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DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Media

DMSO : Dimetilsiilfoksit

WST-1 : 2-[4-iodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-[2,4-disulfophenyl]-2Htetrazolium
monosodium salt

PBS : Phosphate Buffered Saline

Cm > Uzunluk birimi

Ml : Mililitre

ug : Mikrogram

PC-3 : Prostate Cancer Cells

PCa : Prostat kanseri

RPM : Revolutions Per Minute



ul : Mikrolitre

nm : Nanometre

PVDF : Polivinilidenflorit veya polivinilidene diflorit
CO; : Karbondioksit

TBS-T ‘Tris-Buffered Saline-Tween
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HYDROPHILINAE (COLEOPTERA: HYDROPHILIDAE) ALT
FAMILYASINAAIT BAZI BOCEK TURLERINDEN ELDE
EDILECEK PROTEIN EKSTRAKTLARININ ANTi KANSER
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

OZET

Bu ¢alismada hydrophilinae (Coleoptera: Hydrophilidae) Alt Familyasinin Hydrochara
dichroma ve Hydrophilus piceus tiirlerinin protein 6ziitlerinin elde edilmesi yolunda
hareket edilmistir. Elde edilen Protein miktarlar1 Bradford yontemi ile hesaplanmis ve
Hydrochara dichroma tiiriiniin absorbans degeri 0,4144 mg iken, Hydrophilus piceus
tiiriinlin ise absorbans degeri 0,3411mg. olarak belirlenmistir. Hazirlanan bu 6rnekler
hiicre kiiltiiriine alinarak prostat kanser hatti hiicrelerinde (PC3) WST-1 ile hiicre canlilik
testi yapilmigtir. Test sonucu incelendiginde ¢alisilan iki tiir iginde protein ekstrelerinin
hiicre inhibisyonun’da diismeye sebebiyet verdigi gozlemlenmistir. En yiiksek hiicre
inhibisyonu 1000 mg/ml bocek protein ekstrakti eklenmis orneklerde gézlemlenmistir.
Daha sonra etkin doz bulunmus olup western blot teknigi ile protein iriinlerine
bakilmistir. Bu ¢alisgmanin sonucu olarak diyebiliriz ki western blot tekniginde bocek
proteinlerinin hiicre Oliimiinii saglayacak olan proteinlerin {iretimini destekledigi
gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Hydrophilinae, protein, western blot, CYT-c, kaspaz-3, hiicre
olumiu, kanser.
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INVESTIGATION OF ANTI-CANCER PROPERTIES OF PROTEIN
EXTRACTS OBTAINED FROM SOME INSECT SPECIES OF
HYDROPHILINAE SUBFAMILY (COLEOPTERA:
HYDROPHILIDAE)

ABSTRACT

In this study, we aimed to obtain protein extracts of Hydrochara dichroma and
Hydrophilus piceus from HYDROPHILINAE (COLEOPTERA: Hydrophilidae). The
amount of protein obtained was calculated by Bradford method and the absorbance value
of Hydrochara dichroma was 0.4144 mg, while the absorbance value of Hydrophilus
piceus was 0.3411mg. as determined. Cell viability test was performed with WST-1 in
prostate cancer line cells (PC3). When the test result was examined, it was observed that
protein extracts caused decrease in cell inhibition in the two species studied. The highest
cell inhibition was observed in samples with 1000 mg / ml insect protein extract added.
Then the effective dose was found and protein products were examined by western blot
technique. As a result of this study, we can say that the western blot technique has been
shown to support the production of insect proteins that will enable cell death.

Keywords: Hydrophilinae, protein, western blot, CYT-c, caspase-3, cell death, cancer.



1. GIRIS

Ekoloji’nin miithim bir kism1 olan bdceklerin diinya iizerinde yaklasik 10 milyon tiiriiniin
var oldugu fakat bu boceklerin takribi 1 milyonunun tarif edilebildigi ve her yil 10,000
kadar yeni tiiriin literatire eklendigi, yeryliziindeki bocek sayisinin ise Katrilyon
(10x10'®) degerinde oldugu ve bu sonugla da hayvan tiirlerinin biiyiik bir cogunlugunu
yani %95’nin bocek tiirlerinden olustugu beyan edilmistir (Anonim 2015a). Diinya
iizerinde sayica fazla olmalar1 ve yayilis olarak c¢ok cesitlilik gdstermeleri, boceklerle
insanlarin temas igerisinde olmalarimi kaginilmaz kilmistir. Bununla birlikte birgok
bitkinin tiremesinde gorev almalari, hayvan ve bitki atiklarinin yap1 taglarina ayrilmasini
saglamalari, bazi yapr1 materyallerinin giyim ve gida endiistrisinde kullanilmasi, adli
vakalarin aciga c¢ikarilmasina olanak saglamalart ve hastaliklarin iyilestirilmesinde
kullanilmalar1 insanlar agisindan saglanan faydalar arasinda sayilabilir (Lawal and Banjo

2002).

Boceklerin tirettikleri birgok tirlinler veya bizzat kendileri insanlar i¢in benzeri bulunmaz
besin kaynagi olarak kullanilmaktadir. Bu boceklerden en onemlisi arilardir. Armin
salgiladig1 bal, isci arilarin {irettigi olduk¢a saglikli olan arisiitii ve ¢igek tozu (polen);
aminoasitler, vitaminler (6zellikle C vitamini), g¢esitli proteinler, karbonhidrat, su, yag,
elementler ve mineraller bakimindan zengin oldugundan tam bir besin kaynagidir.
Ipekbocegi ise Insanlarin yasaminda gok kiymetli bir iiriin iireten diger bir bdcektir.
Kimyasal ve fiziksel 6zgiilliiklerinden dolayi liflerin en degerlisi olarak rastlanilan ipek
lifi; ¢ok fazla alanda kullanilmaktadir. Hos goriiniislii, dokunuldugunda sert olmayan,
dayanikli, renk olarak parlak olan seri ve diizgiin boya emebildigi icin ipek lifi
giizelligine giizellik katilabilen bir yapiya sahiptir. Bu sebeplerden dolay1 4 bin yildan
fazla bir zamandan beri diinya ekonomisinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Ayrica;

Avustralya’da yasayan insanlar linaritoksit maddesini karincalarin yasadigi yerlerden



elde ederek giyim endiistrisinde iiriinlere yesil rengini verebilmek i¢in kullanmislardir
(Tugtas 2003).

Bocek yiyerek besin ihtiyacini karsilama fikri simdiki zamanda ve ge¢mis zamanlarda
birgok insan tarafindan hos karsilanmamustir. Lakin birgok kiiltiirde bocekler ve diger
eklembacaklilar giinlilk besin olarak kullanilmaktadir. Bocekler tiiketildikleri ilk
donemlerde beslenme amaciyla tiiketildikleri daha sonra ise tedavi edici 6zelliklerinin
fark edildigi tahmin edilmektedir. Bocekleri besin olarak kullanma aliskanligr az gelismis
topluluklarda daha fazla goriilmiis ve simdiki zamanlarda dahi Afrika, Giiney Amerika ve
Giliney Asya,’nin daha az insanin yasadigi kirsal bolgelerinde giiniimiizde dahi devam

ettigi goriilmektedir.

Entomoterapi kavrami, boceklerin veya boceklerden elde edilen {irtinlerin ve benzeri
materyallerin tibbi yani iyilestirme amaciyla degerlendirilmesi olarak tanimlanmaktadir
(Costa-Neto 2005). Simdiki donemlerde hastaliklari iyilestirmek nedeniyle tiiketilen
ilaglara farkli nedenlerle erisemeyen bolgelerde, eski kadim doga hekimligi ile boceklerle
hastaliklari iyilestirmenin devam edildigi bilinmektedir. Olduk¢a uzun zamandan bu yana
bocekler ve onlarin tiirevlerinden elde edilen numuneler ozellikle Afrika ile Giliney
Amerika ve Dogu Asya,’nin birgok bolimiinde tedavi amacgli olarak tipta
kullanilmaktadir. Bu zamanlarda diinyanin genis bir cografyasinda bocekler, insanlarin
glinliik diyetinin bir kismini olusturmaktadir. Bunun temel nedenlerine bakilacak olursa,
boceklerin karbonhidrat, protein, vitaminler ve mineral gibi giinliik diyette bulunmasi
gereken besinleri miktarsal oranda ¢ok fazla bulunduran ancak buna karsin yag orani
incelendiginde diisiik bir oranla karsilagilmasi bu nedenle de iyi bir besin olmalari, basit
yollarla elde edilir olmalar1 ve az yer kaplamalari1 olarak diistiniilmektedir. Boceklerin
besin degerleri incelendiginde geleneksel olarak siirekli tiikettigimiz etlerden ¢ok daha
degerli olduklar1 goriilmiistiir. Diinya’nin farkli iilkelerinde bocek tiiketerek beslenen
insanlar boceklerin tat olarak yenilebilir olduklarini ve lezzet agisindan biitiin insanlara

bocek yemeyi onerdikleri gortilmiistiir. (Posey 1986; Dossey 2010).



