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HELOPHORUS (COLEOPTERA: HELOPHORIDAE) CINSINE AiIT
BAZI BOCEK TURLERINDEN ELDE EDILECEK PROTEIN
EKSTRAKTLARININ ANTI KANSER OZELLIKLERININ
BELIRLENMESI

OZET

Bu calismada Helophorus (Coleoptera: Helophoridae) cinsine ait H. aquaticus ve H.
syriacus tiirlerinin protein ekstrasyonu yapilmistir. Protein miktarlar1 Bradford yontemi
ile hesaplanmis ve sirasiyla 0,3514 mg/ml ve 0,3878 mg/ml olarak belirlenmistir. Daha
sonra bu ornekler hiicre kiiltiiriine PC3 (prostat Kanser hatt1) hiicrelerinde WST-1 ile
hiicre canlilik testine maruz birakilmistir. Test sonucu her iki tiirde bdcek proteinleri
hiicre inhibisyonun’da diismeye neden oldugu gozlemlenmistir. En yiiksek hiicre
inhibisyonu 1000 pg/ml bocek protein ekstrakti eklenmis drneklerde gozlemlenmistir. Bu
caligmanin devaminda etkin doz bulunmasindan sonra western blot teknigi ile gen {riinii
olan protein {riinlerine bakilmistir. Sonug¢ olarak western blot tekniginde bdcek
proteinlerinin hiicre Oliimiinii saglayacak olan proteinlerin {iretimini destekledigi
gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Helophorus, protein, western blot, CYT-c, kaspaz-3, hiicre 6liimii,
kanser.
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DETERMINATION OF ANTI-CANCER PROPERTIES OF PROTEIN
EXTRACTS OBTAINED FROM SOME SPECIES OF
HELOPHORUS GENUS (COLEOPTERA: HELOPHORIDAE)

ABSTRACT

In this study, protein extraction of H. aquaticus and H. syriacus species of
Helophorus(Coleptera: Helophoridae) was performed. Protein amounts were calculated
by Bradford method and determined as 0.3514 mg/ml and 0.3878 mg/ml, respectively.
These samples were then subjected to cell viability testing with WST-1 in cell culture
PC3 (prostate cancer line) cells. It was observed that insect proteins in both species
caused a decrease in cell inhibition. The highest cell inhibition was observed in samples
with 1000 pg / ml insect protein extract added. After the effective dose was found,
protein products which were gene products were examined by western blot technique. As
a result, it was found that insect proteins supported the production of proteins that would
cause cell death in western blot technique.

Keywords: Helophorus, protein, western blot, CYT-c, Caspase-3, cell death, cancer.



1. GIRIS

Bocekler, yeryliziindeki biyolojik cesitliligin - %55°lik  kismimi temsil etmektedir
(Chernysh et al 2002). Yiiksek oranda ¢esitlilik gosteren bu grubun iyeleri diinya
iizerinde hemen hemen her tiirli ortama yayilmislardir. Boceklerin gesitli ortamlarda
yasayabilmeleri, uyum yeteneklerinin son derece gii¢lii olmas1 sayesinde gerceklesmistir.
Bocekler, insanlarin ve diger canli gruplarinin ekolojik ve ekonomik yasamlar1 agisindan

cok onemli bir yer tutmaktadirlar (Kog 2011).

Bocekler, saglikli ve siirdiiriilebilir yiiksek kaliteli protein kaynaklaridirlar. insanlik tarihi
boyunca genis ¢apta tiiketilmistir. Yenilebilir boceklerin diyet proteinlerinin kaynaklarini
zenginlestirdigi ve et, siit Uriinleri ve tohumlar gibi geleneksel protein kaynaklarina
oranla daha fazla protein igerdikleri bilinmektedir. Ayn1 zamanda bocekler yiiksek yem
doniistim verimliligine sahip olduklarindan hayvansal protein kaynaklarindan daha
istiindiirler. Bunun nedeni, poikilotermik olmalar1 ve ¢ok daha az miktarda enerji ve
besin harcamalaridir. Bocekler ayrica diger hayvanlara oranla daha hizh iirer ve biiytirler
(Inje et al. 2018). Entomofajiye 90’dan fazla gelismekte olan iilkelerde rastlanmaktadirlar
(Defoliart 1995). Ozellikle Asya, Afrika ve Latin Amerika’da insanlarm beslenme
tarihinde ¢ok onemli rol oynamistir. Giiniimiizde ise hala giiney Amerika, Afrika ve
Asya’da meshur yiyecekler arasindadir (Kog¢ 2011). Gelenek ve kiiltiiriin yani sira
insanlar tilirlerin lezzetini takiben gen¢ asamalari (larva ve nimf) donemlerini tercih
edebildikleri gibi pupalar1 yetigskinleri ve bu boceklerin tim asamalarini tercih
edebilmektedirler (Jonas and Martinez 2017). Son 10 yilda, entomofajiye ilgi siirekli
artmaktadir. Gilinlimiizde bocekler diinya capinda 2 milyar insan tarafindan

tiketilmektedir.

