi analizi.
Ek olarak, PCR 3 temel adimdan olusur.

1. Denatlirasyon (94 ° C-98 © C / 15 saniye): DNA sarmalin1 yiiksek sicakliklarda

birbirinden ayirma adimu.

2. Hibridizasyon) (37 ° C-65 ° C / 30 saniye): Sentezlenen oligonikleotid

primerlerinin istenen bdlgeye baglanmasi.

3. Uzama (72 ° C / 1.5 saniye): Mg iyonlarinin varliginda sicaklik yiikseldikge, Taq

DNA polimeraz primerleri genisletir ve yeni DNA zinciri sentezlenir.

PCR iiriiniiniin miktar1, bu 3 adimin tekrar sayisina baghdir. ilk asamada
yiiksek sicakliklara ¢ikmanin nedeni, DNA'nin spiral yapisini koruyan niikleotidler
arasmdaki hidrojen baglarmin birbirinden koparak denatiirasyona ugramasidir. Ikinci
asamada, Taq polimeraz enziminin tamamlayict primerleriyle (oligoniikleotidler)
DNA molekiiliine karigsmasi igin sicaklik diistiriiliir. Primerlerin baglanmasiyla
olusturulan ikinci sarmalin olusumu, Taq polimerazin d-NTP (nukleotid trifosfatlar)
kullanilarak uzatilmasiyla devam eder. Bu asama polimerizasyon asamasidir. Primer
uzatilir ve astarlar arasindaki alan temizlenir. DNA yeniden denatire edilir, yeni
primerler eklenir ve DNA sentezi tekrar devam eder. DNA pargasinin miktari her
donglide ikiye katlanir. Ek olarak, Mg ++ iyonu bir kofaktdr gorevi goriir,

eksikliginde yanlis eslesmeler olabilir.

Primer tasarimi PCR analizi yapilmadan Once yapilmalidir. Hedeflenen

bolgeyi yeniden iiretmek i¢in orada benzersiz primerler tasarlanmalidir. Ortalama
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primerin boyutu 18-22 baz ciftinden olusur. Diisiikk baz ¢iftlerine sahip primerler
Ozgilligii azaltirken, ¢ok sayida baz ciftinden olusan primerlerin  DNA'ya

baglanmasi zorlasir.

Gergek zamanli Polimeraz  Zincir Reaksiyonu (RT-PCR), Reverse
transkriptaz enzimi yardimiyla hiicrelerden izole edilen RNA molekiillerinin
tamamlayict DNA (cDNA) sentezi sonucunda gen ekspresyon analizlerinin yapildigi

bir yontemdir.

PCR, 5 onemli bilesenden olusur. Bunlar sunlar igerir: Kalip DNA, DNA

polimerazlar,  Primerler, dNTP  karisimi, tamponlar ve  Magnezyum.

1. RNA izolasyonu

PCR analizinden Once atilmasi gereken ilk adim RNA izolasyonudur. Bu

asamada A549 hiicre hatt1 kullanildi.

Herhangi bir ilag icermeyen A549 hiicre hattinin siseleri kontrol grubu olarak
secildi. Deney grubu olarak segtigimiz A549 hiicre hatti gruplarina MTT analiz
sonuglarma gore belirlenen IC50 dozlar1 uygulandiktan sonra 24 ve 48 saat

inklibasyona birakildi. Kit protokoliinde RNA izolasyonu yapildi.

Hiicreler bagli olduklar1 yiizeyden Tripsin-EDTA ile c¢ikarildi, tripsin
inhibisyonu ortam ilave edilerek yapildi. Hiicreler 15 mL tiiplere yerlestirildi,

santrifiijlendi ve silipernatan ¢ikarildi.

Hucreler mikrosantriftj tuplerine bélindi. Tapler, 2000 rpm'de t 4 ° C'de
santrifiijlendi ve supernatant ¢ikarildi, 100 uL Script RT-PCR numune hazirlama
reaktifi (sitoplazmik RNA'nin izolasyonu ve stabilizasyonu i¢in liziz tamponu) ilave
edildi. Daha sonra 30 saniye vortekslendi ve tekrar 15,000 rpm'de 2 dakika

santrifiijlendi ve slipernatant dikkatlice toplanda.

PCR analizi, Bio-Rad'm IQTM SYBR® Green Supremix veya IQTM
supermix'te verilen talimatlarma gore yapildi. Islemler igin deney olarak
kullandigimiz hiicre hatlarima uygun Housekeeping geni olan beta-aktin secilerek

uygun primerler kullanildi.
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Tablo 3.1. RT-PCR analizi primerleri

Gen Sekanslar Primer Uriin
semboli uzunlugu
(bp)

Bcl-2 ATGTGTGTGGAGAGCGTCAACC Forward 20
TGAGCAGAGTCTTCAGAGACAGCC Reverse

Bax CGGGTTGTCGCCCTTTTCTA Forward 20
TGGTTCTGATCAGTTCCGGC Reverse

CYD1 CAGATCATCGCGAAACACGC Forward 20
AAGTTGTTGGGGCTCCTC Reverse

ERK CCCTGCCTGTGTGCACTTAT Forward 20
CTTGGTCCGTAGCCAGTTGT Reverse

PERK ATGAGACAGAGTTGCGACCG Forward 20
TGGATGACACCAAGGAACCG Reverse

VEGF CCACACCATCACCATCGACA Forward 90
CTTCCGGGCTCGGTGATTTA Reverse

SEMA3F GGGTCCGGCTCTCATTCAAA Forward
TCGGTTGTGTTGAGCAGGAA S 20

NP-2 ATAGCCCCTCCTCCTGTTGT Forward
TTTTTCAGGGAATCCGGGGG Reverse 20

Kendi hiicre dizilerimizin analizi sonucunda, sonuclar, etkili RNA miktarini
gormek icin degerlendirildi ve Ct degerleri, IScript RT tarafindan islenebilecek
maksimum hticre konsantrasyonunu belirlemek igin hiicre konsantrasyonunun loguna

karsi ¢izildi. -qPCR numune hazirlama reaktifi.
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2. Tamamlayict DNA (c-DNA) sentezi

RT-PCR analizi i¢in c-DNA, hem kontrol grubu hem de deney gruplarinin
analizi igin A549 hiicre hatlarindan izole edilen RNA'lardan sentezlendi. c-DNA

sentezi, kit protokoliine uygun olarak gerceklestirildi.
2 UL nlkleaz icermeyen (DNA / RNA igermeyen) tiipler kullanilmistir.

Deney gruplart olarak ayrilan tiiplere 4 pL, 5x IScript reaksiyon karigimi, 1
ML IScript Gergek zamanli, 7.5 L. RNA sablonu (1 pg RNA) ve 7.5 pL niikleaz
icermeyen su (DNA / RNA icermeyen su) eklenmistir. Toplam hacim 20 ul'ye

tamamlandi.

Daha sonra drnekler PCR cihazina yerlestirilerek 25 © C'de 5 dakika, 42 °
C'de 30 dakika, 85 °© C'de 5 dakika ve 4 ° C'de sonsuz termal profil olusturularak
PCR baslatildi.

Analizin sonunda, tiipler ger¢ek zamanlh kantitatif PCR'de kullanilmak {izere

20 ° C'de saklandi.
3. Supermix, Tagman problari ve primerlerinin hazirlanmasi.

Hazirlama ve yeniden yapilandirma, siipermix, Tagman problar1 ve
primerlerinin protokollerine gore gerceklestirildi. Supermix hazirlanirken liyofilize
pelet seklindeki tiipe 1 mL seyreltme soliisyonu eklenmis ve vortekslenerek 2x
siipermix soliisyonu hazirlanmistir. Kullanilincaya kadar -20 °© C'de saklandi. RT-
PCR sirasinda, ekli primerler nihai konsantrasyondan 0.5 uM (pmol / ul) olacak

sekilde ayarlanarak ¢aligma tamamlandi.
4. Gergek zamanl kantitatif PCR analizi

RT-PCR analizi, Bio-RAD SsoAdvancedTM Universal SYBR® Green
Supermix kit kontroliine goére yapilmistir. Buradaki SsoAdvancedTM Universal
SYBR® Green Supermix, herhangi bir ger¢ek zamanli PCR cihazinda boya bazli
gercek zamanli PCR igin optimize edilmis 2x konsantre, kullanima hazir bir
reaksiyon siiper karigimdir. Antikor aracili sicak baglatma Sso7d fiizyon polimeraz,
dNTP'ler MgCI2, SYBR® Green | boya, guclendiriciler, stabilizatorler ve pasif

referans boyalarin bir karigimini igerir.
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Tablo 3.2. RT-PCR bilesenleri

Bilesen 20 uL reaksiyon basina Final konsantrasyon
hacim
SsoAdvancedTM 10 puL 1x

Universal SYBR® Green
Supemix (2x)

Forward ve  Reverse 1puL 0,5 uM (pmol/uL)
Primerler

DNA template 7,5 uL 100 ng-100 fg
Nikleaz-Free H,O 1,5uL -

Total reaksiyon hacmi 20 pL -

Boylece AdvancedTM Universal SYBR® Green Supermix ve diger donmus
reaksiyon bilesenleri oda sicakligina getirilir ve iyice karistirilir, tiipiin dibinde kalan
sollisyonlar1 toplamak i¢in kisa siire santrifiijlenir, korurken 1siktan korunur ve buz

uzerinde saklanir.

Yukaridaki Tablodaki bilgilere gére, DNA sablonu disinda gerekli tiim
bilesenler eklenir, tiim qPCR reaksiyonlari i¢in (buz iizerinde veya oda sicakliginda)

yeterli reaksiyon karisimi hazirlanir.