Simdiki donemlerde 14 takim ve 63 familyaya ait 300°den ¢ok bocek tiiriiniin geleneksel
tedavi etme yontemlerinin Cin tedavisinde kullanildigi saptanmistir. En ¢ok kullanilan
bocek takimlar1 Orthoptera, Hymenoptera, Coleoptera ve Homoptera’dir. Tedavi amagl
kullanilan bu bdceklerin - %92,6’sinin  dahiliye hastaliklarmin  iyilestirilmesinde

kullanildig1 belirtilmistir (Conconi and Pino 1988).

Yeryiiziinde yerel toplumlarin ge¢misten gelen tedavi edici bilgileri bu boceklerden elde
edilen materyallerin oncelikle geleneksel tedavi etme yontemlerinde bdcek viicutlart,
yumurta kabuklari, yumurtalari, salgilar1 ve derisi gibi ticari olarak da degerli bir meta
olarak bilinmesinde 6énemli rol oynamustir. Lakin bu bilgilerin ve uygulama bigimlerinin
kusaktan kusaga sozlii anlatimla gegmesi ¢ogu tedavi seklinin yok olmasia sebebiyet
vermistir (Costa-Neto 2005). Simdiki doénemlerde halen Meksika’nin bazi riistik
yerlerinde boceklerle iyilestirme yontemleri kullanilmakta ve bazi satis noktalarina agri
kesici, idrar soktiiriicli, anestezik, olarak bocek ve bdcek materyalleri satisa

sunulmaktadir.

Coleoptera (Kinkanatlilar) takimi, hayvanlar aleminin en biiyik takimi olup halen
tanimlanmamus tiirler ile birlikte muhtemel tiir sayisinin 1-12 milyon arasinda degistigi
diigiiniilmektedir. Coleoptera; Diger bocek takimlart ile kiyas edildiginde en g¢ok
tanimlanmig tiir sayisina sahip olarak 170 familya ve 350.000 tir ile varhigimi
kanitlanamaktadir  (Nilsson 1996). Hydrophiloidea; neredeyse tiim zoocografik
bolgelerde yayilis gosteren Coleoptera takiminin sulak topluluklarimin 6nemli bir
boliintinii  olusturdugu bilinmektedir (Hansen 1991). Tiir gesitliligi bakimindan
Hydrophiloidea iist familyasimnin biiyiik bir kismimi1 meydana getiren Hydrophilidae ve
Helophoridae, iilkemizdeki sulak kinkanatlilarin  6nemli  Onciileri  arasinda
belirtilmektedir. (Mart 2009; Fikacek 2010; Polat 2010). Coleoptera yeryiiziinde emsalsiz
tiir cesitliligine sahip bir takimdir. Coleoptera takimima bagli boceklerle alakali en eski
fosiller paleozoik zamanin altinca alt bolimii olarak permiyen kayac sistemlerinin
olustugu jeolojik zaman dilimindeki doneme aitlerdir. Bu alt permiyen doneminden sonra
Coleoptera takimi ¢ok farkli bigimlere ayrilarak tiirlesme ve dallanmalar gostermistir.
Coleoptera takimi igerisinde bulunan bdcekleri diger boceklerden ayiran ayirt edici en

onemli Ozellik kanatlarinin yumusak halini kaybederek kin bi¢imindeki Ortiiyii yani



elitra’y1 olusturmalaridir. Elitra karin bolgesinin st bolgesini, zarif ve ince olan zarimsi
alt kanadi korumakta ve ugma aninda ince olan alt kanattan ayrilarak ucus gorevine
yardimci olmaktadir. Bunun haricinde diger bir ayirt edici 6zellik ise yalin bir gdgiis

iskeleti ve incelenebilir yapida basit gogiis kaslarina sahip olmalaridir. (Madison 2002).

Hydrophilidae familyasi, yeryiiziinde belirlenmis 172 cins ve asagi yukari 2716 tiir ile
kendini gostermektedir ve {ist familyanin en yogun toplulugunu olusturmaktadir (Mart
2009; Fikacek 2010; Polat 2010). Hydrophilidae tiirleri Horelophopsinae; Hydrophilinae ;
Horelophinae ve Sphaeridiinae olmak tizere dort altfamilya altinda tetkik edilmektedir
(Hansen 1999; Komarek 2003; Short and Hebauer 2006; Hebauer, 2007; Jach and Balke
2008). Avrupa,Asya,Kuzey Afrika bolgelerinde bu dort altfamilyadan yalnizca ikisinin
kaydi bulunmaktadir. Diinya’da; Hydrophilinae genellikle sulak bélgelerde yasayan
tiirlerden olusan asag1 yukar1 57 cins ve 1784 tiir ile Sphaeridiinae ise ¢ogunlukla sulak
olmayan karasal bolgelerde yasayan tiirlerden olusan 929’dan fazla tiir ile temsil
edilmektedir (Komarek 2003; Jach and Balke 2008; Karaca 2009; Mart 2009; Fikacek
2010). Hydrophilidae, Avrupa, Asya, Kuzey Afrika bdlgelerinde toplam 34 cins ile
dagilm gdstermektedir. Ulkemiz’in belirli bdlgelerinde yasayan hayvanlarm timii
uluslararasi arastiricilarin yapmis olduklari gesitli ¢alismalar ile siirekli gelismekte olup,
iki altfamilyaya ait belirlenmis 19 cins, 95 tiir ve 4 alt tiir ile tanimlanmaktadir (Gentili
2000; Gentili and Whitehead 2000; Incekara 2003; Kiyak 2006; Komarek 2003; Incekara
2009; Mart 2006; Incekara 2009; Mart 2009; Mart 2010; Darilmaz ve Kiyak 2010;

Darilmaz ve Incekara 2011).

Hydrophilidler, dis goriiniislerinin beyzi olmas1 ayrica pronotum ve elitra arasindaki ¢ok
ince bir sekilde goriilen kesinti ile kolaylikla teshis edilebilirler (Komarek 2003; Hansen
1991). Viicut boylar1 ¢ok ¢esitli olmasinin yani sira ¢ogunlukla 1,3-50 mm arasinda
degismektedir. Genel bigimlerinden, anten segmentlerinin sayisina; gozlerin, klipeusun,
pronotum ve elitranin bi¢iminden maxillar palplerin boyunun uzunlugunun yani sira
viicut kisimlarinda fazla miktarda varyasyon gézlenmektedir (Komarek 2003). Bas ve
pronotum iizeri graniilsiizdiir ve siklikla ince yapili noktalanmalar gériinmektedir. Bas,
siklikla zayiftir veya gozlerin oniinde birden incelmektedir (Hansen 1991). Antenler;

dokuz veya yedi segmentlidir en son ii¢ segment yuvarlak halini almigtir (Hansen 1987).



Pronotum, ¢ogunlukla tamamen konveks nadiren de yana dogru diiz bir sekilde
yayilmaktadir. Ancak bazi az rastlanan tiirlerde pronotumda yariklar bulunmaktadir.
Skutellum un boyunda farklilik olabilirken daima tiggen seklinde gozlenmektedir
(Hansen, 1991). Karin bolgesi, bes adet goriinebilir segmentli olup bazen de dort veya alti
segment bulundurmaktadir. Elitra, sar1 renginden koyu kahverengi ve siyaha kadar
farklilik gostererek cizgili veya nokta sirali sekline karsimiza ¢ikabilir. Tarsuslar siklikla
bes segmentli olarak karsimiza ¢ikmasina ragmen yalnizca Cymbiodyta cinsinin meso Ve
metatarsuslart ile Berosus cinsinin protarsuslart dort segmentli olarak karsimiza
cikabilmektedir (Hansen 1987; 1991; Komarek 2003). Ergin Hydrophilidler, sucul ve
karasal olarak iki farkli habitatlarda bulunabilirler. Karasal tiirler, Sphaeridiinae
altfamilyasinda bulunmakta olup ¢esitli ¢iiriikgiil organik molekiillerin altinda hayatlarini
gegirirler. Sucul ve yar1 sucul tiirler ¢ok fazla degisik habitatlar1 yasam alani olarak
segebilirken, istekleri siklikla kalic1 veya gecici su birikintileri ile g6l ve géletlerin sig
kenarlar1 gibi kirlilige maruz kalmis durgun sular seklinde olmaktadir (Mart 2006). Baz1
tirleri, durgun kirli sular1 ya da batakliklardaki tuzlu sulari barinmak igin se¢mektedir.
Birgok hydrophilid larvasi suculdur nemli alanlarin yaninda su iginde yasamayi
sevmektedir. Bu gibi larvalar sucul ortama abdominal hava keseleri ile uyum saglarlar

sonrasinda ise solunum trakeal solungaglar vasitasiyla gergeklestirilir (Hansen 1987).