2100’den fazla bocek tiirii literatiirde yenilebilir olarak belgelendirilmistir. Ayrica,
bocekler iyi bir protein kaynagi olarak bilinmektedir ve gelismekte olan {ilkelerde

Birlesmis Milletler Gida Tarim orgiitii gibi ¢esitli kuruluslar tarafindan yenilebilen



boceklerin tliretimi desteklenmektedir. Ancak batili tiiketiciler bocekleri bir protein
kaynag olarak kabul etmekte isteksiz olduklari i¢in gida liretiminde boceklerin kullanima,
bunlarin ¢esitli kaynaklarda kullanilabilmesi i¢in farkli seviyelerde daha ayrintili
arastirmalar yapilmasimni gerektirmektedir. Bunun yani sira; bircok iilkede bocekler
siklikla tiiketildigi gibi hamur, pasta gibi gida iirlinlerinde kullanilmadan 6nce izole
edilmektedir. Bu dikkatli tiiketiciler arasinda kabul edilebilirligi arttirmak i¢in faydali bir
yol olabilir (Zielinska 2018).

Yenilebilen boceklerin bazilari farmakolojik olarak oldukga etkin maddelere sahip oldugu
gibi bazisinda savunma veya baska amagclar icin iirettikleri toksik metabolitler, bazisinda
ise alkoloid gibi kimyasal bilesikler bulundurlar. Diger baz1 bocekler ise kendi savunma
mekanizmalari i¢in konake1 bitkilerden sekonder metabolitleri ayristirip aristokolit asit ve
glukosinotlar gibi maddeleri elde ederek depolayabilirler (Duffey 1980; Harborne 1993;
Berenbaum 1993; Blum 1994 ).

Boceklerin ve bocek kaynakli tirtinlerin tedavi amacli kullanimina “Entomoterapi” denir
(Costa-Neto 2002). Entomoterapi diinyanin bir¢ok yerinde ¢esitli toplumlar tarafindan
geleneksel halk hekimliginde uygulanmaktadir (Pemberton 1999; Costa-Neto 2002;
Paoletti 2005). Ari ve esek arilari, karincalar, c¢ekirgeler, termitler, Kkriketler,
hamambdcegi, glibre bocegi ve tirtillar tercih edilmektedir. Bunlar; mide rahatsizlig, cilt
hastaliklar1, epilepsi, astim, bronsit, romatizma ve kisirlik gibi cesitli hastaliklar1 tedavi
etmek i¢in demlenmis igecek ve merhem olarak kullanilmaktadir (Costa-Neto 2002).
Ayrica bocekler, antibakteriyel veya antifungal peptidler ve polipeptidleri dahil olmak
lizere, bagisiklik kaynakli molekiillerin ¢ogunu tireterek mikrobiyal enfeksiyonlari hizla

temizleyebilir (Chernysh et al. 2002).

Helophorus (Coleoptera: Helophorida) tiirleri, Coleoptera takimi boceklerin en genis
grubunu olusturmaktadir ve bu takimin tanimli 360 000 tiirii bulunmaktadir (Beutel and
Haas 2000). Holometabol bocekler olan kinkanatlilar yasam evreleri yumurta-larva-pupa-
ergin seklinde gerceklesmektedir. Bu takimin en tipik 6zelligi ugma sirasinda 6n
kanatlarinin u¢gma yetenegini yitirerek elitrayr olusturmasi ve zamanla sadece arka

kanatlariin u¢gma yetenegini korumasidir. Cesitli minerallerin birikmesiyle 6n kanatlar



damarsiz olup ve sert bir kin seklini alir. Hassas yapili olan arka kanatlar ise ortii halinde

abdomeni koruyan bir yapiya sahiptirler (Jich and Balke 2008).

Cogunlukla yasam evreleri suda gecen sucul kinkanathilar larva ve ergin donemleri
genellikle su altinda gegerken; pupa donemleri ve bazi familyalar1 hari¢ karasaldir.