Reaksiyon karigimi, homojenligi saglamak ve her qPCR tiipiine veya bir
qPCR plakasinin oyuklarina esit kisimlar dagitmak i¢in iyice karigtirilir. Tiim bu

islemler sirasinda iyi pipetleme gereklidir.
Tiiplere veya kuyucuklara DNA 6rnekleri ve DNA's1iz H20 eklenmistir.

Yuvalar1 olan plakalar veya tiipler, optik olarak gecirgen bir filmle kaplanir ve
reaksiyon bilesimlerinin karigmasina izin vermek i¢in 30 saniye vortekslenir. Tiipler
ve plakalar, hava kabarciklarini ¢ikarmak ve reaksiyon karigimini kabin altindan

toplamak icin dondaralr.

QPCR tiiplerini veya plakasini RT-PCR'ye yiikledikten sonra, cihazin PCR protokolii

baslatilir ve veri analizi gerceklestirilir.
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3.4.4. Etidyum Bromur ve Akridin Oranj ile ¢ift boyama

Bu prosediir, morfolojik degisiklikleri bir apoptoz kanit1 olarak saptamak i¢in
yapildi, A549 hicreleri, her biri icin 1 x 10* hiicre / ml yogunlukta sterilize lam
kapak slipleri tizerinde kiltiirlendi ve 24 saat 37 C” ve% 5 CO2'de inkiibe edildi,
ardindan orientin ve vicenin-2 ile ayr1 ayr1 24 saat daha tedavi edildi. Hucreler daha
sonra (1X) PBS ile ii¢ kez, bir kez% 70 etanol ile 5 dakika siireyle yikandi ve
damitilmig su ile iyice yikandi. Daha sonra hiicreler 1800 ul PBS iginde 200 ul
Akridin turuncusu (100 ug / ml) ve Etidyum bromiir karigimi (100 ug / ml) ile
boyandi ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Hiicreler (1X) PBS ile (¢ kez

yikandi ve Iris dijital goriintiileme sistemi kullanilarak incelendi.
3.45. ELISA

ELISA, ilk olarak Engvall E. ve digerleri tarafindan tanimlanan immiinolojik
bir yontemdir. Peptidlerin, proteinlerin, hormonlarin ve antikorlarin tespiti ve 6l¢iimii
icin bir yontemdir. Testte 6zel bir antikor veya antijen tiirii ile kapli 96 oyuklu bir
polistiren ELISA plakas: kullanilir. Birkag ELISA testi tiirii vardir, ancak en yaygin
olani, iki antikor arasindaki analiti yakalayan sandvi¢ prensibidir. Kuyucuklar, ilgi
konusu proteinlerin veya antijenlerin baglanabilecegi birincil antikorlarla kaplanir.
Proteinler gukurlara baglandiginda enzime konjuge ikincil antikorlar eklenir. Ikincil
antikorlar, antijenlere 6zgiidiir. Baglanmayan tiirleri uzaklastirmak igin bir yikama
adimi yapilir. Son olarak, konjuge enzim tarafindan saptanabilir bir {iriine

doniistiiriilen bir substrat eklenir.
3.45.1. Yontemin tanimlamasi

Hiicrelerin lizati, hiicrelerin 24 saat, 48 saat farkli zaman araliklarinda her bir
ilag sisplatin, orientin ve vicenin-2'den ¢ konsantrasyonla (ICsp / 2, 1Cs0, 1Csg » 2)
islenmis ve dondurma-¢6zme yontemi ile toplanmis, daha sonra kullanim igin -80 C°

de depolanmis.
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3.4.5.1.1. ELISA ile Insan Norofilini-2'nin kantitatif tespiti

Bu protokol, kitin test prosediiriine gore gerceklestirildi. Plaka, insan NP-2
antikoru ile 6nceden kaplanmistir. Numunede bulunan NP-2 eklenir ve kuyucuklar
lizerine kaplanmis antikorlara baglanmistir. Ve sonra biyotinlenmis insan NP-2
antikoru eklenir ve numunedeki Np-2'ye baglanmigtir. Daha sonra Streptavidin-HRP
eklenmis ve Biotinylated Np-2 antikoruna baglanmis. Inkiibasyondan sonra,
baglanmamis Streptavidin-HRP, bir yikama adimi sirasinda yikanmustir. Substrat
solisyonu daha sonra eklenmis ve insan Np-2 miktar1 ile orantili olarak renk
gelismis. Reaksiyon, asidik durdurma c¢ozeltisinin eklenmesiyle sonlandirilir ve

absorbans, 450 nm'de Ol¢ilmiistiir.
3.4.5.1.2. Insan Semaforini 3F'nin ELISA ile kantitatif tespiti

Bu kit bir Enzim Baglantili Immiinosorbent Testidir (ELISA). Plaka, insan
SEMA 3F antikoru ile 6nceden kaplanmistir. Numunede bulunan SEMA 3F eklenir
ve kuyucuklar tizerine kaplanan antikorlara baglamis. Ve sonra biyotinlenmis insan
SEMA 3F Antikoru eklenmis ve Ornekteki SEMA 3F'ye baglanmis. Daha sonra
Streptavidin-HRP eklenmis ve Biotinylated SEMA 3F antikoruna baglanmis.
Inkiibasyondan sonra, baglanmamis Streptavidin-HRP, bir yikama adimi sirasinda
yikanmig. Substrat soliisyonu daha sonra eklenmis ve insan SEMA 3F miktar ile
orantil olarak renk gelisir. Reaksiyon, asidik durdurma cozeltisinin eklenmesiyle

sonlandirilmig ve absorbans, 450 nm'de 6lgulmustiir.

3.4.5.1.3. ELISA ile Insan Biiyiime faktoriiniin kantitatif tespiti

Bu kit bir Enzim Baglantili Immiinosorbent Testidir (ELISA). Plaka, insan
VEGF antikoru ile dnceden kaplanmistir. Numunede bulunan VEGF eklenir ve
kuyucuklar tizerine kaplanan antikorlara baglamis. Ve sonra biyotinlenmis insan
VEGF Antikoru eklenir ve 6rnekteki VEGF'ye baglanmis. Daha sonra Streptavidin-
HRP eklenir ve Biotinylated VEGF antikoruna baglanmis. Inkiibasyondan sonra,
baglanmamis Streptavidin-HRP, bir yikama adimi sirasinda yikanmig. Substrat
soliisyonu daha sonra eklenir ve insan VEGF miktari ile orantili olarak renk gelismis.
Reaksiyon, asidik durdurma ¢ozeltisinin eklenmesiyle sonlandirilmis ve absorbans,

450 nm'de 6l¢ilmiis.
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4. BULGULAR
4.1. MTT Sonugclar

4.1.1. Sisplatin, Orientin ve Vicenin-2 bilesiklerin A549 akciger kanseri hiicre
hatt iizerindeki sitotoksik etkileri

Ab549 hiicre hatlarina, sisplatin, orientin ve vicenin-2 bilesiklerin 400; 200;
100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3.125 pg/mL konsantrasyon araliginda uygulanarak,
hiicreler 24 ve 48 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler
MTT boyasi ile boyanarak tekrar 3 saatlik inkiibasyona birakilmis ve ELISA Reader
cihazinda 540 nm dalga boyunda okumasi1 yapilmistir. Hesaplamalar kontrol
canliligint %100 kabul edilerek, her kuyucuk i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir. Bilesiklerin
24 ve 48 saatlik etkilerinin 1Cso ve ICso, degerleri Microsoft Excel programinda
grafiksel olarak hesaplanmistir. Deneyler 6’er kuyucuklu ve tekrarl olarak yapilmais,

pozitif kontrol olarak sisplatin kullanilmistir.

Tablo 4.1.  Sisplatin, Orientin ve Vicenin-2 4549 hiicre hattindaki 24. Ve 48.

Saatlerdeki |1Csg konsantrasyon degerleri.

Uygulanan bilesik AS549 hiicre hatt1 24. saat | A549 hiicre hatt1 48 saat
ICs0 degerleri ICs0 degerleri

Cisplastin 15 pg/ml 5 pg/ml

Orientin 25 pg/ml 15 pg/ml

Vicenin-2 30 pg/ml 20 pg/ml
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Sekil:4.1 A Orientin B.Vicenin-2'in MTT testi kullanilarak 24 saat ve 48 saat sonra A549 hiicre
proliferasyonu lizerindeki etkileri, Canlilik verileri ortalama + SD'dir (her zaman noktasinda ve
konsantrasyonda n = 3). Hem Orientin hem de Vicenin-2i tarafindan A549 hiicrelerinde hiicre
proliferasyonu inhibisyonu gozlendi. Tek yonlii Anova ile P <0.0001.
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4.1.2. Orientin ve Vicenin-2 bilesiklerin CCD-19Lu akciger saghkli hiicre hatti

Uzerindeki sitotoksik etkileri

CCD-19Lu hiicre hatlarina, orientin ve vicenin-2 bilesiklerin 400; 200, 100,
50, 25, 12,5, 6,25,3.125 pg/mL konsantrasyon araliginda uygulanarak, hiicreler 24
ve 48 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler MTT boyasi
ile boyanarak tekrar 3 saatlik inkiibasyona birakilmis ve ELISA Reader cihazinda
540 nm dalga boyunda okumas1 yapilmistir. Hesaplamalar kontrol canliligint %100
kabul edilerek, her kuyucuk i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir. Bilesiklerin 24 ve 48 saatlik
etkilerinin 1Csy ve I1Csq, degerleri Microsoft Excel programinda grafiksel olarak
hesaplanmistir. Deneyler 6’er kuyucuklu ve tekrarli olarak yapilmis, pozitif kontrol

olarak sisplatin kullanilmistir.