Proteinler, yapitaslar1 olan aminoasitlerin belirlenmis sayida, tiirde ve dizilis seklinde
tipik diiz zincirde birbirleriyle peptid bag kurmasiyla var olmus bir aminoasit zinciridir.
Proteinler, aminoasitlerin olusturdugu uzun zincirli molekiillerdir yani proteinler
aminoasitlerin biyopolimerleridirler. Yirmi standart aminoasit, protein yapisini anlatan
belirli pargalar olarak diisliniilebilir; sonunda c¢ok farkli sayida protein kompozisyonu
olusabilir. Dogada var olan canlilardaki protein tiirlerinin tahmini olarak 1 milyon kadar
oldugu soylenilebilmektedir. Proteinler, tiim hiicrelerde ve hiicrelerin Kkisimlarinda
bulunurlar; bir bakteri hiicresinde yaklasik olarak 4000 farkl: tiir protein bulunmaktadir.
Proteinler, birgok yerde islev goriirler; hayatsal biitiin olaylar proteinlerle iliskilidir.
Enzimler ve uzun zincirli hormonlar, anabolik ve katabolik olaylarin diizenlenmesinde
onemlidirler. Kastaki kontraktil yani kasilabilen proteinler canlinin hareket etmesini
saglarlar. Kemikte, kollajen yani hareket sisteminin yap1 tasi olan kemik, kikirdak, lif ve

eklemleri olusturan Onemli proteinleri olustururken ayni zamanda kalsiyum fosfat



kristallerinin depolanmasini saglarlar. Kanda albiimin ve HGB tasima gorevi yaparken;
immiinoglobiilinler yani B lenfositlerinin {rettigi antikorlar bakteri ve viriislerin

yikilmasinda gorev alirlar (Anonim 2019a).

Proteinlerin ozelliklerine deginilirse proteinler, ¢esitli etkilerle sekonder, tersiyer ve
kuaterner yapilarinin bazi fiziksel ve kimyasal dis etkilerle bozularak primer yapilara
dontiglirler yani denatiire olurlar. Bir proteinin denatiirasyonu, molekiiliindeki yan
baglarin kirilmasi ile uzun zincirli polipeptit yapilarinin katlarmin agilmasi, aminoasit
kalintilarinin bulundugu yerlerde rastgele katlanma yapisina doniismesi, sonra yeni bir
bicimde yeniden katlanmasi olayidir. Bir proteinin denatiirasyonu, tersiyer yapisinin
bozulmasi, sekonder ve primer yapisinin ayni kalmasi bigiminde olursa reversibl (geri
doniigiimlii)’diir. Denatiire olmus bir proteinin baslangicta ki yapisina donmesine
renatiirasyon denir. Bir proteinin denatiirasyonu, proteinin tersiyer ve sekonder yapisinin
bozulmasi, sadece primer yapisinin degismemesi bigiminde olursa irreversibl (geri
doniistimsiiz)’diir. Bir proteinin denatiire olmastyla fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinde
degismeler gozlenir. Proteinin ¢oziiniirliigi ¢cok azalir, biyolojik etkinligi kaybolur. Bir
proteinin denatiirasyonu, ¢ogu kez hidrojen baglarin1 kopartan etkilerle olur. Bir proteinin
denatiirasyonuna sebep olan etkiler ise: sicaklik, X-1s1n1 ve morétesi 1ginlar, ultrason,
hizli ve uzun siiren ¢alkalamalar, {ist iiste dondurup eritmeler, asit tesiri, alkali tesiri,
organik ¢oziiciilerin tesiri, derisik tire ve guanidin-HCI tesiri, salisilik asit tesiri, dodesil

stilfat benzeri deterjanlarin tesiri (Anonim 2019b).

Proteinler gorevlerine gore smiflandirilirlar. Katalitik proteinler:  Biyokimyasal
tepkimeleri katalize eden enzimler, fazlaca 6zellesmis proteinlerdir. Amilaz, pepsin, lipaz
belirli katalizleyici protein veya enzim Ornekleridirler. Tasiyic1 proteinler (transport
proteinleri): 6zgiil molekiilleri veya iyonlar1 bir araya getirip organdan organa veya hiicre
zarmin bir bolimiinden diger boliimiine transfer eden proteinlerdir. Serum albiimin, ¢ok
fazla karsilasilan transport proteindir; bilirubin, kalsiyum, yag asitleri ve bir hayli ilag
serum albiimine tutunarak transport edilir. Hemoglobin, oksijen tasiyan; lipoproteinler,
lipid tasiyan; transferrin, demir tasiyan sikca rastlanan transport proteinlerdir. Tim
organizmalarin plazma zarlarinda ve hiicre i¢i zarlarinda gozlenen transport proteinler,

glukoz, aminoasitler ve diger maddeleri baglarlar; bunlar1 zarin bir béliimiinden bir bagka



boliimiine transport ederler. Besleyici ve depo proteinler: Yumurta akinin proteinini
olusturan ovalbiimin, siitiin esas proteini kazein besleyici yapidaki proteinlerdir.
Kontraktil proteinler: Kasilabilen veya kendi kendine hareket etme yetenegine sahip olan
proteinlerdir. Miyozin ve aktin, iskelet kaslarinin kontraktil sisteminde gorev gordir.
Tubulin, hiicre iskelet elemanlarini olusturan proteindir. Yapisal proteinler: kirislerin ve

kikirdagin temel kismini, gerilebilen kollajen olusturmustur.

Ligamentler, gerilme 6zelligine sahip yapisal bir protein olan elastin igerirler. Sag, tirnak
ve tiiyler, keratin &zelligi bulundururlar. Ipek liflerinin ve 6riimcek aglarmimn temelinde
fibroinler vardir. Savunma proteinleri: canlilar1 bagka popiilasyonlar tarafindan ele
gecirilmesine kars1 koruyan, canliyr hasardan koruyan proteinlerdir. Immiinoglobiilinler,
omurgalilarin renksiz kan hiicreleri tarafindan yapilan, 6zgiillesmis proteinlerdir; canlinin
viicudunu kontrol altina alan bakterileri, viriisleri ya da baska popiilasyona ait
taninmayan proteinleri tantyabilirler ve uzaklastirilabilirler. Fibrinojen ve trombin kan
pihtilagsmasinda gorev alan proteinleri, damarsal sistem bir zarar gordiigiinde zarar goren
yerin trombositler ile kapatilarak kan kaybinin Onlenmesini saglarlar. Diizenleyici
proteinler: hiicresel yapilanma veya fizyolojik aktiviteye yardimci olan proteinlerdir.
Insiilin, bilyiime hormonu diizenleyici hormonlara érnek verilebilirler. Hormonal sinyal
i¢in hiicresel cevaba, siklikla G proteinler denen, GTP-baglayan proteinler sinifi yardimci
olur. Bazi diizenleyici proteinler, DNA’y1 sarar; diger proteinler: Gorevleri heniiz fazla

bilinmeyen ve basit bir sekilde siniflandirilmayan proteinlerdir (Anonim 2019c).

Kanser cagimizda giderek dnemi artan bir saglik sorunu durumundadir. Oliim sebebi
olarak, kalp ve damar hastaliklarindan dolayr oliimlerin hemen ardindan gelmektedir.
Bat1 toplumlarinda bir yilda 250-350 kisiden biri kanser hastasi olmaktadir. 60 yasin
tizerindeki kisilerde kanser hastasi olma durumu sikligini artirmaktadir 300 kiside 4-5 kisi
sayisina yiikselmektedir. Ulkemizde kesin istatistikler bulunmamaktadir her yil hasta
olanlarin popiilasyonuna eklenen yeni vakalarin gostergesi bu sayilarin yaris1 kadar
oldugu tahmin edilmektedir. Kanser, bazi faktorlerle degisime ugramis hiicrelerin, lokal
ve uzak bolgelerde kontrolsiiz olarak ¢ogalip biiyiimelerinin sonucunda olusan habis
hastaliklar grubudur. Normalde hiicreler kontrol altinda, gerek duyuldugu kadar

boliinerek cogalirlar. Hiicreler programli 6liim yani "apoptoz"” ile yok olurken ayni



zamanda biiytime faktorlerinin hiicre lizerindeki etkisiyle ¢ogalirlar. Biiylime faktorleri
DNA'daki farkli genlerin etkisiyle olusan proteinlerdir. Bu genler mutasyona ugrayarak
hiicrelerin ¢ok fazla biiyiimesine neden olunursa, kanser olusur ve bu genlere de

"onkogen" denir (Anonim 2018a)