Helophoridae familyasi, tek cinse sahip ve genis yayilis gosteren bir familyadir (Darilmaz
2010). Diger sucul Coleoptera iiyelerinden pronotomlarinda bulunan bes boyuna yarik
dizisi ile kolaylikla ayirt edilebilmektedir. Genel olarak viicut sekilleri boyuna olarak
uzamis olup pronotum ve elitra arasinda bir kesinti bulunmaktadir. Bas ve pronotumdaki
noktalanmalar yariklar disinda oldukca iyi bir sekilde gozlenmektedir. Basin iist
yiizeyinde oldukga farkli biiytlikliiklerde olabilen Y seklinde bir oluk bulunmaktadir. Bu
oluk bazen oldukca dar olabildigi halde genelde iist yiizeyde genislemistir. Pedisel ile
kupule arasindaki segment sayisinin iki ya da ii¢ olmasina bagl olarak, antenler 8 ya da 9
segmentli olabilmektedir. Maxillar palpler, alt cinslerin teshisinde kullanilan oldukga
onemli karakterlerdir (Hansen 1987; Angus 1992). Elitra, araliklarla boliinmiis 10 tam
delik sirasina sahip olup, bazi tiirlerde birinci ve ikinci siralarin alt kisimlarinda fazladan
bir delik siras1 bulunmaktadir. Elitra, orta kisminda sahip oldugu ok seklindeki yap1 ve
siyah noktalar ile karakterize olup pek cok tlirde sarimsidan kahverengiye kadar olduk¢a
genis bir renk yelpazesine sahiptir (Hansen 1987). Bacaklar oldukg¢a zay1f olup tarsuslar 5
segmentlidir. Meso ve meta tarsuslarin basal segmenti kiigiik; dorsal yiizeyi ise oldukga
uzun, iyi yapida yiizme tiiylerine sahiptir (Yilmaz 2011). Helophoridae tiirlerinin boylar

2-8 mm uzunlugundadir (Darilmaz 2010).

Helophorus tiirleri, yiiksek daglarin zirvelerinden deniz seviyesine kadar oldukga genis
bir alanda yayilis gostermektedir. Pek ¢ok tiir kiiclik su birikintilerinin kenar kisimlar
gibi organik madde bakimindan zengin, durgun ve sig sular1 yasam alani olarak tercih
etmektedir. Bunun yani sira su ve toprak arasinda kalan kum veya camurlu alanlar, yosun
ya da diger vejetasyon elamanlarinin bulundugu ¢ok énemli bolgeler de tiirler tarafindan

yasam alani olarak se¢ilebilmektedir (Yilmaz 2011).

Bir gida maddesinin besin degeri biiyilik 6l¢iide icinde mevcut olan proteinin kalitesine

baglidir. Diyet proteinleri, ozmotik dengeyi korumak, maddeleri kan yoluyla tagimak ve



bagisikligi korumak icin gerekli olan plazma proteinlerinin sentezini aminoasitler

saglamaktadir.

Proteinler ayrica viicutta enzim ve hormon olarak 6nemli bir goreve sahiptirler (Inje et al.
2018). Aminoasitler, protein sentezinde ve fizyolojik aktivitelerde en ¢ok bulunan
metabolik familyalardan biridir ve aminoasit metabolizmasmin islevsizligi kanser
hastalarinda yaygin olarak gériiliir. Ornegin; taurin, glutamikasit, glisin, lisin ve ornitin
akciger kanseri dokularinda 6nemli 6l¢iide degismektedir ve kandaki serbest aminoasitler
mide ve meme kanseri hastalarinda lenf diigiimii metastazlar1 ve klinik tiimdr belirtegleri
ile yiiksek oranda iliskilidirler (Yin et al. 2018). Herhangi bir gidanin protein kalitesi,
viicut fonksiyonlarinin biiyiimesi ve bakimi igin gerekli olan tlim aminoasitler ve protein
sindirile bilirligini saglama yeteneginin bir Ol¢iisiidiir. Proteinlerin kalitesi, sigan
beslenme ¢alismalarina dayanarak tarihsel olarak degerlendirilmistir. Bu testler, protein
kullanim1 ve metabolizmasinin bir gostergesi olarak biiylime veya azot dengesini Olger.
Protein kalite deneyleri, esansiyel aminoasit igerigini, aminoasitlerin biyolojik olarak
Olgiilmesini ve test edilen gida veya besin bileseninin protein sindirilebilirligini
yansitacak sekilde tasarlanmistir. Protein kalitesini tahmini elde edebilmek icin sik sik

referans proteinlerle aminoasit kompozisyonu verileri derlenir (Inje et al. 2018).