Tablo 4.2. Orientin ve Vicenin-2 CCD-19Lu hicre hattindaki 24. Ve 48.

Saatlerdeki |1Csg konsantrasyon degerleri.

Uygulanan bilesik CCD-19Lu hiicre hatt1 24. | CCD-19Lu hiicre hatt1 48 saat ICsg
saat 1Csq degerleri degerleri
Orientin >400 pg/ml >400 pg/ml
Vicenin-2 >400 pg/ml >400 pg/ml
Ccdlu-19 24 saat CCdlu Vicenin 24 saat
150+ 150~
gg 1004 ; 100-
2 50 = > 504
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Sekil 4.2. A Orientin B. Vicenin-2'in MTT testi kullanilarak 24 saat ve 48 saat sonra CCD19-Lu
hiicrelerinin cogalmasi lizerindeki etkileri, Canlilik i¢in veriler ortalama + SD'dir (her zaman
noktasinda ve konsantrasyonda n = 3). P <0.0001 tek yonlii anova.
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4.1.3. Orientin ve Vicenin-2 bilesiklerin L929 saglhkli hiicre hatti iizerindeki

sitotoksik etkileri

L929 hiicre hatlarina, orientin ve vicenin-2 bilesiklerin 400; 200, 100, 50,

25, 12,5, 6,25,3.125 pg/mL konsantrasyon araliginda uygulanarak, hiicreler 24 ve 48

saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler MTT boyas1 ile

boyanarak tekrar 3 saatlik inkiibasyona birakilmis ve ELISA Reader cihazinda 540

nm dalga boyunda okumas1 yapilmistir. Hesaplamalar kontrol canliligini %100 kabul

edilerek, her kuyucuk igin ayri ayr1 yapilmistir. Bilesiklerin 24 ve 48 saatlik

etkilerinin 1Csy ve I1Csq, degerleri Microsoft Excel programinda grafiksel olarak

hesaplanmistir. Deneyler 3’er kuyucuklu ve tekrarli olarak yapilmis, pozitif kontrol

olarak sisplatin kullanilmistir.

Tablo 4.3. Orientin ve Vicenin-2 L929 hiicre hattindaki 24. Ve 48. Saatlerdeki

ICs0 konsantrasyon degerleri.

Uygulanan bilesik L929 hiicre hatt1 24. saat L929 hiicre hatt1 48 saat ICsg
ICs degerleri degerleri

Orientin >400 pg/ml >400 pg/ml

Vicenin-2 100 pg/ml 300 pg/ml
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Sekil 4.3 A Orientin B. Vicenin-2'in MTT testi kullanilarak 24 saat ve 48 saat sonra 1929 hiicre
proliferasyonu iizerindeki etkileri, Canlilik verileri ortalamalar + SD'dir (her zaman noktasinda ve
konsantrasyonda n = 3). (**P <0.0001, * P <0.001)
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4.1.4. A549 hiicre hattinin CCD-19Lu hiicre hattina gore selektivite indeksi

Bilesiklerin MTT analiz sonuglarina gore selektivite indeksi belirlenmektedir.
Bunu belirlemek i¢in saglikli hiicre ile yapilan deneyin IC50 degeri, kanserli
hiicrenin IC50 degerine bdliinerek yapilir. Selektivite indeksi i¢in 24. Saat ICsg

degerleri alinmistir.

Tablo 4.4. 24. Saat IC50 degerlerine gore A549 hiicre hatlarinin CCD-19Lu
hiicrelerine gore selektivite indeksi. (Selektivite indeksi (S.1) =Saglikl hiicre IC50
degeri /KanserlihiicrelC50degeri).

Hucreler Cisp Orientin Vicenin-2
CCd-19Lu 300 >400 >400
A549 15 25 30

S.I. 20 >16 >13.3

4.1.5 A549 hiicre hattimin L929 hiicre hattina gore selektivite indeksi

Bilesiklerin MTT analiz sonuclarina gore selektivite indeksi belirlenmektedir.
Bunu belirlemek i¢in saglikli hiicre ile yapilan deneyin IC50 degeri, kanserli
hicrenin 1Csy degerine boliinerek yapilir. Selektivite indeksi ig¢in 24. Saat IC50

degerleri alinmistir.

Tablo 4.5. 24. Saat IC50 degerlerine gére A549 hiicre hatlarmmin L 929
hiicrelerine gore selektivite indeksi. (Selektivite indeksi (S.1) =Saglikli hiicre IC50

degeri / Kanserli.

Hucreler Cisp Orientin Vicenin-2
CCd-19Lu 100 >400 300

A549 20 25 30

S.1. 5 >16 10
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4.2. Hucre Oluminin Floresan Mikroskobu Analizi Akridin
turuncusu / Etidyum bromtr (AO / EB) Cift Boyama

Orientin ICsq ile tedavi edilen hucreler esas olarak turuncu kirmizi renkli
cekirdek, niieklear parcalanma ve yan yogunlasma (erken apoptotik) sergilerken, bazi
hiicreler, zar biitiinliigiinde bir kayip, hiicre kii¢lilmesi, zar kabarciklanmasi (geg
apoptotik) ve daha az miktarda nekrotik olarak ortaya ¢ikti. Hlicreler gézlemlenirken,

tedavi edilmeyen hucreler 6nemli morfoloji degisiklikleri gostermedi.

Nekrotik hiicre

Erken apoptotik

Nekrotik hiicre

Erken apoptotik

Geg apoptotik

Sekil 4.4.0rientin'in varliginda veya yoklugunda insan akciger kanseri hiicrelerinin
akridin turuncusu / etidyum bromlirii kullanilarak (Double staining ) hiicresel boyanmasi.
a) Tedavi olmayan A549 hiicreleri b) ve ¢) Orientin ICso dozu ile tedavi edilen A549

hiicrolori
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4.3. Sisplatin, Orientin ve Vicenin-2, Akim Sitometrisi
Yontemleri ile A549 Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Apoptotik
Etkilerin Belirlenmesi

4.3.1. Akum sitometrisinde Annexin-V FITC-PI analizi ile apoptotik etkilerin

belirlenmesi

4.3.1.1. A549 hiicre hatti iizerinde sisplatin, orientin ve Vicenin-2 uygulanmasi
sonrasi 24. Saatte olusan apoptotik etkilerin belirlenmesi
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Sekil 4.5. 4549 Hiicre popiilasyonu igerisinden segilen ana kapt ve kontrol.
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Sekild.6. Sisplatinin A549 hiicre hatti iizerinde 24. Saatteki, ICsy konsantrasyonun

apoptotik etkiler.

(LL = Canlilik UL= Nekroz UR=Ge¢ apoptoz LR=Erken apoptoz)
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Sekil 4.7. Orientinin A549 hiicre hatti tizerinde 24. Saatteki, A) ICso; B)

ICso C) ICs0+2 konsantrasyonlarimin apoptotik etkiler.

(LL = Canlilik UL= Nekroz UR=Ge¢ apoptoz LR=Erken apoptoz)
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Sekil 4.8. Vicenin-2 4549 hiicre hatti tizerinde 24. Saatteki,A) ICsp;2 B) 1Cs

C) ICsox2 konsantrasyonlarmmin poptotik etkiler.

(LL = Canlilik UL= Nekroz UR=Geg¢ apoptoz LR=Erken apoptoz)
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4.3.1.2. A549 hiicre hatti iizerinde sisplatin, Orientin ve Vicenin-2 uygulanmasi
sonrast 48. Saatte olusan apoptotik etkilerin belirlenmesi
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Sekil 4.9. 4549 Hiicre poptilasyonu icerisinden segilen ana kap ve kontrol.
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Sekil 4.10. Sisplatinin A549 hicre hatti iizerinde 48. Saatteki 1Csg
konsantrasyonun apoptotik etkiler .

(LL = Canlilik UL= Nekroz UR=Ge¢ apoptoz LR=Erken apoptoz)
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Sekil 4.11. Orientinin 4549 hiicre hatti iizerinde 48. Saatteki,A) ICso;, B)

ICs0 C) ICs0+2  konsantrasyonlarinin apoptotik etkiler
(LL = Canlilik UL= Nekroz UR=Ge¢ apoptoz LR=Erken apoptoz)
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Sekil 4.12. Vicenin-2’n 4549 hiicre hatti iizerinde 48. Saatteki,A) ICso;, B) I1Csp C)

ICs0x2  konsantrasyonlarinin apoptotik etkiler.
(LL = Canlilik UL= Nekroz UR=Geg¢ apoptoz LR=Erken apoptoz)
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Tablo 4.6. A549 hiicre hatlarinin 24. Saatteki % canlilik oranlari, Annexin-V FITC.
(LL = Canlilik UL= Nekroz UR=Ge¢ apoptoz LR=Erken apoptoz)

24.Saat LL UL UR LR

K 99.58 0.04 0.36 0.02

Tablo 4.7. Sisplatinin A549 hiicre hatlarinin iizerindeki 24. Saatteki % canlilik

oranlari, Annexin-V FITC.
(LL = Canlilik UL= Nekroz UR=Geg¢ apoptoz LR=Erken apoptoz)

24.Saat LL UL UR LR

SisplatinlCsy  32.86 16.01 38.85 12.29

Tablo 4.8. Orientin A549 hiicre hatlarinin tizerindeki 24. Saatteki % canlilik
oranlari, Annexin-V FITC.