Kanser, var olmasi uzun siiren bir hastaliktir. Kanserin baglangic donemlerinde fark edilip
teshis edilmesi tedavisinde kolaylik saglar. Hiicrelere, mutasyonun erken donemlerine
miidahale edilebilirse kanser ¢ogalmadan gelisimi durdurulabilir (Auyang 2006).
Kanserin tanimlanmasinda kullanilan bilinen yontemlerde, X-Ray veya CT taramalar ile
organlardaki gelismeler ve degisimlerin varligi tespit edilir. Kuskulu durumlarda biyopsi
yapilarak kanserin varligi netlestirilir. Bu yollarla erken tani ¢ok miimkiin degildir. Pek
¢ok durumda tiimor/ur 1cm capa ya da yaklasik 1 gr agirhiga ulastiginda ancak goriiniir
hale gelebilir. Bu durumda kanserli hiicre sayisi yaklagik olarak 108’dir. Kanserli
hastalarin 2/3’si ancak 6limciil duruma geldiginde varligi belirlenmistir (Wang 2004).
Alisilmis hastalig teshis etme yollarinda karsilasilan problemler, bu yollarin verimliligini

azaltir. (Ehdaie 2007)

Prostat ceviz biiylikliigiinde bir salg1 bezidir ve erkeklerde idrar torbasinin (mesanenin)
hemen altinda bulunur. Idrar kanalinmn iist kismi, prostatin ortasindan gecer. Prostat
bezinde sivi bir kisim dretilir, bu sivi ejekiilasyon sirasinda meniyle temas kurarak
spermlerin hareketli kalmasini saglar. Prostat basit yapili beze dokusundan olugmustur.
Bu dokularda prostat kanseri olusabilir. Isvigre’de yilda bir asagi yukar1 5600 erkek
prostat kanseriyle karsi karsiya kalmaktadir. Hasta olan kisilerin sayis1 prostat kanserinin
cok fazla rastlanan kanser tiirii oldugunu gostermektedir: Kanser hastaligina yakalanan
erkek bireylerin %30’u prostat kanseridir. Bu kanser tiirii ¢ogunlukla yash bireylerde
goriilen tipik bir yaslilik kanseridir. Hastalarin ¢ogunlugu 50 yas tizerindedir, 70 yasindan
biiylik olan hastalarin oran1 %60°a kadar ulasir. Bu oranlara bakilarak sdylenilebilir ki 75

yasindan biiyiik olan erkeklerin asagi yukari yarisinda prostat kanseri bulunmaktadir.

Lakin hastalarin ¢ogunlugu tiimériin varligini hi¢ hissetmez, ¢iinkii timor rahatsizlik
verebilecek kadar biiyiik degildir. Prostat bezinde olusan tiimérlerin birgogu, uzun zaman

rahatsizlik vermez ya da ¢ok az rahatsizlik verir. Bundan 6tiirii prostat kanseri hastalarin



bliyiik c¢ogunlugu hasta heniiz rahatsizlik hissetmiyorken, erken teshis muayeneleri
sirasinda fark edilmektedir. Timor eger idrar kanalina baski yapacak kadar biiyiikse, idrar
yapmada zorlanma goriilebilir. Yaslh erkeklerde prostat kanseri olmadan da bu belirtilere
benzer sikintilar siirekli ortaya ¢ikmaktadir. Cogu zaman bu sikintilara iyi huylu bir

prostat biiylimesi yol agar (Anonim 2018b)



2. KAYNAK OZETLERI

Posey et al. (1986), Milattan 6nce 16.yy.’da bulunan papiriis olarak bilinen béceklerin
tipta iyilestirici nedenle kullanildiklarindan s6z edilmistir. Bu nedenden dolay1 yazilan en
eski kayitlar Cin’dedir. Cinliler takriben 3000 yildir bocekleri insanlarin rahatsizliklarini

tyilestirebilmek i¢in kullanmaktadirlar.

Feng et al. (2009), Geleneksel tipta bocek yapilari, yumurtalari, yumurta korteksleri,
bocegin derisi ve salgilart hastaliklarin iyilestirilmesinde kullanilabilmektedir. Simdiki
ekosistemde 14 takim ve 63 familyaya ait 300°den ¢ok bocek popiilasyonunun geleneksel
Cin tibbinda tedavi etmek amaciyla kullanildigi saptanmistir. Tim diinyanin yerel
topluluklarinda tipta kullanilan bdceklerden tespit edilen maddelerin tecimsel olarak
kullanilmasinda miithim bir rol oynamistir. Fakat bu bilgilerin ve uygulama bi¢imlerinin
kusaktan kusaga s6zlii anlatimla gegmesi bazi tedavi edici yontemlerin korelerek yok

olmasina neden olmustur.

Costa-Neto et al. (2005), Uzun yillardan beri varlig: bilinen bocekler ve bu boceklerden
elde edilen 6zgiin molekiiller 6zellikle Dogu Asya, Afrika ve Giiney Amerika’nin ¢ok

fazla kisminda hastaliklari 1yilestirmek maksadiyla kullanilmaktadir.

Oudhia (2002), Hindistan’da geleneksel tedavi edici yontemlerle ugrasan insanlarla
yapilan bir ¢alismada, kanamali yaralanma olaylarinda kanamay1 durdurmak i¢in bir tiir
bitkisel karisimin iyilestirmek amaci ile kullanildigi ve bu karisimin temel maddesinin
canli olarak elde edilen ve ezilerek kullanilan ates boceklerinin olusturdugu tespit
edilmistir. Bunun yaninda, siklikla kullanilan baska bir yontem ise ¢ocuklarda fazlaca
rastlanan soguk havalarin sebep oldugu kulak agrilarinin tedavisi i¢in kullanilmasi da
dikkat cekmistir. Ezilen ates boceklerinin iizerine yalanci tespih agaci yapragmin sivist

konularak agriyan kulaga uygulandigi belirtilmistir.
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Costa-Neto (2005), 17. yy. Avrupa’sinda Mayis bocegi [(Melolontha vulgaris Linnaeus
(Coleoptera, Scarabaeidac)] larvasimin viicut suyunun bolgesel olarak romatizmal
agrilarin tedavi edilmesinde, yara ve siyriklarin iyilestirilme siirecinde kullanildigi
bildirilmistir. Bunlarin yaninda, olgunlarinin sarap igerisine batirilarak tliketildiginde

kansizliga iyi geldigi saptanmistir.

Meyer-Rochow (2013), Kuzey Kore’de Mayis bocegi [(Melolontha vulgaris Linnaeus
(Coleoptera, Scarabaeidae)] yumurtalarindan yeni ¢ikmis larvalarin epilepsi hastaliginin
iyilestirilmesi ilk etapta kizartilip daha sonra ezilerek yemeklerden 6nce giinde 2-3 kez

yenildigi bildirilmistir.

Costa-Neto (2005), Cezayir, Anadolu ve Avrupa’da uzun zaman siiresince yaralarin
iyilestirilmesinde, ozellikle Scarites cinsinde var oldugu bilinen bdceklerin
mandibulalarindan, ag¢ik yaralarin birbirlerine tutturulmasinda bir nevi dikis gibi
faydalanildig: bilinmektedir. Ayrica, mandibular sivilar bakterileri fiziksel ya da kimyasal
tesirle 6ldiiren mithim bir etken oldugundan agik yaralarin enfeksiyon kapmalarini da

engelledigi saptanmustir.

Dossey (2010), Avrupa ve Cin’de aligkanlik edilen ve tipta eski zamanlardan beri
kullanilan en iyi bilinen numune Ispanyol sinegidir [Lytta vesicatoria Linnaeus
(Coleoptera: Meloidae)]. Bu boceklerin  viicut sularinda, insanlarin derilerinin
kabarmasini saglayan ve tahris eden kantaridin isimli bir madde bulundurmaktadir. Bu
bocekler huzursuz edildiklerinde zararlardan korunmak amaciyla tahris edici viicut
stvilarin1 bacaklarindaki eklem bosluklarindan dis ortama salarak zarar verici etkiyi

uzaklastirmaya calisirlar.

Costa-Neto (2005), Kantaridin maddesi omurgali hayvanlarin iirogenital isleyislerinde
etkilere sahip bir madde oldugundan dolay1 ge¢mis zamanlar da afrodizyak olarak
kullanildig1 saptanmistir. Hipokrat’in viicudunda 6dem barindiran hastalarinin 6demlerini
uzaklastirabilmek i¢in bu bdcegi kullandigi bilinmektedir. Lakin kantaridin maddesi ¢ok
zehirli bir maddedir. Viicuda alindiginda énemli bagirsak, mide ve bobrek iltihaplarina

sebep olmakta ve hatta 30 mg kadar olan ¢ok az bir miktar1 bile 6liimciil olabilmektedir.
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Tiim bu zarar verici etkilere ragmen Ispanyol sinegi hala Meksika’da kurutularak

kullanilmak amaciyla satilmaktadir.