Cok proteinli komplekslerin ¢ogu hiicresel siiregte anahtar diizenleyicidirler. Bu
komplekslerin boyutlar1 yalnizca iki veya ii¢ bilesenden biiylik multimerik komplekslere
kadar degisiklik gosterebilir (Charbonnier et al. 2008; Doucet and Hetzer 2010; Riccio
2010). Rekombinant protein teknolojileri sadece ¢ok fazla arastirmanin degil, ayni
zamanda biyolojik ilaglarin temelini olusturmaktadir (McKenzie and Abbott 2018). Son
10 yilda, 6zellikle yapisal biyoloji i¢in ve rekombinat protein iiretimi i¢in teknolojide
biiyiik ilerlemeler olmustur. Bunun biiyiik bir kismi, paralel isleme elde etmek ig¢in
laboratuvar otomasyonunun kullanilmasinda dahil olmak {izere, numune hazirlamada
yiksek verim yaklagimlarina onciiliik etmis yapisal genomik merkezleri tarafindan
yonetilmistir (Nettleship et al. 2010). Rekombinant proteinler, biyoformasotik endiistri
tarafindan gelistirilen en biiyiik yeni terapdtik tirtinler sinifini temsil eder (Stuible et al.

2018).



Baykara (2016)’ya gore kanser; “Hiicrelerin genetik faktorler ve c¢evresel kosullarin
etkisiyle kontrolsiiz boliinmesi ve ¢ogalmasiyla ortaya ¢ikan kompleks bir hastaliktir.
Kanser ayni zamanda kisisel bir hastaliktir. Kisilerin benzer tedavilere fakli tepkiler
vermesi diinya iizerindeki hi¢bir insanin DNA’s1 birbirine benzememisinin bir kanitidir.
Teknolojinin ilerlemesi ile yeni tedavi yoOntemleri gelistirilmektedir. Kemoterapi,
radyoterapi ve cerrahi yontemlere ek olarak biyolojik, hormonal, asilar ve gen terapileri

giderek artan sayida kullanildigini belgelemistir.”

Farkli hiicre tiplerinin kanserlesme siirecleri birbirlerinden farklilik gostere bildigi gibi
ayni1 hiicre tipinin kansere gitme sekillerinde ¢esitlilik gosterebilmektedir. Bilindigi {izere
gelismis organizmalarda her islevsel fonksiyonlar i¢in farkli hiicre tipleri 6zellesmistir.
Hiicrelerde ortak yolaklar olmasina ragmen gerceklestirdikleri géreve bagl olarak ifade
edilen genler ve dolayist1 ile tetiklenen yolaklar birbirlerinden farklilik

gosterebilmektedirler (Bertram 2000; Hanahan and Weinberg 2011).

Kanser, ozellikle Avrupa iilkeleri ve Amerika’da ikinci 6nde gelen 6liim nedenlerinden
biri olup ve smursiz hiicre biiylimesi ve boliinmesiyle ile karakterize olan oldukga
heterojen bir hastaliktir. Kanserde hiicre canlilig1 ve hiicre 6liim arasindaki denge kaybi,
biyologlar arasinda yaygin olarak incelenen bir konudur. Arastirmacilar i¢in 6nemli bir
zorluk ise, hastanin prognozunu ve genel sagkalimimni arttiracak etkisi yiiksek kanser
tedavilerinin gelistirilmesine yardimci olabilmek ve kanser biiylimesini hizlandiran

karmasik mekanizmalarin tiim spektrumunu ¢ozmektir.

Hiicre oliimleri apoptoz ve nekroz olarak 2 tiptedir. Apoptozis, omurgalilarda gelismekte
olan ve homeostazide merkezi bir rol oynayan omurgalilarda programlanmis hiicre
Oliimiinlin organize edilmis bir islemidir. Apoptoz kompleksinin mekanizmasi birgok
yolu igerir. Morfolojik olarak 6len hiicreler, birkag yonden canli hiicrelerden biiyiik
olgtide farklilik gosterir. Spesifik morfolojik o6zellikler, 6zellikle hacim degisiklikleri
hiicre 6limii islemine eslik eder ve siklikla farkli hiicre 6liimii yollarini tanimlamak igin
kullanilir. Nekroz canli dokulardaki hiicrelerin erken 6liim olayidir (EI-Schich et al.
2015).