(LL = Canlilik UL= Nekroz UR=Geg¢ apoptoz LR=Erken apoptoz)

24.Saat LL UL UR LR
Orientin 67.38 4.69 12.34 13.90
1Cs012

Orientin IC5;  56.61 2.85 2451 16.04
Orientin 51.82 3.48 17.21 27.5
1Cs0+2
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Tablo 4.9. Vicenin-2 A549 hiicre hatlarinin tizerindeki 24. Saatteki % canlilik
oranlari, Annexin.

(LL = Canlilik UL= Nekroz UR=Ge¢ apoptoz LR=Erken apoptoz)

24.Saat LL UL UR LR
Vicenin-2 63.07 3.82 11.12 21.98
1Cs02

Vicenin-2 64.63 4.62 10.05 20.7
1Cso

Vicenin-2 65.06 3.39 9.36 22.2
1Cs0%2

Tablo 4.10. A549 hiicre hatlarinin 48. Saatteki % canlilik oranlari, Annexin-V FITC.

(LL = Canlilik UL= Nekroz UR=Geg¢ apoptoz LR=Erken apoptoz)

24 .Saat LL UL UR LR

K 98.56 1.01 0.29 0.14

Tablo 4.11. Sisplatinin A549 hiicre hatlarinin iizerindeki 48. Saatteki % canlilik

oranlari, Annexin-V FITC.
(LL = Canlilik UL= Nekroz UR=Geg¢ apoptoz LR=Erken apoptoz)

24.Saat LL UL UR LR

Sisplatin 1Csy  47.33 7.68 39.7 5.42
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Tablo 4.12. Orientin A549 hiicre hatlarinin tizerindeki 48. Saatteki % canlilik
oranlart, Annexin-V FITC.

(LL = Canlilik UL= Nekroz UR=Ge¢ apoptoz LR=Erken apoptoz)

24.Saat LL UL UR LR
Orientin 44.46 3.14 39.59 12.81
1Cs0r2

Orientin ICsy  44.73 4,50 39.93 10.84
Orientin 42.55 3.65 41.32 12.50
1Cs0+2

Tablo 4.13. Vicenin-2 A549 hiicre hatlarinin tizerindeki 48. Saatteki % canlilik
oranlari, Annexin. V FITC.

(LL = Canlilik UL= Nekroz UR=Geg¢ apoptoz LR=Erken apoptoz)

24.Saat LL UL UR LR
Vicenin-2 48.32 5.88 48.32 9.03
1Cs02

Vicenin-2 45.36 4.07 37.67 12.81
1Cso

Vicenin-2 52.48 2.45 32.42 12.65
1Cs0%2
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4.3.2. Akum sitometrisinde JC-1 analizi ile apoptotik etkilerin belirlenmesi

4.3.2.1. A549 hiicre hatt iizerinde Sisplatin, Orientin ve Vicenin-2 uygulanmast

sonrasi 24. Saatte olugsan mitokondriyal membran aktivitesinin
belirlenmesi
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Sekil 4.13. Hiicre popiilasyonu icerisinde segilen anakapi ve control.
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Sekil 4.14.Sisplatinin A549 hlcre hatti iizerinde 24. Saatteki 1Cs

konsantrasyonun mitokondriyal membran aktiviteleri .

106

(P5= Mitokondriyal aktivite géstermeyen canlilik, P6= Mitokondriyal aktivite

gosteren canlilik)
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Sekil 4.15. Orientinin A549 hiicre hatti iizerinde 24. Saatteki, A) ICso2 B) 1C5p C)

ICs0%2 konsantrasyonlarmin mitokondriyal membran aktiviteleri

(P5= Mitokondriyal aktivite géstermeyen canlilik, P6= Mitokondriyal aktivite
gosteren canlilik)
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Sekil 4.16. Vicenin-2in A549 hiicre hatt: tizerinde 24. Saatteki, A) IC50/2 B) IC50

C) IC50%2 konsantrasyonlarinin mitokondriyal membran aktiviteleri .

(P5= Mitokondriyal aktivite géstermeyen canlilik, P6= Mitokondriyal aktivite
gosteren canlilik) 61



4.3.2.2. A549 hiicre hatti iizerinde sisplatin, orientin ve vicenin-2 uygulanmasi
sonrasit 48. Saatte olugsan mitokondriyal membran aktivitesinin
belirlenmesi
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Sekil 4.17. Hiicre popiilasyonu igerisinde segilen anakapi ve kontrol .
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Sekil 4.18. Sisplatinin A549 hiicre hatti iizerinde 48. Saatteki 1Cs

konsantrasyonun mitokondriyal membran aktiviteleri

(P5= Mitokondriyal aktivite géstermeyen canlilik, P6= Mitokondriyal aktivite

gosteren canlilik)
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Sekil 4.18. Orientinin A549 hiicre hatti tizerinde48. Saatteki, A) ICsq2 B)
ICso C) ICsox2 konsantrasyonlarimin mitokondriyal membran aktiviteleri .
(P5= Mitokondriyal aktivite géstermeyen canlilik, P6= Mitokondriyal aktivite

gosteren canlilik) 63
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Sekil 4.20. Vicenin-2 4549 hiicre hatti tizerinde 48. Saatteki, A) ICso;, B) 1Cso

C) ICs0+, konsantrasyolarin mitokondriyal membran aktiviteleri

(P5= Mitokondriyal aktivite géstermeyen canlilik, P6= Mitokondriyal aktivite gbsteren
canlilik)
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Tablo 4.14. A549 hiicre hatlarinin 24. Saat analizi sonrast % mitokondriyal aktivite
degerleri.

(P5= Mitokondriyal aktivite gostermeyen canlilik, P6= Mitokondriyal aktivite gésteren canlilik)

PS5 P6

K 84.99 13.65

Tablo 4.15. Sisplatin A549 hiicre hatlar tizerindeki 24. Saat analizi sonrasi %

mitokondrival aktivite degerleri.
(P5= Mitokondriyal aktivite gostermeyen canlilik, P6= Mitokondriyal aktivite gdsteren canlilik)

24. Saat P5 P6

Sisplatin I1Cs 76.67 22.36

Tablo 4.16. Orientin A549 hiicre hatlari tizerindeki 24. Saat analizi sonrast %

(P5= Mitokondrival aktivite gdstermeyen canlilik, P6= Mitokondriyal aktivite gdosteren canlilik)

P5 P6
Orientin 1Csp 87.3 6.49
Orientin I1Cxg 79.16 12.78
Orientin 1Cspx; 79.37 13.08
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Tablo 4.17. Vicenin-2 A549 hiicre hatlari tizerindeki 24. Saat analizi sonrasi %

(P5= Mitokondriyal aktivite gostermeyen canlilik, P6= Mitokondriyal aktivite gdsteren canlilik)

P5 P6
Vicenin-2 1Csgp 85.75 8.14
Vicenin-2 1Cs 83.66 9.06
Vicenin-2 1Csg+ 77.08 14.24

Tablo 4.18. A549 hiicre hatlarinin 48. Saat analizi sonrast % mitokondriyal aktivite

degerleri

(P5= Mitokondriyal aktivite gdstermeyen canlilik, P6= Mitokondriyal aktivite gdsteren canlilik)

P5 P6

K 95.87 2.08

Tablo 4.19. Sisplatin A549 hiicre hatlari iizerindeki 48. Saat analizi sonrasi %

(P5= Mitokondriyal aktivite gostermeyen canlilik, P6= Mitokondriyal aktivite gdsteren canlilik)

P5 P6

Sisplatin 1Cs 86.16 13.48
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Tablo 4.20. Orientin A549 hiicre hatlari tizerindeki 48. Saat analizi sonrast %

(P5= Mitokondriyal aktivite gdstermeyen canlilik, P6= Mitokondriyal aktivite gésteren canlilik)

P5 P6
Orientin 1Csp 93.29 5.64
Orientin 1Cs 90.73 7.51
Orientin 1Cspx; 67.96 23.57

Tablo 4.21. Vicenin-2 A549 hiicre hatlari tizerindeki 48. Saat analizi sonrast %

mitokondrival aktivite degerleri
(P5= Mitokondlriyal aktivite gdstermeyen canlilik, P6= Mitokondriyal aktivite gdsteren canlilik)

P5 P6
Vicenin-2 1Csqp 88.83 9.11
Vicenin-2 I1Cs 86.73 10.76
Vicenin-2 1Csg« 72.85 20.10
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4.3.3. Akum sitometrisinde kaspaz-3 analizi ile kaspaz aktivitesinin belirlenmesi

4.3.3.1. A549 hiicre hatlar iizerinde 24. saatte kaspaz-3 aktivitesinin belirlenmesi
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Sekil 4.21. Hiicre popiilasyonu igerisinde segilen anakapt ve kontrol.
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Sekil 4.22. Sisplatinin A549 hiicre hatti iizerinde 24. Saatteki kaspaz-3 aktiviteleri

(P4= Negatif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik, P5= PoZitif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik)
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Sekil 4.23 .Orientinin A549 hiicre hatti tizerinde 24. Saatteki A) 1Csp2 B) 1Cs

C) ICsox2  konsantrasyolarin kaspaz-3 aktiviteleri .

(P4= Negalif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik, P5= Pozitif kaspaz-3 aktivitesi gosteren
canlilik) 69
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Sekil 4.24. Vicenin-2in 4549 hiicre hatti iizerinde 24. Saatteki A) 1Csq2 B)

ICso C) ICso2 konsantrasyolarin kaspaz-3 aktiviteleri.