Dossey et al. (2010), Bocekler iirettikleri zehir etkisi saglayacak toksik maddeler ve ilag
icin referans tesekkiil etmeleri nedeniyle olduk¢a 6nemlidirler. Avcilarini kendilerinden
uzaga gondermeleri ya da avlarina inme inmesi gibi etkileri kullandiklar1 bu maddeler
insanlar iizerinde bazi fizik yapilarinda etkilere sahiptir. Ornegin hiicreler iizerinde 6zel
tahrip edici etkisi olan zehirli maddelerin hiicre o6ldiirme &zelligine sahip oldugu
saptanmistir. Meloidae familyasina ait boceklerden elde edilen zehirli maddelere en giizel
ornek kantaridin verilebilir. Kantaridinin sebebiyet verdigi derideki alerjik durumlar bu
molekiilin miinasebet kurdugu yerlerdeki hiicreleri yok etmesinden dolay1 tayin
edilmigtir. Bu  spesifik  Ozelliklerinden dolayr hala kanser tedavilerinde

kullanilmaktadirlar.

Conconi and Pino (1988), Meksika’da Aegiale hesperiaris Walker (Lepidoptera,
Hesperiidae)’in yumurtalarindan ¢ikan larvalarin canli yenilerek mide hastaliklart ve
romatizmal rahatsizliklarin iyilestirilmesinde kullanildigi saptanmistir. Phasus spp.
(Hepialidae) larvalarinin ¢ocuklarda goriilen dizanteri gibi bas gosteren mide ve bagirsak
hastaliklarinin iyilestirilme siirecinde kullanildig1 bunun yaninda bir tiir krem yapilarak

viicut agilmalarina ve deri kurumalarina kars1 kullanildigi anlatilmstir.

Oudhia (2002), Hindistan’da yapilan bir ¢alismada Helicoverpa armigera Hiibner
(Lepidoptera, Noctuidae) yumurtadan g¢ikan larvalarinin 50°den fazla hastaligin
iyilestirilmesinde kullanilan bitkisel droglara eklendigi belirlenmistir. Bu larvalarin
igerisindeki su kurutularak ezildikten sonra ates, halsizlik ve sinir bozuklugu gibi ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde kullanildig1 bunun yaninda, viicut sivilarinin kanamali yaralarda
kanamanin durdurulmasinda ve sa¢ sagligini diizenlemede ve tamirinde kullanildig: tasrih

edilmistir.

Singh et al. (2002), ipek bocegi [Bombyx mori Linnaeus (Lepidoptera:Bombycidae)] nin
3000 yildir Cin de rahatsizliklarin  aligkanlik edilmis tedavi siirecinde kullanildigi,
bilhassa dogal olarak diinya boyunca topraklarda biiyiiyen ve g¢esitli bocek tiirlerinde

parazit olarak gorev yapan bir mantar tiirii olan Beauveria bassiana Balsamo-Crivelli
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(Hypocreales, Cordycipitaceae) enfekte durumundaki Ipek bdcegi yumurta larvalarinin
yiiz inmesi, brongial asttim ve inmeli hastalarin iyilestirilmesinde kullanildig:

belirtilmistir.

Ranjit Singh et al. (2004), Hindistan’da Kadife karmncalarin [Dasymutilla occidentalis
Linnaeus (Hymenoptera, Mutillidae)] nemi alinarak yani kurutulup toz haline getirilerek
sakinlestirici ve spazm ¢ozilicii olarak kullanildigi belirtilmistir. Ayni zamanda,
kurutulmus bocek tozunun balla karigtirilarak inme inmis hastalarin tedavisinde ayni
zamanda ruhsal hastaliklarin tedavisinde de kullanildigi belirtilmistir. Yuvalarini
kurumus Yyapraklardan olusturan dokumaci karincalarin [Oecophylla smaragdina
Fabricius (Hymenoptera, Formicidae)] yumurtalarinin kazikli humma, siddetli ates ve

malarya gibi hastaliklarin iyilestirilmesi i¢in kullanildig1 belirtilmistir.

Conconi et al. (1988), Arilardan elde edilen bal, ar1 zehiri, balmumu ve propolis uzun
senelerden beri istimal edilen mithim deva kaynaklarindandir. Bunlarin igerisinde en gok
kullanilant miinakasasiz baldir. Bal krem seklinde ciltteki yara ve kizarikliklarin
iyilestirilmesinde kullanildig1 gibi gozii enfekte etmis mikrobun tedavisi i¢inde alternatif
tipta kullanilmistir. Bununla beraber, anjin, bronsit, nezle, oksiiriik, bogaz enfeksiyonu,
verem ve akciger hastaliklarinin iyilestirilmesinde de baldan ©nemli oranda yarar

saglandig belirtilmistir.

Costa-Neto (2005), Eklembacaklilardan olan arilarin kovanlarini tamir edebilmek igin dis
cevreden topladiklari propolis ¢ok uzun yillardir insanlarca natural bir iyilestirme yolu
olarak kullanmilmistir. Yara ve yaniklar i¢cin mikroplart kirma 6zelligi ve yangi yapimini
durdurucu bir etmen olarak kullanilmasi en bilinenidir. Diger bir ari eseri olan
balmumunun yakilmasiyla ortaya ¢ikan dumaninin mithim bir iyilestirici madde oldugu,
bu dumanla iyilesmek isteyen kisilerin banyo yaptirildigi diger bir yolda ise dumani

nefesle i¢ine ¢ektikleri bildirilmistir.

Oudhia et al. (2002), Sinek yumurtalarindan ¢ikan larvalarin uzun zamanlardan beri
yaralarin iyilesmesinde yardimci olarak kullanilmistir. Bu sinek larvalarinin yarada
bulunan 6li hiicrelerden olusan dokular1 hizli bir sekilde temizleyip bununla beraber

hastaliga yol acan mikroplara kars1 koruma sagladig1 saptanmistir. Hindistan’da ev sinegi
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[Musca domestica Linnaeus (Diptera, Muscidae)]’nin baz1 bitkilerle harmanlanarak

soguk atesin ve kelligin iyilestirilmesinde degerlendirilebilecegi bildirilmistir.

Hou L. et al. (2007), Ev sinegi (M. domestica) yumurtalarindan ¢ikan larvalarindan elde
edilen etken maddelerin gram boyama tekniginde kullanildigi gram pozitif ve gram
negatif bakterilere etki ettigi saptanmustir. Coleoptera ve Hymenoptera takimina ait Kimi
boceklerde belirlenen igeriklerde bakteriler ve kiifler gibi mikroplarin varligini azaltma
giicline sahip 6zelliklerinde var oldugu belirlenmistir. Arilarin kovanlar1 onarabilmek i¢in
tirettikleri propolis bu duruma o6rnek verilebilir. Arilar ve karincalar gibi aktif boceklerin
yuva yapiminda kullandiklar1 salgilarimin da bakteriler ve kiifler gibi mikroplarin

varligini azaltma giiciine sahip 6zelliklerinde olduklar1 belirtilmistir.

Valachova et al. (2013), lyilesmeyen yaralar yeryiiziindeki canlilarda biiyiik bir saglik
sorunudur. Bu denli iyilesmeyen yaralarda birden fazla mikrop cinsinin sebep oldugu ve
bu durumun yaranin iyilesmesini geciktirdigi bilinen bir dogru olmustur. Simdiki
donemde iyilesmeyen yaralari tedavi etmeye karsi izlenen yol antibiyotik olmustur.
Ancak bakterilerin antibiyotige dayanmalarindan 6tiirii etkili olmadigi gérilmiistiir. Bu
gibi benzer durumlarda kurtcuklarla tedavinin giizel ve iyilestirici sonuglar vermesi bu

yontemin arastirilmasi artirmistir.

Whitaker et al. (2007), Giiniimiizde kullanilan modern tibbin saglikli sonuglar vermedigi
durumlarda insanlar genellikle yillar 6nceki ¢aglardan simdiki zamana kadar kullanilan
geleneksel tip uygulamalarina yonelmektedirler. Bu tip yontemlerinden birisi de
kurtguklar kullanilarak yapilan tedavi yontemidir. Fazlaca zarar gérmiis dokularin sinek
kurtguklari kullanilarak viicuttan uzaklastirilmasi islemine larval terapi denilmektedir. Bu
tedavi edici yontemin tesirli, emniyetli ve kolay olmasi neden bu yontemin kulanildigi
hakinda bilgi vermektedir. Larval tedavi siirecinde fazla kullanilan sinekler L.sericata’nin

da dahil oldugu calliphoridlerdir.

Tugcu vd. (2009), Larval tedavi yolu yontemi yara etrafina yaranin biiyiikliigiine gore
gerekli sayida yerlestirilen mikroplardan arindirtlmig L. sericata larvalar ile yara
temizligi temelinden beslenen bir yontemdir. Mikroptan arindirilmigs bir bdlgede

yetistirilen larvalar, nekroz goriintimiinde olan ve enfekte olmus agik yara bolgesine
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yerlestirilip, yaranin {izeri siv1 ile temas ettiginde jellesen ve yaraya nemli ortam saglayan
ortii ile kapatilir. Daha sonra gilinlik muayene edilir ve gerektikce larva degisimleri

nekroz goriiniimiinde olan yaranin bitimine kadar tedaviye devam edilir.