Prostat kanseri; en yaygin dermatolojik olmayan bir malignitedir (Das et al. 2019).
Sanayilesmis iilkelerde erkeklerde en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir ve insidansi
giderek artmaya devam etmektedir (Chistiakov et al. 2018). Prostat kanseri serum prostat
Spesifik Antijen Testi, digital rektal muayene, manyetik rezonans goriintiileme ve biyopsi
kombinasyonu ile lokalize bir asamada teshis edilir. Potansiyel prostat kanserine 6zgii
biyo belirteglerin gelistirilmesi uygun popiilasyon taramasi i¢in ¢ok Onemlidir. Bu
belirtecler, bir tedavinin klink sonug¢larinin tahmininde yardimer olabilir. Tant konduktan
sonra diisiik risk tlimorlii erkeklere genellikle aktif bir siirveyans programi verilirken, orta
veya yiiksek risk tiimorlii erkeklere cerrahi veya radyasyon tedavisi ile tedavi edilir (Das
et al. 2019). Prognostik belirtegler, 6liim tiimor niiksii veya metastaz dahil olmak tizere
advers olay riskini degerlendirebilmek icin klinik bir degere sahiptir. Prostat Spesifik
Antijen Testi (PSA), bugiine kadar, ABD Gida ve Ilag tarafindan onaylanan tek belirtectir
(Chistiakov et al. 2018).

Prostat kanseri epidemiyolojisi, PSA testinin 50 yasin iizerindeki erkeklerde prostat
kanseri tarama yontemi dahil edilmesinin bir sonucu olarak son 20 yilda énemli 6l¢iide
degismistir. Bu 90’1 yillarin ortalarinda prostat kanseri insidansinda carpici bir sekilde
artisa neden olmustur. Erken tanidaki artisa ragmen, metastatik hastalik tanisi olan veya
tedavi edilemeyen hasta sayis1 6nemli 6l¢iide degismemistir. Tarama c¢abalarina paralel
olarak, son 10 yilda hem lokalize hem de metastatik hastaligin tedavisinde énemli 6lgiide

iyilesme goriilmiistiir (Dellis et al. 2019).

2015 yilinda prostat kanseri erkeklerde en yaygin olarak birinci sirada 55 yas ve tistii
hastalarin %90,2’sin de goriilmekte olup Tayvan ve Amerika Birlesik Devletler’in de
ortalama prostat kanseri hastalarinin yas ortalamasi sirasiyla 73 ve 66 yildir (Chien et al.
2018). Amerika ve Avrupali erkeklerde ikinci ve tgilincii 6nde gelen kanser Olim
nedenidir. ABD’de 2018°de yaklasik 160,000 yeni PCa teshisi konulmus olup 29,000’den

fazla 6liim olacagi tahmin edilmektedir.

Cinde dahil olmak iizere Asya iilkelerinde bildirilen PCa insidans1 ve 6liim orani Bati
iilkelerine oranla daha diisiik olmasina ragmen, PCa insidans1 2000’den bu yana yillik

%12,6 oraninda degisim gostererek hizla artmigtir. Metastaik olmayanlarin %98,9’un da



5 wyillik sagkalim orani, ancak ilk tanida metastatik PCa hastalarinda sagkalim orani
%30’dan azdir (Dong et al. 2019). Kanser teshisi ve tedavisinde, genel anksiyete,
depresyonun olumsuz etkilerinin yasam kalitesini diislirdiigii bilinmektedir. Prostat
kanserine 6zel anksiyeteyi iceren hastalarda degisik tipte duygusal sikintilara sebep
oldugu bilinmektedir. Cogu durumda prostat kanseri yavas ilerler ancak agresif
durumlarda ayrica hizla biiyliyebilmektedir. Ancak pozitif etkiler fiziksel rahatsizlik
septomlarint hafifletmeye yardimci olur ve viiciidun kendini onarma yetenegini gelistirir.
Pozitif etki, bir insanin hayattan zevk aldigin1 ve kendini coskulu, aktif, giiclii ve enerjik

hissettigini ifade eder (Chien et al. 2018).

Dogadaki bu bocekler insanlar i¢in dogru ilaci iireten bir fabrikaya donistiiriilebilir ise bu
kadar yiiksek oranda biyolojik ¢esitlilige sahip olan bir canli grubunun var olan ekolojik
gorevlerinin yaninda ¢agimizin hastali olan kanserin tedavisinde de insanligin hizmetine

sunulabilmesi son derece biiyiik 6nem arz etmektedir.