(P4= Negalif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik, P5= PoZitif kaspaz-3 aktivitesi gosteren
canlilik)
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4.3.3.2. A549 hiicre hatlari iizerinde 48. Saatte kaspaz-3 aktivitesinin

belirlenmesi
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Sekil 4.25. Hiicre popiilasyonu icerisinde segilen anakapi ve kontrol
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Sekil 4.26 .Sisplatinin 4549 hiicre hatti tizerinde 48. Saatteki ICso konsantrasyonun
kaspaz-3 aktiviteleri

(P4= Negatif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik, P5= PoZitif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik)
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Sekil 4.27. Orientinin A549 hiicre hatti tizerinde 48. Saatteki A) ICsq;2 B) 1C59 C)

ICs0+2 konsantrasyolarin kaspaz-3 aktiviteleri

(P4= Negatif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik, P5= Pozitif kaspaz-3 aktivitesi
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Sekil 4.28. Vicenin-2in A549 hiicre hatti iizerinde 48. Saatteki A) ICs0;, B) IC50 C)

ICs0%2 konsantrasyolarin kaspaz-3 aktiviteleri

(P4= Negatif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik, P5= Pozitif kaspaz-3 aktivitesi

gosteren canlilik)
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Tablo 4.22. A549 hlicre hattindaki (kontrol) kaspaz-3 24. Saatteki % aktivasyonlari.

(P5= Negaltif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik, P6= PoZitif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik)

P4 P5

K 99.14 0.78

Tabli 4.23. Sisplatin A549 hlicre hattindaki kaspaz-3 24. Saatteki % aktivasyonlari.

(P5= Negatif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik, P6= PoZitif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik)

24. Saat P4 P6

Sisplatin 1Cs 99.82 0.84

Tablo 4.24. Orientin A549 hiicre hattindaki kaspaz-3 24. Saatteki % aktivasyonlart.

(P5= Negatif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik, P6= PoZitif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik)

24. Saat P4 P5

Orientin 1Csp 98.06 1.57
Orientin 1Cs 97.87 1.53
Orientin 1Cspx; 98.78 1.10
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Tablo 4.25. Vicenin-2 A549 hiicre hattindaki kaspaz-3 24. Saatteki % aktivasyonlar
(P2= Negaltif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik, P4= PoZitif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik)

24. Saat P4 P5
Vicenin-2 1Csq, 97.32 2.23
Vicenin-2 1Csg 98.97 12.59
Vicenin-2 1Csg« 97.42 2.23

Tablo 4.26. A549 hlicre hattindaki (kontrol) kaspaz-3 48. Saatteki % aktivasyonlart

(P2= Negalif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik, P4= PoZitif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik)

P4 P5

K 98.40 1.21

Tablo 4.27. Sisplatin A549 hiicre hattindaki kaspaz-3 48. Saatteki % aktivasyonlart

(P2= Negatif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik, P4= PoZitif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik)

24. Saat P4 P5

Sisplatin 1Cs 98.41 1.21
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Tablo 4.28. Orientin A549 hiicre hattindaki kaspaz-3 48. Saatteki % aktivasyonlart

(P2= Negaltif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik, P4= PoZitif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik)

24. Saat P4 P5
Orientin 1Csp 88.3 9.26
Orientin 1Cs 96.65 2.75
Orientin 1Cspx; 87.31 8.15

Tablo 4.29. Vicenin-2 A549 hiicre hattindaki kaspaz-3 48. Saatteki % aktivasyonlar

(P2= Negatif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik, P4= PoZitif kaspaz-3 aktivitesi gosteren canlilik)

24. Saat P4 P5
Vicenin-2 1Csqp, 95.12 3.37
Vicenin-2 I1Cs 83.97 12.59
Vicenin-2 1Cspx, 83.23 10.65
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4.4. Enzim Bagh Immiinosorbent Deneyi

4.4.1. ELISA ile Insan Norofilini-2'nin kantitatif tespiti

Tablo 4.30. A549 hiicrelerinde Neurophillin-2'nin ELISA analizinin istatistiksel

analizi

NP2 GRUPLAR | Median | %25 %75 P Goklu
Karsilastirmalar
1 Kontrol 1,92 1,88 1,95
NP-2 ICso» |2 Orientin 0,13 0,11 0,90
24 S 3 Vicenin-2 | 0,44 0,34 0,49 0,066 | Ns
4 Cisp 0,64 0,54 0,69
1 Kontrol 1,92 1,88 1,95
NP-2 ICs, |2 Orientin |0,22 0,22 0,33 ]
24 S 3 Vicenin-2 [ 0,76 0,74 1,16 e |12
4 Cisp 1,64 1,59 1,77
1 Kontrol 1,92 1,88 1,95
NP-2 ICsp+, | 2 Orientin | 1,39 1,18 1,42 )
24 S 3 Vicenin-2 | 0,69 0,62 0,69 0016 |3-4
4 Cisp 2,80 2,57 2,86
1 Kontrol 1,37 1,22 1,55
NP-2 ICsq, |2 Orientin | 1,63 1,46 2,10
48'S 3Vicenin-2 |1,20  |1,08 |131 |97 NS
4 Cisp 0,13 0,12 0,16
1 Kontrol 1,37 1,22 1,55
NP-2 ICs, |2 Orientin |0,39 0,38 0,42 )
48 S 3 Vicenin-2 | 1,08 1,06 1,37 0,029 \1-2
4 Cisp 0,62 0,52 0,71
1 Kontrol 1,37 1,22 1,55
NP-2 ICsg+, | 2 Orientin | 0,83 0,65 0,86 ]
48 S 3 Vicenin-2 | 2,69 2,39 2,77 0,025 \2-3
4 Cisp 2,36 2,20 2,82
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Sekil 4.29. A Cispiatin ile muamele edilmis hiicrelerde B. Orientin ile muamele edilmis
hiicrelerde C. Vicenin-2 ile muamele edilmis hiicrelerde Norofilin-2'nin ELISA analizinin

[statistiksel analizi



4.4.2. ELISA ile Insan SEMA F’nin kantitatif tespiti

Tablo 4.31. A549 hiicrelerinde Sema 3F'nin ELISA analizinin istatistiksel analizi

oklu
Sema 3F GRUPLAR | Median| %25 %75 P Kcill'sﬂas
tirmalar

1 Kontrol 1,30 1,03 1,63
SEMA 3F |2 Orientin 0,88 0,84 0,89 0.644 Ns
ICs02 24S |3 Vicenin-2 | 0,89 0,54 1,03 '

4 Cisp 0,96 0,92 1,17

1 Kontrol 1,30 1,03 1,63
SEMA 3F |2 Orientin 1,33 1,31 1,42 0.121 Ns
ICs0 24S |3 Vicenin-2 | 1,15 1,13 1,27 ’

4 Cisp 2,10 1,93 2,21

1 Kontrol 1,30 1,03 1,63
SEMA 3F |2 Orientin 1,21 1,08 1,35 0.053 Ns
ICs0x2 24 S |3 Vicenin-2 | 2,25 2,17 2,45 ’

4 Cisp 2,18 2,05 2,32

1 Kontrol 0,29 0,29 0,41
SEMA 3F |2 Orientin 0,22 0,19 0,30 0.161 Ns
1Cs02 48 S |3 Vicenin-2 | 0,21 0,21 0,22 ’

4 Cisp 0,19 0,14 0,21

1 Kontrol 0,29 0,29 0,41
SEMA 3F |2 Orientin 0,33 0,33 0,33 0.050 2.3
ICs 48S |3 Vicenin-2 | 0,20 0,18 0,21 ’

4 Cisp 0,30 0,29 0,30

1 Kontrol 0,29 0,29 0,41
SEMA3F |2 O_rlent_ln 0,49 0,47 0,49 0.075 NS
1ICs0+2 48 S |3 Vicenin-2 | 0,21 0,20 0,25

4 Cisp 0,31 0,30 0,32
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Sekil 4.30. A Cisplatin ile muamele edilmis hiicrelerde B. Orientin ile muamele edilmis
hiicrelerde C. Vicenin-2 ile muamele edilmis hiicrelerde Sema 3F'nin ELISA analizinin
Istatistiksel analizi
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4.4.3. ELISA ile VEGF ’nin kantitatif tespiti

Tablo 4.32. VEGE'in A549 hiicrelerinin ELISA analizinin istatistiksel analizi

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test for ELISA experiment

VEGF GRUP |Median| %25 | %75 P Goklu
Karsilastirmalar
1
Kontrol 8,88 8,56 9,65
2
VEGF ICso, 24 |Orientin 9,33 8,98 9,36 0.161 N
S 3 : S
Vicenin-| 8,37 8,05 8,72
2
4 Cisp 9,52 9,49 9,59
1
Kontrol 8,88 8,56 9,65
20rientin 9,52 9,26 10,07
VEGF ICxy 24 S 3 0,022 3-4
Vicenin-| 8,18 7,41 8,18
2
4 Cisp 11,76 11,44 11,93
1
Kontrol 8,88 8,56 9,65
2
. 9,14 8,08 9,39
\S/EGF ICs0x0 24 ?(’)rlentln 0,287 Ns
Vicenin-| 9,01 8,59 10,19
2
4 Cisp 10,87 10,64 11,03
1
Kontrol 5,87 5,23 6,35
2
L 9,33 9,20 10,29
\S/EGF I1Cso2 48 grlentln 0,022 3.4
Vicenin-| 1,86 1,86 1,93
2
4 Cisp 12,21 10,73 12,34
1
Kontrol 5,87 5,23 6,35
érientin 6,44 6,06 6,54
VEGF ICsy 48 S 3 0,025 1-3
Vicenin-| 11,12 10,87 11,12
2
4 Cisp 10,03 9,49 10,13
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Sekil 4.31. A Cisplatin ile muamele edilmis hiicrelerde B. Orientin ile muamele edilmis

hiicrelerde C. Vicenin-2 ile muamele edilmis hiicrelerde VEGF 'nin ELISA analizinin istatistiksel

analizi
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4.5 RT-PCR (Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
Analiz Sonuclan