Parnes et al. (2007), Nekrotik ve enfekte yara dokusu tizerine konulan larvalar hastalikli
yara dokusunu temizlemek i¢in bir enzim salgilar. Bu enzim kurumus ve cliriimiis
hatalikli dokunun azda olsa sulu bir ortam haline doniismesini bu sayede de larvalar
tarafindan sindirilebilir hale doniistiriilmesini saglar. Larvalarin, kendilerini hastalik
yapici etkilere karsi savunmak icin kullandiklari viicutlarinda bulunan bakteriler ve kiifler
gibi mikroplarin varligin1 azaltma giicline sahip maddeleri beslenme sirasinda agiz
salgilariyla yara dokusuna salarlar. Boylelikle yara bakteriler viriisler ve parazitlere karsi
korunmus olur. Agiz salgisindan salgilanan maddeler yara bolgesinin pH’sin1 degistirerek

alkali hale getirirler boylelikle bakteri cogalmasinin engellendigi diistiniilmektedir.

Medhi vd. (2008), Bali, insanlar oncelikle beslenmek amaciyla tiikketmektedirler fakat
beslenme amacindan daha ¢ok bir ilag olarak diisiiniilmistiir. Bugiin balin Bakterilerin
yagsamasini durduran veya tiremesini 6nleyen kimyasal madde 6zelligi, yara ve yaniklarin
tyilestirilmesinde degerlendirilmesi bu oOzellikleri sayesinde bir kez daha Onem
kazanmistir. Ornegin bal ve limon karisimmin bogaz agrilarm iyilestirici bir etki
sagladigi bilinmektedir. [Imi olarak yapilan arastirmalarda limonda bulunan C
vitamininin bedenin savunma sistemini gii¢lendirdigini dis etkilere karsi direng
gosterdigini, bogaz agrisina neden olan bazi bakterilerin Streptococcus pyogenes

gelisiminin engellenmesi de balin sagladigi 6nemli bir etki oldugu belirtilmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Malzemeler

Sample buffer, running buffer, transfer buffer, marker, %12’lik jel, RIPA lizis buffer,
Nitroseliiloz membran, kurutma kagidi, yagsiz siit tozu, sekonder antibody, ECL, peroksit
soliisyonu, TBS, Tween20, Ac./Bis, %10 APS, TEMED, Tris-Cl, NaCl, KCI, Tripsin-
EDTA, Tripan-blue, WST-1 canlilik ve yayilim maddesi, Penisilin streptomisin
soliisyonu, FBS ( fetal bovine serum), SDS, %10’ luk TCA ( Trikloroasetik asit), DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Media), %70’lik ve %95’lik etil alkol, metanol, DMSO
(Dimetil siilfoksit), PBS, (Phosphate buffer saline), antikorlar ( GABDH, Caspase-3 ve
CYT-c), 15 ml santriifiij tiipleri, 50 ml santriifiyj tiipleri, ¢esitli ebatlarda edendorf tiipleri,
cesitli ebatlarda otomotik pipetler, Homojenizator (Hiicre pargalama tiipii). Thoma lamu,

25 em ve 75 em’lik flasklar, gesitli ebatlarada serolojik pipetler, 96-kuyucuklu plateler,
3.2. Metod

3.2.1. Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi

3.2.1.1. DPPH Aktivitesinin Belirlenmesi

1 mg/ml yogunlugunda hazir hale getirdigimiz bocek protein Oziitlerinin (0,3 ml)
icerisine, litrede 6x10°mol olacak sekilde hazirlanan DPPH radikali iceren 2,7 ml

metanolik solusyon elde edildi. Elde edilen bu solusyon giiglii bir sekilde karistirilarak 60
dakika 151k gérmeyen bir bolgede bekletildi. DPPH radikalinin azalmasi 517 nm’de
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absorbsiyonunun 6l¢ililmesi ile belirlendi. Bu radikalin etkinliginin giderilmesi ¢aligmalari
cesitli arastiricilarin daha Once ortaya koyduklar1 yontemleri takip ederek yapildi.
Radikalin etkinliginin giderilmesi ic¢in bdcekten elde edilen ekstarkt ile radikal
karistirilarak spektrofotometrik olarak okuma yapildi ve bu okuma sonucunda DPPH nin

renginin giderilmesi ile etkinligin miktar1 hesaplandi (Hatano et al. 1988).

3.2.1.2. Metal Selatlama Aktivitesinin Belirlenmesi

Metal selatlama aktivitesine demir selatlama 6zelligi lizerinden bakildi. Dinis, Madeira ve
Almeidam (1994) metoduna gore yapildi. , bu metoda gore 6zellik belirlenmesi kisaca;
her bir 0,5 ml ekstrakt’a 1,6 ml deiyonize su ve 0,05 ml 2 mM FeCl,’den eklenerek
baslanildi. 30 saniye sonrasinda 5 mM Ferrozine’den 0,1 ml eklendi. Ferrozine iki
degerlikli demir ile rekasiyona girdiginde suda ¢ok iyi ¢6ziiniir hale geldi. (Kimyasal
olarak tepkime verdiginden dolay1 kii¢lik patlamalar il reaksiyon verdi) Bunu takiben 10
dakika oda sicakliginda bekletildi karigimin Fe*? Ferrozine kompleksinin absorbansi 562
nm.’de Olgiildii. Boylelikle ekstraktin demiri selatlama aktivitesi asagidaki formiil

kullanilarak hesaplandi (Yu, et al. 2004).

Selatlama Orani=(Ao- A1)/ Ao X %100;

Burada Ao kontrol ya da koriin absorbansi, A; ise ekstraktin varliginda 6lgiilen absorbans

degeridir.
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3.2.2. Anti Kanser Aktivitesinin Belirlenmesi

3.2.2.1. Hiicreler

PC3 hiicre hatt1 Bingdl tiniversitesi merkezi laboratuvarda -80°C den temin edildi.

3.2.2.2. Medyum Hazirlama

500 ml DMEM, 50 ml Fetal Bovine Serum, 5 ml, penicilin-streptomicin medium iginde
bulundugu kapta iyice karigtirildi. Gerek duyuldukga aynmi oranda gerekli maddeler

karistirildi boylelikle medium hazirlandi.

3.2.2.3. Hiicre Kiiltiiri

-80°C de saklanilan PC3 hiicreleri DMEM besiyeri igerisinde, %5 CO,’li Etiivde 37°C’de
2 veya 3 giinde bir pasajlanarak ¢ogaltildi.

3.2.2.3. WST-1 Tuzu ile Hiicre Canlihg1 Analizi

Diger 96 kuyucuklu plate alinarak ters mikroskopta incelendi ve bu hiicrelerin yeterince
cogaldigindan emin olunduktan sonra her bir kuyucuga bocek protein ekstraktlarindan 5-
100 pg/ml aras1 konsantrasyonlarda her kuyucuga eklendi ve 48 saat inkiibe edildi.
Kontrol olarak sadece medium hiicrelere uygulandi. 48 saat sonunda her bir kuyucuga 15
pul WST-1maddesi eklendi. Hiicreler %5 CO, li inkiibatérde 37°C 4 saat inkiibe edildi. 4
saat inkiibasyondan sonra 96 gozlii plate ELISA reader cihazina yerlestirildi ve her bir
kuyucugun 450-630 nm deki absorbans degerleri alind1 ve kaydedildi. WST-1 toksisite
testinde yasayan hiicreler sar1 renk olusturdu ve 6lii hiicrelerde renk olusumu gozlenmedi.

Elde edilen toksik etki asagidaki formiil ile hesaplandi.

%inhibisyon= [1—(Test-M1)/(MO-MI)]x100.
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3.2.3. Protein Oziitiiniin Hazirlanmasi

Hydrochara dichroma ve Hydrophilus piceus bocek tiirleri -80°C’den alinarak 2 gr olacak
sekilde tartild1 ve havan igerisinde biiyiik parcalar kalmayacak sekilde ezildi bir sonraki
asamada falkonlarin igerisine alinarak tizerine 4 ml %10’luk TCA eklenerek
homojenizator (Hiicre pargalama tiipii) de iyice pargalandi. Daha sonra tizerine 1 ml daha
%10’luk TCA eklenerek 50 dk 4,000 RPM’de sogutmali santrifiij de santrifiijlendi.
Stipernatant kismi cekilerek atildi ve pellet kismi1 3’er tekrarla 10 dk boyunca 3,500
RPM’de doénerek 5 ml %95°lik etil alkolle yikandi ve suyunu tamamen kaybetmesi i¢in
37 °C’de etiivde bekletildi. Suyunu tamamen kaybederek kuruyan numune havanda iyice
ezildi ve lzerine 2 ml saf su konuldu 15 dk 37 °C’de etiivde bekletildi ve 15 dk 4,500
RPM’de santrifiij edildi. 100ul’si bradford i¢in kullanildi. Kalaninin {izerine 2 ml
%95’lik etil alkol eklendi ve 1 gece 37°C’de bekletildi. Bir sonraki giin santrifiij de 1 saat
4,500 RPM’de santrifiijlendi alkolden tamamen kurtulmak i¢in ve protein oziitlerinin
kurumasi i¢in 37°C’de bekletildi. Alkolden tamamen kurtulan ¢okelti bir sonraki asamada

ince bir spatiil yardimiyla tiip icerisinde doviilerek toz haline getirildi.