Bu ¢alisma ile dogal habitatlardan toplanan Helophorus (Coleoptera: Helophoridae)
cinsine ait bazi bocek tiirlerinden elde edilen protein ekstraktlarinin anti-kanserojen
ozelliklerinin belirlenmesi amaglanmaktadir. Bu ¢alismanin sonugclari ileriki ¢aligmalara
rehber olacagi gibi kompleks hastaliklarindan biri olan kanser hastalifinda potansiyel

tedavi edici olarak uygulanip uygulanmayacagi hakkinda bilgi verecektir.

Helophoridae familyasina ait bocek tilirlerinden elde edilen protein ekstraktlarinin anti-
kanser 6zellikleri ile ilgili daha 6dnceden yapilmis bir aragtirmanin bulunmayis1 nedeniyle

boyle bir ¢alisma planlanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Paoletti (2005), Minilvestock’un bodcekler, kemrigenler, kurbagalar ve salyangozlara
potansiyel etkileri hakkinda bilgi vermistir. Minilvestock’a 6zellikle tropik bolgelerde
(Orta ve Giiney Amerika, Afrika, Cin, Giineydogu Asya, Avustralya ve Japonya) yasayan
insanlarin diyetlerinde protein, yag, mineraller ve vitaminler bakimindan zengin bir

kaynak olusturdugunu ileri stirmiistiir.

Cota-Neto (2002), Boceklerin geleneksel olarak bir¢ok toplum tarafindan besin kaynagi
olarak tiiketildigini ve ancak tliketimle ilgili suan ki tutumun azaldigimi bildirmistir.
Boceklerin beslenme 6zellikleri disiiniildiigiinde, diinyanin birgok yerinde malniitrisyon

ve aglik sorununu azaltmay1 amagclayarak yenilebilir kaynaklar olabilecegini 6nermistir.

Incekara vd. (2008), Callimenus lapites tiirii ¢cekirgenin sulu ekstresinin in-vitro sartlarda
insan lenfositleri lizerinde genetik ve oksidatif etkilerini arastirmiglardir. Aseton, etonol
ve dietil eter gibi g¢esitli ¢oziicilerde hazirlanan C.lapites eksterelerinin kontrol
degerleriyle karsilastirildiginda herhangi bir mutajenik potansiyele sahip olmadig fakat
artan dozlarda sitotoksisitesinin dikkate alinmasi gerektigini belirtmislerdir. Ayrica in-
vitro sartlarda MC (Mikro ¢ekirdek) ve TAK (Toplam Antioksidan Kapasitesi) testlerinin
ortak kullaniminin, mutajenite ve karsinojeniteye bagli olarak yenilebilen bdceklerin
potansiyel saglik risklerinin degerlendirilmesine olanak saglayabilecegini ileri

siirmiislerdir.

Tirkez vd. (2010), suda ¢oziinebilen Saga ephippigera ephippigera ve Callimenus
dilatatus ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarina (1,5, 10, 20, 25, 50, 75 ve 100 mg/1) tabi
tutulan insan tam kan kiiltiirlerindeki genotoksisiteyi belirlemislerdir. In-vitro sartalarda
sulu ekstrelerle olugturulan DNA ve kromozom hasarlarinin tespitinde ilk kez Kromozom

Aberasyonu (KA) ve Mikro ¢ekirdek (MC) testleri kullanilmistir. Test edilen



konsantrasyonlar da bu ekstrelerin genotoksik etkilerinin bulunmadigi sonucu ortaya
cikarilmistir. Yenilebilir boceklerin mutajenite ve karsinojenite ile ilgili potansiyel saglik
risklerinin degerlendirilmesinde in-vitro genotoksisitesinin biyolojik izlenmesinin faydali

olabilecegi Onerilmistir.

Pemberton (1999), Bocekler ve diger eklem bacaklilar Kore’de geleneksel olarak tipta
kullanilirken modern Giiney Kore tibbinda kullanimlari hakkinda ¢ok az bilgiye sahip
oldugunu bildirmistir. Eklem bacakli ilaglarin c¢ogu geleneksel olarak Kore
yarimadasindan toplandigin1 ya da yetistirildigini, ancak simdi Cin’den ithal edildigini
bildirmistir. Fakat eklembacaklilarin bircogunda, zehir ve biyolojik agidan aktif diger
savunma kimyasallari bulundurdugunu ve eklembacaklilar i¢in modern tipta

kesfedilmemis bir uyusturucu kaynagi olarak gordiiglinii rapor etmistir.