A549 hiicrelerinde eksprese oldugu VEGF, NP-2, SEMA 3F, Bcl-2, Bax,
CYDL, , ERK, pERK genlerinin ve Beta Actin house keeping geninin orientin,
Vicenin-2’in ve pozitif kontrol olarak kullandigimiz sisplatinin MTT deneyi sonucu
bulunan ICsg, , ICsp, ICsp+» degerleri hiicreler uygulanmig ve 24, 48 saat inkiibasyon
stiresi sonrasinda RT-PCR analizi yapilmistir. Bu analiz sonucunda kontrol 1 olarak
ifade edilmis buna gore bilesiklerin ve sisplatinin VEGF, NP-2, SEMA 3F, Bcl-2,
Bax, CYD1, ERK, pERK genlerinin ifade diizeyleri 1’in iizerinden kat degisimi
olarak hesaplanmistir.1’in tizerindeki degerler over eksprese altindaki degerler ise

down eksprese olarak belirlenmistir.

45.1. RT-PCR (Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu) 24. Saattaki analiz

sonuclari
NP2 24 saat
1.5-
B ORN
VCN
mm CISP
§ 1.0- =
&
O)
[}
| I
wd
m -
B I
0‘0_ T I T I T T [
N & N
&° X & X9
00
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Sekil 4.32. 24 saatteki cisplatin, Orientin ve Vicenin-2in NP-2 geninin mRINA ekspresyonu
lizerine etkisi
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VEGF 24 saat
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Sekil 4.33. 24 saatteki cisplatin, Orientin ve Vicenin-2’in Bax geninin VEGF genin mRNA
ekspresyonu lizerine etkisi

SEMA 3F 24 saat
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Sekil 4.34. 24 saatteki cisplatin, Orientin ve Vicenin-2’in SEMA 3F geninin mRNA ekspresyonu
lizerine etkisi
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BAX 24 saat
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Sekil 4.35 .24 saatteki cisplatin, Orientin ve Vicenin-2’in Bax geninin mRNA ekspresyonu
lizerine etkisi

CYD1 24 saat
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Sekil 4.36. 24 saatteki cisplatin, Orientin ve Vicenin-2’in CYDI geninin mRNA
ekspresyonu iizerine etkisi
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BCL2 24 saat
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Sekil 4.37. 24 saatteki cisplatin, Orientin ve Vicenin-2’in Bel-2 geninin mRNA ekspresyonu
lizerine etkisi

PERK 24 saat
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Sekil 4.38. 24 saatteki cisplatin, Orientin ve Vicenin-2’in PERK geninin mRNA
ekspresyonu tizerine etkisi
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ERK 24 saat
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Sekil 4.39. 24 saatteki cisplatin, Orientin ve Vicenin-2’in ERK geninin mRNA ekspresyonu
lizerine etkisi

45.2. RT-PCR (Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu) 48. Saattaki analiz

sonuclari
NP2 48 saat
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Sekil 4.40. 48 saatteki cisplatin, Orientin ve Vicenin-2"in NP-2 geninin mRNA ekspresyonu
lizerine etkisi
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Sekil 4.42. 48 saatteki cisplatin, Orientin ve Vicenin-2’in SEMA 3F geninin mRNA
ekspresyonu lizerine etkisi
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Sekil 4.41. 48 saatteki cisplatin, Orientin ve Vicenin-2’in VEGF geninin mRNA
ekspresyonu lizerine etkisi
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Sekil 4.43. 48 saatteki cisplatin, Orientin ve Vicenin-2’in Bax geninin mRNA ekspresyonu
lizerine etkisi

CYD1 48 saat
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Sekil 4.44. 48 saatteki cisplatin, Orientin ve Vicenin-2’in CYDI geninin mRNA ekspresyonu tizerine

etkisi
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Sekil 4.45. 48 saatteki cisplatin, Orientin ve Vicenin-2’in Bcl-2 geninin mRNA ekspresyonu tizerine
etkisi

PERK 48 SAAT
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Sekil 4.46. 48 saatteki cisplatin, Orientin ve Vicenin-2’in PERK geninin mRNA ekspresyonu
lizerine etkisi
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ERK 48 SAAT
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Sekil 4.47. 48 saatteki cisplatin, Orientin ve Vicenin-2’in ERK geninin mRNA ekspresyonu
lizerine etkisi
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5. TARTISMA

Akciger kanseri, erkekler arasinda kanser 6liimlerinin 6nde gelen nedenidir
ve diinya ¢apinda kadinlar arasinda kanser dliimlerinin ikinci 6nde gelen nedenidir.
(Torre, Siegel ve Jemal 2016) Akciger kanser tedavisindeki ilerlemelere ragmen,
ortalama bes yillik sagkalim orani yalnizca yiizde 15'tir . (Collins and Haines 2014)
Sisplatin, kanser tedavisinde kullanilan en iyi bilinen antikanser ilaglardan biridir.
Ancak mide bulantisi-kusma, nefrotoksisite ve genotoksisite gibi hastayi1 zorlastiran
yan etkileri vardir <Bu nedenle, yiiksek etkinlik ve diislik toksisiteye sahip daha
secici antikanser ilaglara ihtiya¢ duyulmaktadir. (Florea and Biisselberg 2011)

Antikarsinojenik aktiviteler saglayan orientin ve vicenin-2 igin énemli bir rol
oneren onemli kanitlar bulunmaktadir (S. J. Kim ve ark. 2018) (Yang D, Zhang X
2018). Bu tez ¢alismasinda, pozitif kontrol olarak sisplatin kullanarak A549 insan
akciger karsinomu epitel hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik, apoptotik ve gen

ekspresyon etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmustir.

Calismamizda ilk olarak orientin ve vicenin-2'in sitotoksisitesi, MTT testi ile
degerlendirilmis, her birinin IC50 degeri belirlenmis ve ileri analizler igin
kullanilmistir. Apoptotik etkileri akis sitometri yontemi ile belirlenmistir. Ayrica,
apoptotik ve hiicre proliferasyonunda yer alan genler tUzerindeki etkileri ise RT-PCR

Kullanilarak degerlendirilmistir.

A549,CCD-19Lu ve L929 hucreleri Gizerinde sisplatin, orientin ve vicenin-2 MTT
yontemi kullanilarak zaman ve konsantrasyona bagli sitotoksik etkileri belirlenmistir.
Konsantrasyonlar 400,200,100,50,25,12.5,6.25,3.125 pg/mL olarak se¢ilmis ve bu
konsantasyonlarin 24 ve 48 saatlik etkileri gdzlenmistir. Her bir bilesigin kontrol
grubuna gore % canlilik degeri hesaplanmistir. CCD-19Lu ve L9269 hiicre hatlari
saglik hiicre hatlar1 olmasi sebebiyle ilaglarin sitotoksik etkilerini belirlemek amaci

ile secilmistir

Fang ve ark., EC - 109 hiicrelerinde orientin'in inhibisyon oraninin 80.0
uM'de 34.08% oldugunu gostermistir (An, Wang, ve ark. 2015). Bu c¢alismada
orientin'in A549 hicreleri Gzerinde 24 saat ve 48 saat IC50 degerleri sirasiyla 25 pg /
ml ve 12.5 ug / ml olarak belilenmistir (Tablo 4.1). Farkli orientin konsantrasyonlari

ile tedavi edilen A549 hicrelerinde 24 saat 48 saat sonunda hicre proliferasyon
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inhibisyonunun kontrollere gére 6nemli oldugu goriilmistiir (Sekil 4.1, a). Bu etkiler
orientinin hem zamana hem de doza bagimli olarak hiicre g¢ogalmasini azalttigini

gostermektedir.

Nagaprashantha. L ve ark. vicenin-2'in LNCaP insan prostat adenokarsinom
hiicreleri tizerindeki antitimor etkisini incelemislerdir. Vicenin-2'in MTT testine
gore 24 saatlik 1C50 degeri 112 uM olarak belirlenmistir. (Nagaprashantha ve ark.
2011). Bu c¢aligmada icenin-2'in A549 hiicreleri Uzerinde 24 saat ve 48 saat 1C50
degerleri 35 ug / ml ve 12.5 pg/ml olarak belirlenmistir (Tablo 4.1). Farkli vicenin-2
konsantrasyonlari ile tedavi edilen A549 hcrelerinde 24 saat 48 saat sonunda hiicre
proliferasyon inhibisyonunun kontrollere gore dnemli oldugu gorilmustiir (Sekil 4.1,
b), ) Bu etkiler vicenin-2in hem zamana hem de doza bagimli olarak hiicre
¢ogalmasini azalttigin1 gostermektedir. Altintop ve arkadaslarimin ¢aligmasinda ise
sisplatin‘in 1C50 degerinin 70uM oldugu belirlenmistir (Altintop ve ark. 2018).
Calismamizda sisplatin’in A549 hiicreleri iizerindeki 1C50 degerinin 15 pg/ml
oldugu tespit edilmis ve hiicre proliferasyonunun doza ve zamana bagimli olarak

azaldig gosterilmistir.