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Antioksidan Test Sonuclari

4.1.1. DPPH Giderme Aktivitesinin Belirlenmesi

DPPH Ticari olarak elde edilebilen kararli organik nitrojen radikalidir. Ekstraktlarin
antioksidan kapasitesini 6l¢gmede kullanilan bir yontemdir. Antioksidan tarafindan DPPH
serbest radikaline proton transferi reaksiyonu 517 nm’de absorbansin azalmasina sebep
olur. Bu metot goriiniir alanda spektrofotometre ile absorbans sabitlenene kadar devam

eden bir yonteme dayanmaktadir (Okan vd. 2013).

DPPH Giderme Aktivitesi
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Absorbans 517 nmi
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DPPH Hydrophilus pceus Hydrochara dchroma

Sekil 1. DPPH giderme aktivitesi’ni gosteriri ¢izelge
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4.1.2. Metal Selatlama Aktivitesinin Belirlenmesi

Metal selatlama aktivitesine demir selatlama 6zelligi lizerinden bakildi. Dinis, Madeira ve
Almeidam (1994) metoduna gore yapildi. ,bu metoda gore 6zellik belirlenmesi kisaca; her
bir 0,5 ml ekstrakt’a 1,6 ml deiyonize su ve 0,05 ml 2 mM FeCl,’den eklenerek
baglanildi. 30 saniye sonrasinda 5 mM Ferrozine’den 0,1 ml eklendi. Ferrozine iki
degerlikli demir ile rekasiyona girdiginde suda ¢ok iyi ¢oziiniir hale geldi. (Kimyasal
olarak tepkime verdiginden dolay1 kii¢iik patlamalar il reaksiyon verdi) Bunu takiben 10
dakika oda sicakhiginda bekletildi karisimin Fe*? Ferrozine kompleksinin absorbansi 562
nm.’de Olgiildii. Boylelikle ekstraktin demiri selatlama aktivitesi asagidaki formiil

kullanilarak hesaplandi.
Selatlama Oranmi=(Ag- A1)/ Ao X %100;

Burada Ap kontrol ya da koriin absorbansi, A; ise ekstraktin varliginda dlgiilen absorbans

degeridir.

Metal Selatlama Aktivitesi
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Sekil 2. Metal Selatlama aktivitesini gosterir ¢izelge
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4.2. Antikanser Test Sonuclari

4.2.1. Bradford Yéntemi ile Total Protein Tayini

Bradford protein tayin yontemi, Coomassie Brilliant Blue G-250 boya molekiiliiniin,
proteinin bulundugu ortamlarda ve asidik ortamda, absorbans kaymasina dayanmaktadir.
Bu absorbans kaymasi yani 1sik demetinin bir maddeden gecerken 1s18in madde
tarafindan emilen kismi, digerlerine goére daha kirmizi yapidaki boyanin, var olan
proteinlere baglanmasiyla mavi hale doniisiine dayanir. Burada boya Oncelikle
eslenmemis elektronlarini proteinin iyonlasabilen gruplarina vererek proteinin hidrofobik
bolgelerini 6n plana ¢ikarir. Bu esnada proteinin hidrofobik bolgeleri, van der Waals
kuvvetleriyle boyanin apolar uglarina baglanarak, olusan mavi kompleksi saglamlastirir.
Artan protein miktariyla, olusan mavi renk artar.. Bu yolda temel olay, boya normal
sartlarda 465 nm’de maksimum absorbans verirken, protein ile baglandiginda 595 nm
dalga boyunda maksimum absorbans vermesidir. Sigir serum aliimin (BSA) ¢ozeltisi
belirli konsantrasyonlarda hazirlanarak, standart c¢ozeltiler hazirlandi. Standart
cozeltirlerin hepsi spektrofotometrede okutuldu ve absorbans degerleri elde edildi. Bu

degerlere gore standart egri ¢izildi.

y = 0,0101x
R?=0,9974
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Sekil 3. Bradford protein tayini i¢in standart kalibrasyon grafigi
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Onceden hazir hale getirilmis +4°C’de korunan bocek &rneklerinin, spektrofotometrede
absorbanslar1 itinayla olgildi. Bocek numunelerinin protein miktarlari, okunan

absorbanslarin bu regresyon denkleminde yerine konulmasiyla hesaplandi.

Hydrochara dichroma 595 nm’de okunan absorbans degeri 0,4144 nm’dir. Absorbansin
regresyon denkleminde yerine konulmasiyla total protein miktar1 41,44 mg/ml olarak

hesaplanmustir.
Hydrophilus piceus 595 nm’de okunan absorbans degeri 0,3411 nm’dir. Absorbansin
regresyon denkeleminde yerine konulmasiyla total protein miktart 34,11 mg/ml olarak
hesaplanmustir.

4.2.2. WST-1 Tuzu ile Hiicre Canlhilik Analizi

En yiiksek inhibisyon 1000 pg/ml konsantrasyonda goriilmiistiir. Bu konsantrasyonu

takiben 500 pg/ml, 250 ng/ml, 125 pg/ml konsatrasyonlarin da inhibisyon goriilmiistiir.

Hydrochara dchroma
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Sekil 4. Hydrochara dichroma’nin farkli konsantrasyonlarda WST-1 tuzu ile yapilan hiicre canlilik analizi
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Hydrophilus piceus
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Sekil 5. Hydrophilus piceus’nin farkli konsantrasyonlarda WST-1 tuzu ile yapilan hiicre canlilik analizi

Hydrophilus piceus en yiiksek inhibisyon 1000 pg/ml konsantrasyonunda goriilmiistiir.
Bu konsantrasyonlari takiben 500 pug/ml, 250pg/ml ve 125 pg/ml konsantarsyonlarda

inhibisyon goriilmiistiir.

Bu c¢alismanin sonucunda konsantrasyonlarin tiimii karsilastirildiginda en etkin

konsantarsyon olarak 1000 pg/ml belirlenmistir.
4.3.Western Blot Teknigi ile Hedef Proteinlerin Analizi

Prostat kanseri hiicreleri olan PC-3 hiicreleri 75 cm? lik flasklara ekilerek hiicrelerin flask
icinde 3-4x10° olacak kadar cogalmasi beklenilerek bocekten elde edilmis protein
ekstraklar1 1 mg/ml konsantrasyonda muamele edildikten sonra PBS ile yikanip santrifiij
edilerek protein izolasyonu igin hazir hale getirildi. Takribi olarak 3-4x10° hiicre 1:5
(w/v) oraninda protein izolasyon kiti yardimiyla soguk ortamda homojenize edildi.
Proteinlerin proteaz aktivitesi ile bozulmalarin1 engellemek amaciyla homojenizasyon
islemleri esnasinda hem proteaz inhibitor kokteyli (PIC) ve PMSF kullanilip hem de tiim
islemler buz icerisinde yapildi. Homojenatlar sogutmali santrifiijde +4°C’de 20 dk
stireyle 14000 RPM’de santrifiij edilerek ve elde edilen siipernatantlar mikrosantrifiij

tiiplere alinarak Bradford yontemi kullanilarak her bir 6rnek igerisindeki protein
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miktarlar tayin edildi. Daha sonra western blot deneyleri yapilincaya kadar —80°C’de

saklandi.

Hiicre kiiltiirine ait protein lizatlar1 SDS-PAGE (Sodyum dodesil stilfat poliakrilamid jel
elektroforezi) teknigi ile %12 konsantrasyondaki jelde yiiriiterek, devaminda kaspaz 3,
sitokrom C ve housekeeping olarak GABDH i¢in Western blot teknigi kullanilarak PVDF
membrana aktarildi ve %5’°lik BSA ile 1 saat siiresince blotlama islemi gerceklestirildi.
Sonrasinda membranda sabitlenen proteinlere ait bantlar uygun primer antikorlar
araciligiyla 3 saat siiresince inkiibe edilip 5x5 dk olacak sekilde TBS-T (Tris Buffer
Saline-Tween20 %0,1) ile yikama gergeklestirildi ve primere uygun sekonder ile 1,5 saat
inkiibe edilip 5x5 dk TBS-T ile yikama gergeklestirildi. Daha sonra memran ECL
tamponu ile yaklasik 3-4 dk inkiibe edilip membrandaki 1g1ma sayesinde medikal X-Ray
goriintii sabitleme cihazinda protein bantlar1 X-Ray filmlere sabitlendi. Daha sonra bu
bantlarin komputerize yazilim programi aracilifiyla sentezlenme miktarlari hesaplandi
(Image Lab, Bio Rad). Hesaplamada kullanilan yontem, hedef genlerin housekeeping gen
olan beta aktin ile normalize edilmesi ve kontrole gore yiizde degisimi olacak sekilde

gerceklestirildi.
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Sekil 6. A. Proetin fotograflar1 B. Protein fotograflarina gére istatislik analizi yapilmig proteinlerin oransal
ifadesi
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Western Blot teknigi ile hiicrede hiicre dliimiinii ger¢eklestirenprotein {iriinlerinin analizi
gergeklestirildi. Western Blot tekniginde yapilan analiz ile kontrol grubuna gore
Hydrochara dichroma ve Hydrophilus piceus’da protein miktarlari karsilagtirildi.