Duffey (1980), Organizmalar yiyeceklerden aldigi temel kimyasal maddeleri cesitli
kimyasallardan ayirabilecegini bildirmistir. Sekresyonun diger bir seklininse Olim
olabilecegini dile getirmistir. Ciinkii; alimin spesifik olmamasi toksinlerin rahatca
girmesine sebebiyet verdigini ileri siirmiistiir. Ozellikle fitofajlar, yararli olanlari arasinda
zararli kimyasallarinda rahat¢a organizmalara girmesiyle mitrodatik uyarilmalara

sebebiyet verdigini ileri siirmiistiir.

Otvos et al. (2000), Boceklerden izole edilen antimikrobiyal peptidleri farelerde
caligmistir. Boceklerin bakteriyel enfeksiyonlara karsi direngli oldugunu ve bodcek
antibakteriyel peptidlerine dayanan kursun molekiillerinin dikkatli se¢imi, bunlarin
kullanim alanlarin1 genisletebilir ve antimikrobiyal bilesikler memeli tedavisinde

uygulanabilir bir alternatif yol oldugunu rapor etmistir.

Chernysh et al. (2002), Boceklerin antibakteriyel, antifungal peptidler ve polipeptidler
dahil olmak ftizere bagisikligin neden oldugu molekiilleri tiretmek suretiyle mikrobiyal
enfeksiyonlart hizla temizleyebilir 6zellikte oldugunu belirtmislerdir. Bu raporda;
alloferon olarak adlandirilan bir grup biyoaktif, hafif karyonik peptidin iki varyantin
izolasyonunu ve biyolojik ozelliklerini sunmuslardir. Farelerde yapilan in-vivo

deneylerde alloferonun anti-viral ve anti-timor 6zelliklere sahip oldugunu belirtmislerdir.
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Birlikte ele alindiginda, bu sonuglar bagisiklik diizenleyici 6zelliklere sahip olan bu
peptidin terapdtik kapasiteye sahip olabilecegini diistinmiislerdir. Boceklerin, insan
bagisikligr icin temel mekanizmalar1 modiile eden sitokin benzeri materyaller
iretebilecegi, anti-enfeksiyon, anti-tiimoral, bio-farmasétiklerin kayanagina isaret ettigini

rapor etmislerdir.

Slocinska et al. (2008), Boceklerin patojen enfeksiyonlara karsi ilk savunma hatti olarak
cok cesitli protein ve peptid irettigini belirtmislerdir. Ayrica bazi bécek peptidlerinin
viral gen ve protein ekspresyonunu DNA’y1 baskiladigini ve buna mukabil membran
lizisine neden oldugu, apoptozu indiikledigini ve hiicre dongiisiinii durdurdugunu
belirtmislerdir. Bocek kaynakli saflagtirilmis ve karakterize edilmis peptidlerin birgogu,
insan immiin yetmezlik viriisii (HIV), herpes simpleks viriisii (HSV) veya 16semi gibi

ciddi hastaliklarinin tedavisinde ¢ok umut verici oldugunu rapor etmislerdir.

Yigit (2003), Oriimcek zehirleri ve toksinlerin omurgasiz ve omurgali hayvanlarda
ndronlarin sinaptik fonksiyonlarinin ve iyon kanallarmin ¢aligmas: i¢in gerekli araglar
olarak diislinlildliglinii, Orlimcek zehirlerinde bulunan antimikrobiyal peptidler,
antibiyotige kars1 direngli mikroorganizmalarin dogal kaynakli, yeni ve etkili antibiyotik

iretiminde 6nemli modeller olusturdugunu rapor etmistir.

Bertram (2000), calismasinda normal hiicrelerin kademeli olarak maligniteye
doniistiiriilme siirecinin, genom hasarinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan mutasyonlarin
ardisik kazanilmasimi gerektirdigini, bu hasar, DNA c¢ogalmasi hatalari, bazi DNA
bazilarmin asli kimyasal dengesizligi veya metabolizmada olusan serbest radikallerin
saldiris1 gibi endojen siireglerin bir sonucu olabilecegi, DNA hasari, iyonlastirict
radyasyon, UV radyasyonu ve kimyasal kanserojenler gibi eksojen maddelerle olan

etkilesimlerden de kaynaklanabilecegini vurgulamistir.

Hanahan and Weinberg (2011), ¢alismalarinda kanserin ayirict Ozellikleri, insan
tiimorlerinin ¢ok adimli gelisimi sirasinda edinilen alt1 biyolojik 6zellikten olustugunu

vurgulamiglardir. Bu o6zelliklerin altinda yatan genetik istikrarsizlik, edinimlerini
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hizlandiran genetik c¢esitliligi ve birden c¢ok oOzellik kazandiran iltihab1 ortaya

¢ikardiklarini belirtmislerdir.