Saglikl1 hiicreler tizerindeki sitotoksik etkiyi belirlemek i¢cin CCD-19Lu ve
L929 hicre hatlart tizerinde MTT analizi yapilmis ve CCD-19Lu hiicre hattinda
yapilan MTT analizi sonucunda hem orientin hem de vicenin-2'in 24. saatte 1C50
degerinin ¢alistigimiz maksimum konsantrasyon olan 400 pg / mL'den daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. (Tablo 4.2). 1929 hiicre hattinda yapilan MTT analizi
sonucunda orientin'in 24, 48. saatteki IC50 degerinin caligtigimiz maksimum
konsantrasyon olan 400 pg / mL'den daha yiiksek oldugu belirlenmis, vicenin-2'in
24, 48. saat IC50 degerleri ise sirasiyla 300 ug / mL ve 100 pg / mL olarak
belirlenmistir (Tablo 4.3). Bu sonuglar hem orientinin hem de vicenin-2in akciger
kanseri hiicreleri iizerinde selektif etkili olduklarini gostermektedir. Diger taraftan
L.929 hiicre hatt1 tizerinde vicenin-2in sitotoksisitesi hem doza hem de zamana baglh
olarak artmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3) Her iki saglikli hiicre dizisinde bilesiklerin
MTT analizi sonucunda elde ettigimiz veriler, orantili ve birbiriyle tutarli oldugu

gorilmiistiir.
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Calismamizda sisplatin, orientin ve vicenin-2 A549 hucrelerinde MTT testi
ile belirlenen konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saatlik apoptotik etkileri Annexin V-Pl

yontemi ile akim sitometri cihazinda analiz edilmistir.

AS549 hiicrelerinde yapilan erken ve ge¢ apoptoz tespit analizine gore erken
ve ge¢ apoptotik hiicre yuzdesi, sisplatin, orientin ve vicenin-2 i¢in kontrol grubuna
gore artmustir. Sisplatin, 24. saatte ve 48. saatte hiicre apoptozunu tetiklemistir
(Sekil4.6; Tablo 4.7 ). Erken apoptoz yiizdelerinin zamanla azalirken, ge¢ apoptozun
degismedigi goriilmiistiir (Sekil4.10.).

Orientin tedavisinde erken ve gec apoptoz fenomeni gozlemlenmistir, Doza
bagli olarak hem erken hem de ge¢ apoptoz yiizdesinde 24 saatte kayda deger bir
artts gozlenmistir. Ge¢ apoptoz yuzdesi% 12.34'ten % 25.51'e, erken apoptoz %
15'ten % 27'ye yiikselmistir (Sekil4.7.). 48. saatte doz artis1 apoptoz yiizdesi iizerinde
anlamli bir etki gostermemistir (Sekil4.11.). Zaman agisindan ge¢ apoptotik
hlcrelerin yizdesi, IC50 dozunda 24 saatte % 24'e 48 saatte % 40 diizeyine artis
gostermistir (Tablo 4.8; Tablo 4.12). Bu sonuglara gore orientin'in ge¢ apoptotik

etkisinin doza ve zamana bagl oldugunu diis inmekteyiz.

Vicenin-2 tedavisinde erken ve ge¢ apoptoz fenomeni gozlenmistir. Dozaj
acisindan hem erken hem de ge¢ apoptoz oraninda hem 24. hem de 48. saatte doza
bagiml olarak 6nemli bir artis goriilmemistir (Sekil4.8 .; Sekil4.12). IC50 dozunda
gec apoptotik hiicre oranm1 24 saatte % 10'dan 48 saatte % 37'ye Onemli Olcide
artarken, erken apoptotik hiicre yiizdesi zamanla azalmistir (Tablo4.9; Tablo4.13).
Bu sonugclara gore vicenin-2'in geg¢ apoptotik etkisinin sadece zamana bagli oldugu

gorilmiistiir.

Maddeler sisplatin ile karsilastirildiginda, hem orientin hem de vicenin-2'in
24. saatte sisplatin‘den daha az ge¢ apoptotik etki gosterdigi ve 48. saatte ayni geg
apoptotik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Orientin'in erken apoptoz oranini 24
saatte 1C50 dozunda sadece 1,66 kat, 48 saatte 2 kat, vicenin-2'in IC50 dozunda 24
saatte 1,33 ve 48 saatte 2,4 kat erken apoptoz oranini artirdig1 gozlendi. Bu sonuglara

gore orientinin, vicenin-2'den daha aktif oldugu saptanmustir.

Mitokondri, apoptotik siirecte 6nemli bir rol oynar. Mitokondriyal yolla
ilerleyen apoptoz, genellikle mitokondriyal membran potansiyelinin  ((AYm)
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dagilmasiyla birlikte mitokondriyal membranin gecirgenligini gosterir. (Bielawski ve
ark. 2013)) Calismamizda sisplatin, orientin ve vicenin-2in A549 hicrelerinde MTT
testi ile belirlenen konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saat siiresince mitokondriyal
membran potansiyeli Gzerine etkileri JC-1 boyama yontemi ile akim sitometrisi

cihazinda belirlenmistir.

Sisplatin, orientin ve vicenin-2, kontrol grubuna gore 24 ve 48 saat sonunda
mitokondriyal membran potansiyelinde artig gorilmiistiir. Orientin, kontrole kiyasla
24 saatte ve 48 saatte mitokondriyal membran depolarizasyon yiizdesinde doza
bagimli bir artig gostermistir. Orientin A549 hiicreleri {izerinde 1C50 / 2
konsantrasyonunda % 6,5 degerinde mitokondriyal membran depolarizasyonuna
neden olurken IC50 konsantrasyonunda % 12,8 oraninda mitokondriyal membran
depolarizasyonuna neden olmustur (Sekil 4.15). Diger taraftan bu etkide zamana
bagli olarak oOnemli bir artis gozlenmemistir (Sekil 4.15; Sekil 4.19; Tablo4.16;
Tablo4.20).

Vicenin-2, kontrole kiyasla IC50 ve IC50/2 konsantrasyonlarinda
mitokondriyal membran depolarizasyon yuzdesinde hem doza hem de zamana
bagimli bir artig gostermistir. Vicenin-2 1C50 / 2 konsantrasyonunda 24 saat sonunda
A549 hiicreleri lizerinde % 9 oraninda ve IC50 konsantrasyonunda % 14 oraninda
mitokondriyal membran depolarizasyonununa neden olurken ve 1C50/2
konsantrasyonunda 48 saat sonunda % 14 ve IC50 konsantrasyonunda % 20
oraninda mitokondriyal membran depolarizasyonununa neden olmustur. Bu sonuglar
vicenin-2in mitokondriyal membrane depolarizasyon etkilerinin doza ve zamana
bagimli olduklarin1 géstermistir (Sekil 4.16; Sekil 4.20; Tablo4.17; Tablo4.21).

Sisplatin ile karsilastirildiginda, hem orientin hem de vicenin-2'in 24 saatte
mitokondriyal membran potansiyelini azalttiklar1 gézlenmistir. Orientin ve vicenin-2,
sisplatin'e kiyasla IC50 konsantrasyonlarinda 24. saatte mitokondriyal membran
depolarizasyon yizdelerinde sirasiyla yaklasik 2.13 kat ve 1.5 kat artisa neden
olmuslardir (Tablo4.15; Tablo4.16; Tablo4.17).

Tez galismamizda sisplatin orientin ve vicenin-2'in 1C50 / 2, IC50 ve 1C50 X
2 dozlarmin A549 hiicrelerinde 24 ve 48 saat kaspaz 3 aktivasyonu iizerine etkileri

flow sitometri cihazi ile arastirilmistir. Kaspaz ailesinden Kaspaz-3’iin , dis yol, i¢
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yol ve endoplazmik retikulum yolu ile aktive edildigi bilinmektedir (Lossi, Castagna
ve Merighi 2018).

24. saattaki kaspaz-3 aktivasyon belirleme c¢alismalarinda, kontrole gore
sisplatin, orientin ve vicenin-2'in tiim dozlarinda aktif kaspaz 3 yuzdesinde 6nemli
bir artis gortilmemistir. (Sekil 4.22; Sekil 4.23; Sekil 4.24). A549 ile yapilan 48
saatlik kaspaz-3 aktivasyon belirleme ¢aligmalarinda ise vicenin-2 ve daha az oranda
orientin, kontrol ve Sisplatin'e gore tim dozlarda aktif kaspaz 3 yiizdesinde artis
gOstermistir (Sekil 4.26; Sekil 4.27; Sekil 4.28). Ancak vicenin-2'in etkisi doza
bagiml olarak 48 saatte artarken, orientinin etkisi doza bagimli degildi (Tablo 4.26;
Tablo 4.27 Tablo 4.28 Tablo 4.29).

Bilesiklerimizin A549, CCDLu-19 ve 1929 hiicre hatlar1 tizerindeki
sitotoksisiteleri MTT deneyi belirlenmis ve IC50 dozlar1 hesaplandiktan sonra, bu
dozlara baglh olarak apoptotik etkileri akis sitometri metodu ile degerlendirilmis ve
A549 hicreleri  Uzerinde RT-PCR yontemi ile apoptotik ve hicre
proliferasyonununda rol alan genler iizerindeki ifade diizeylerinin arastirilmasi

asamasina gecilmistir.