Housekeeping protein olarak GAPDH kullanildi. GABDH’e oranla hiicre inhibisyonu ve
hiicre Olimi saglayan CYT-C ve CAS-3 oranlar1 bilgisayar destekli program ile

hesaplandi ve ¢izelgeye fotograflar ile birlikte aktarildi.

Apoptoz gegiren hiicrelerde genel olarak, sitokrom c’nin serbest birakilmasini takiben
mitokondriyal dis zarmin gegirgenliginin (MOMP) artmasini tesvik ile kaspazlarin
salmmmini tetiklemektedir. Kaspazlar hiicre dliimiinde apoptoz i¢in daha ¢ok aracilik
etmesine ragmen, kaspaz inhibisyonun saglanmasi mitokondriyal dis zarmin
gecirgenliginin (MOMP) sonrasi hiicrenin hayattta kalmasin1 saglamak agisindan yeterli
olmamaktadir. Boylelikle hiicrelerde hiicre oliimii artik "kaspazdan bagimsiz bir hiicre
olimi" (CICD) ile gerceklesebilmektedir. Bu agidan baktigimizda eger, MOMP
gerceklesmisse bu durum artik hiicre 6liimiine gidisi gerceklestirmistir. Bu ¢aligma da
CYT-C’nin miktarinin artmas1 ve mitokondriden sizmasi hiicrenin apoptoz yoluna

girmesine neden olmaktadir (Colell, Ricci et al. 2007).

Kaspazlar olarak adlandirilan proteinler, programlanmig hiicre 6liimiiniin (apoptoz) en
onemli Kritik anahtaridir. Kaspazlar arasinda, kaspaz-3, apoptozda birgok dnemli hiicresel
proteinin 6zel bolgelerinden parcalanmasini Kataliz eden, ve boylelikle hiicresel 6liimi
aktive eden bir 6liim proteazidir. Bununla birlikte, apoptozdaki bu (veya bagka herhangi
bir) kaspazin spesifik gereklilikleri bugiine kadar biiyiik 6l¢lide bilinmemektedir. Kaspaz-
3 aktivasyonuna giden yollar, mitokondriyal sitokrom-c salimma ve kaspaz-9
fonksiyonuna bagli veya bunlardan bagimsiz olarak tanimlanmistir. Kaspaz-3 normal
beyin gelisimi i¢in gereklidir ve dikkate deger bir doku, hiicre tipi veya 6liim uyaricisina
Ozgii bir sekilde diger apoptotik senaryolarda onemlidir. Kaspaz-3 ayrica bazi tipik
apoptoz belirtecleri i¢in de gereklidir ve incelenen tiim hiicre tiplerinde apoptotik
kromatin yogunlagsmas1 ve DNA fragmantasyonu i¢in vazgecilmezdir. Bu nedenle
kaspaz-3, hiicrenin sokiilmesi ve apoptotik cisimlerin olusumu ile baglantili bazi islemler

icin sarttir (Porter and Janicke 1999).
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Grafikten goriildiigii tizere Hydrochara dichroma’im CYT-C/GAPDH’e oraninda
bakildiginda kontrol grubu ile karsilastirildiginda yaklasik olarak 2,5 kati olarak
gerceklesmistir. Bu durum bize CYT-C orani GAPDH’e orani bakilinca burada yiiksek
bir CYT-C ( sitokrom C) salinimi gorilmektedir. Bu mitokondri dis zarlarinin
gegirgenliginin artmasi ile hiicre 6limiin indiiklemektedir ve apoptozis’in olusumunu
aciklamaktadir. Kaspaz’larin indiiklenmesi Sekil 6B-1I" de gosterilmistir. Yine Burada
CAS3/GAPDH oran1 yine kontrol grubu ile kiyaslandiginda yaklasik olarak 2,5 kadar
olmasi bu teoriyi giiglendirmektedir. Bu durumda hiicre’nin kendi yolaklariyla hiicre
Oliimiine gittigini agiklmaktadir. Bu apoptoz yolagina uygun bir yapi ile hiicre 6liimiiniin

gerceklestirmis olacagini teorik olarak agiklamaktir.

Hydrophilus piceus’da ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda CYT-C’nin GAPDH’e
orani kontroliin CYT-C’nin GAPDH oranina gore yaklasik %95°1 kadar bulunmustur. Bu
oranin diisiik ¢itkmasina ragmen kontrol grubuna ( yani bocek proteini eklenmemis ayni
sartlar altinda aymi zamanda c¢ogaltilmis hiicreler) kiyasla CYT-C’nin Hydrochara
dichroma’dan daha diisiik miktarda salindigin1 ve daha az etkin olarak goriilmiistiir.
Ancak kaspaz-3 agisindan degerlendirildiginde Hydrochara dichroma’a gore Kaspaz-3
miktar1 daha yiiksek oldugu muhtemelen hiicre oliimiiniin CICD ile degil MOMP (
mitokondriyal dis zarinin gecirgenliginin) artmasi ile hiicre 6limiiniin gerceklestigini
gostermektedir. Bu yolagin hiicre 6liimiinii desteklemis olacagini hiicre canlilik testi ile
karsilastirildiginda agiklamaktadir. Ancak proje cevresinde farkli yollaklarla ilgili ¢alisma
planlanmadigindan, bunun kesin kanitlar1 i¢in DNA fragmentasyon, real time pcr gibi
yontemler ile desteklenmesi gerekmektedir. Ancak bu c¢alismanin biitgesi ve kapsami

bunu kapsamamaktadir.



5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu sonuclar gostermektedir ki; calisilan her iki tiire ait veriler degerlendirildiginde PC-3
kanser hiicre hattinda hiicresel 6liimiin kontrol grubuna gore daha yiiksek seviyede
gerceklestigini WST-1 hiicre canlilik testi ile belirlenmistir. Bu durumu agiklamak i¢in
yapilan Western Blot ile protein diizeyleri ile bu 6liimiin nasil gergeklestigi aciklanmaya
calisilmistir. Her iki tiirlin protein degerlerine bakildiginda protein salinimi ile
degerlendirildiginde her iki tiirde de farkli bir yolak ile hiicre dliimiiniin gergeklestigi
diistiniilmektedir. Hydrochara dichroma tiiriine bakildiginda protein salinimi ile kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda Sitokrom ¢ ( CYT-C) /GAPDH ve Kaspaz 3 (CAS-3)
/IGAPDH aktivitesi olarak Hydrophilus piceus’ a oranla yiiksek bulunmustur. Bu durum
bu tiire ait protein ekstraksiyonun hiicre yi hem sitokrom ¢, hem de kaspaz 3 yolag ile
hiicre Olimiinii desteklemektedir. Hydrophilus piceus igin ise kontrol grubu ile
kargilagtirdigimizda ise kaspaz-3 (CAS 3)/ GAPDH orani kontrol grubuna gore yiiksek
cikmistir ancak Sitokrom C(CYT-C) / GAPDH kontrol’den diisiik ¢ikmistir. Ancak
WST-1 Canlilik testinden gordiigiimiiz iizere bu tiire ait protein ekstraksiyonu ile hiicre
olimii Kaspaz-3 ve CYT-C aktivitelerine bakarak protein diizeyinde de gozlemlenmis

bulunulmaktadir.

Bu ¢aligma bir yiiksek lisans tez ¢alismasi oldugundan dolay1 ve BUBAP’tan
desteklenmistir. Ancak proje cercevesi iginde gerekli ¢alismalar tamamlanmistir.
Hiicresel olimii belirlemek i¢in gerekli olan ek calismalar icin gerekli olan biitce
eksikligi ve siire kisitlamasi ile birlikte konunun genisligi agisindan degerlendirildiginde
calismanin devami doktora olarak planlanmis olmasiyla hiicre Oliimiiniin hangi
mekanizma ile gergeklestigi, daha farkli antikorlar kullanilarak hangi proteinin daha aktif
oldugu ve proteinlerin hangi gen seviyeleri ile oldugu ve hangi yolaklarin etkin oldugu

bulunabilir.
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Yaptigimiz calismanin hedefine ulastigi anlasilmaktadir. Uzerinde yapilacak daha
ayrintili ¢alismalar ile mekanizmalar acia c¢ikartildiktan sonra doktora c¢alismasinda
model organizma ile in vivo olarak ¢aligmalara devam edilmesi ile kanser ¢alismalarina

yardimci olacagi dnerilmektedir.
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