Orientin, vicenin-2 ve pozitif kontrol olarak kullandigimiz sisplatinin IC50
konsantrasyonlart A549 hiicreleri iizerine uygulanarak 24 ve 48 saat inkiibasyon
stresi sonunda BCI-2, Bax, CYD1, ERK, pERK genlerinin ve Beta- aktin house
keeping genlerin ekspresyon diizeyleri RT-PCR analizi ile gergeklestirilmistir.
Kontrol grubu degerleri 1 olarak kabul edilmis ve sonuglar kontrole gore kat

degisimi olarak ifade edilmistir.

Nasarre ve arkadaslarinin ¢alismasi, SEMA 3F ve VEGF'nin birincil timor
hiicreleri {lizerinde zit etkilere sahip oldugunu gostermektedir. VEGF, hiicre
yayilimini, artan hiicre gocii ve metastaz ile iliskili aktiviteleri tesvik ederken, SEMA
3F bu degisiklikleri inhibe eder ve VEGF'nin etkilerini bloke edebilir. (Nasarre and
Constantin 2003) Ayrica NRP2'nin bir ko-reseptor oldugu ve farkli kanser tiirlerinde
siklikla asir1 ifade edildigi gosterilmistir (Schulz ve ark. 2020) (Wang ve ark. 2018).

Deney sonuglarimiza gére Sisplatin, orientin ve vicenin-2 24. saatte 1C50
dozunda sirasiyla SEMA 3F 2.9, 2.4, 1.8 kat up regiile edilmis (Sekil 4.31) ve 48
saatte onemli bir degisiklik gdstermemistir (Sekil 4.39).
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Akciger kanserinde asir1 eksprese edildigi bilinen NRP-2 geni, kontrole gore
Sisplatin orientin ve vicenin-2 tarafindan 24 saatte ve daha az olarak 48 saatte
downregiile etmistir. Oreintin NRP-2'yi 2.75 kat down regile ederken, vicenin-2
IC50 dozunda 1.8 kat down regiile etmistir. Orientin ve vicenin-2’in etkisinin

zamana veya doza bagli olmadig1 goriilmiistiir. (Sekil 4.29; Sekil 4.37)

Akciger kanserinde overeksprese edildigi bilinen VEGFmin down regiile
edilmesinin beklenmesine ragmen, Orientin tarafindan 1.1 kat ve vicenin-2 tarafindan
1.2 kat up regulasyon gdzlemlendi. Sisplatin, IC50 dozunda 24 saatte 1.07 kat down
regulasyon ve 1C50 * 2'de 48 saatte 1.14 kat down regilasyon gosterdi.( Sekil 4.32;
Sekil 4.38)

Literatiir taramasina gére CYD-1 geninin akciger kanserinde overeksprese
edildigi bilinmektedir (Pazarbasi ve Kasap 2003), ancak down regile edilmesi
beklenmesine ragmen orientin tarafindan ve daha az olarak vicenin-2 tarafindan

onemli bir up regilasyon gozlemlenmistir (Sekil 4.33; Sekil 4.341).

Bax geninin proapoptotik oldugu bulunurken, bcl-2 geninin apoptozu inhibe
ettigi dogrulanmistir (Groeger ve ark. 2004). RT-PCR'den elde ettigimiz sonuglar,
orientin 1C50 ile 48 saat tedaviden sonra bcl-2 ekspresyonunun azaldigini ve bax
ekspresyonunun biraz arttigin1 ve bax / bcl-2 oranmin arttigin1 gosterdi. Orientin
A549 hiicrelerinde bax onkoproteinini 48 saatte IC50 konsantrasyonude 1,14 kat ve
IC50 * 2 konsantrasyonunda 1,44 kat up regiile etmistir (Sekil 4.32; Sekil 4.40).

ERK, mitojenler tarafindan aktive edilen protein kinaz stiper ailesindendir ve
MAP Kinaz sinyal iletim yolu hayatta kalm a, proliferasyon, apoptoz ve
embriyogenez i¢in onemlidir. Bu yol, insanlardaki timoérlerin yaklasik % 30'unda
aktive olur. PERK kinaz, timdr yayilmasi ve metastazinda kritik bir rol oynar (Cross
ve ark. 2000) (Liem ve ark. 2002).

RT-PCR analizinden elde ettigimiz sonuglar, A549 hicreleri Uzerinde
orientinin  IC50 konsantrasyonu ile 48 saat inklibasyonu sonrasinda ERK
ekspresyonunun 1.75 kat ve PERK ekspresyonunun 1.4 kat azaldigin1 gostermistir (
Sekil 4.43; Sekil 4.44).

Vicenin-2 tedavisi 48 saatte yalmizca IC50 Kkonsantrasyonunda ERK

ekspresyonunda 1.8 kat down regiilasyona neden olurken kullanilan tim dozlarda
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PERK'i down regiile etmistir (Sirastyla IC50 / 2 konsantrasyonunda 1.26 ve 1C50
konsantrasyonunda 1.47 kat) (Sekil 4.43; Sekil 4.44).

Diger taraftan, A549 hiicreleri zerinde Sema 3F, VEGF ve NRP-2 protein
miktarlar, bir kolorimetrik sandvi¢ enzim baglantili imminosorbent deneyi ile
Olctilmustir. A549 hicreleri  Uzerindeki kullanilan orientin  ve Vvicenin-2
konsantrasyonlarina Sema 3F, NRP-2 ve VEGF uzerindeki etkileri kontrol grubuna
gore kiryaslanmigtir. Ancak Sema 3F gruplart arasinda anlamli bir farklilik
bulunmamustir (p> 0.05) (Tablo 4.30; Tablo 4.32).

Diger taraftan A549 hucrelerinde NRP-2 konsantrasyonlarinda IC50 dozunda
orientin ile tedavi edilen gruplarin 24. ve 48. saatlerde kontrole kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bir fark oldugunu goériilmiistiir (sirasiyla p = 0.023, 0,029). A549'da
VEGEF diizeylerindeki tek anlamli farkin, kontrole kiyasla 48 saatte 1C50'de vicenin-
2 tarafindan yapildig1 gosterilmistir (p = 0.025)( Tablo 4.31)

Bu caligmada orientin'in A549 hiicrelerinde 24 saatlik IC50 degeri 25 pg / ml
ve CCd19-lu ve L929 hiicrelerine gore selektif indeksi 16'nin iistiindeyken vicenin-
2’in 24 saatlik IC50 degeri ise 35 pg / ml ve selektif indeksi 13,5 olarak

saptanmistir.

ANX FITC Kiti ile A549 hiicreleri iizerinde gerceklestirilen erken ve geg
apoptoz saptama analizine gore orientin, 24 saatte 1C50'de daha yiiksek ge¢ apoptoz
yuzdesi gosterdi. Her iki bilesik de 48 saatte ayn1 apoptotik etkiyi gdsterdi. Orientin
ve vicenin-2, kontrole kiyasla 24 ve 48 saat sonunda mitokondriyal membran
potansiyelinde hafif bir artisa neden olmasina ragmen, orientin, 24 saatte 1C50'de
mitokondriyal membran depolarizasyon yiizdesinde daha fazla artis gosterdi. A549
ile 48 saatlik kaspaz-3 aktivasyon belirleme ¢aligmalarinda, vicenin-2, orientin'e gore
kontrol ve Sisplatin ile karsilagtirildiginda tiim dozlarda aktif kaspaz yiizdesinde
daha fazla artis gosterdi. PCR sonuglarimiza gore, Orientin antitimorijenik SEMA
3F 1.2'yi vicenin-2'den daha fazla up regiile etmistir. Orientin NRP-2'yi 2,75 kat
down regtile ederken, vicenin-2 24 saatte IC50 dozunda 1,8 kat down regiile etmistir.
Orientin ayrica NRP-2'yi 2,75 kat down regiile etmistir. Bax geninin proapoptotik
oldugu bulunurken, bcl-2 geninin apoptozu inhibe ettigi dogrulandi. 48 saatteki
IC50'de Orientin, bcl-2 ekspresyonunu azaltti ve bax ekspresyonunu hafifge artirdi

ve sonu¢ olarak bax / bcl-2 oranini artirdi. Kanser tiirlerinde% 30'un (zerinde
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eksprese edildigi tespit edilen pERK ve ERK genleri, 48 saatteki orientin tarafindan
IC50'de down regiile edildigi gortilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligmada, hem orientin’in hem de daha az 6lglde vicenin-2’in A549 hcre
hattina karsi antikanser aktivite sergiledigini, a) A549 hiicrelerinin canliliginin
anlaml 6l¢lide azaldigini (p <0.001), b) saglikli hiicreler tizerinde MTT testlerinde
diisiik toksisite gosterdigi c) akis sitometrisi deneyleriyle hem ge¢ hem de erken
apoptozu indiikledigi gozlemlenmistir. d) apoptozla iliskili proteinlerin Bax
ekspresyonlar1 artarken orientin ile tedavi edilen hiicrelerde antiapoptotik Bel-2'nin
ekspresyonu azaldi, e) Orientin, artan hiicre gogii ve metastaz ile iliskili VEGF
etkisini de bloke edebilen timdor baskilayict gen Sema 3F’yi up regiile ettigi f)
Orientinin ayrica akciger kanserinde overekspres edilen Norofilin-2'yi anlamli olarak

down regiile ettigi g) PERK ve ERK genlerini de down regiile ettigi gosterilmistir.

Bu sonuglar, orientin'in ve vicenin-2 antitimor, 6zellikle de apoptotik etkilerine
in vitro kanitlar saglamistir. Akciger kanserinde anti-kanser ajan olarak maksimum
potansiyeli daha fazla arastirmak igin orientin ve vicenin-2 (zerinde daha fazla

preklinik denemelere ihtiya¢ duyulmaktadir.
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