Phan et al. (2000), Hiicre adhezyon molekiili 1(CAM1), prostat kanseri i¢in tiimor
baskilayict olarak 6nemli bir rol oynadigini belirtmiglerdir. Prostat, meme ve kolon
karsinomasinda C-CAM1’in azalmis ekspresyonu tespit edildigi, in-vivo sartlarda prostat
ve goglis kanseri hiicre hatlarinda C-CAMI1 arasinda tiimoér olusum nedenlerinin
baskilanmasimin miimkiin oldugunu belirtmislerdir. Bu gézlemlerin C-CAM1’in kanser
tespiti veya teshisi icin isaretleyici olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir. Protein,
nikel afinite kromatografisi kullanilarak 104 kat saflagtirmislardir. Yaklasik 0,4 mg
saflagtirilmis C-CAMI1, 200 mg enfekte olmus hiicrelerden elde etmislerdir.
Arastirmacilar bu protokolii kullanarak, monoklonal antikor iiretimi ve biyokimyasal
calisma i¢in uygun saflikta bu proteinin yeterli miktarmin {retilebilecegini rapor

etmislerdir.

Ko¢ (2011), Bazi1 yenilebilen in-vivo boceklerin genotoksik ve oksidatif etki
potansiyelinin incelenmesi baslikli yiiksek lisans tez ¢alismasinda test edilen
konsantrasyonlar da bdcek ekstrelerinin genotoksik etkilerinin bulunmadigini, ancak
ekstreler, hem toplam antioksidan kapasitesi (TAK) hem de toplam oksidatif durum

(TOD) seviyelerinde doza bagli degisimlere yol a¢tigin1 kaydetmistir.

Hansen (1987), Calismasinda Iskandinavya ve Danimarka’nin Hydrophilidae faunasini
tespit ederek 118 olan tiir saymma 18 tiir daha eklemistir. Bunun yani sira tiirlerin
karakteristik kisimlari, biyolojileri ve yayilislar1 ¢alismada detayli bir sekilde incelenmis,

ilgili teshis anahtarlar1 verilmistir.

Khan et al. (2015), Galleria melonella kullanilarak elde edilen bocek toksin proteini olan
Bb70p’nin Beauveri bassiana’dan tanimlanmasi ve karekterizasyonunda kullanilmustir.
Bu calismada bocek zehirli bir protein olan Bb70p, amonyum siilfat ¢okeltmesi, iyon
degisim kromatografisi ve jel filtrasyonu kullanilarak Beauveria bassiana’dan
saflagtirmiglardir. Bb70p, anyon degistiricileri i¢in yliksek bir afiniteye sahip olduklarini

ve 2D elektroforez sonuglari, 35,5kDa’luk bir molekiil agirligina ve 4,5 bir izoelektrik
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noktasina sahip tek bir nokta da ortaya ¢ikardigini, Bb70p 4 ile 60°C arasinda, 4 ila 10
pH araliginda aktif kaldigini, anacak hafif asidik pH’da daha aktif oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica saf bir protein olan Bb70p’nin herhangi bir karbonhidrat yan
zinciri olmadigini, proteinin 334,4 I/g viicut agirhigi Ld50’si ile Galleria mellonella’ya
hemoselik enjeksiyon yoluyla yiiksek molariteye neden olmus ve fenol oksidaz
kademesini harekete gecirmis oldugunu bildirmislerdir. NCBI veritabanin1 kullanarak
kismi bir aminoasit sekansi karsilastirilmasi ile entomopatojenik mantarlarin bilinen
toksin proteinlerine homoloji gostermemis. Boylece, Bb70p yenilik gosteren bir bocek
toksin proteinidir. Bu bdcek toksik proteinin tanimlanmasi, B. bassiana’nin genetik bir

manipiilasyon yoluyla viriilansini arttirma potansiyelini gosterdigini bildirmislerdir.

Dellis et al. (2019), Gelismis prostat kanserinin tedavi ortami, mevcut olan sartlarin
stirekli degistigini tedavi secenekleri ve hastalifin molekiiler 6zelliklerinin daha iyi
anlagilmasi, hastaligin seyri sirasinda bu teropotik yaklasimlarin daha erken uygulanmasi
ile birlikte bu tedavilerin siralanmasina iliskin yiiksek kalitedeki kanitlarin eksikligi,
ilerlemis prostat kanserli hastalarin optimal tedavisi ile ilgili sorunlar1 yaratmistir. Bu
nedenle, mevcut klavuzlarin ve bu klavuzlara dahil edilmemis olan son randomize
caligmalarin sistematik olarak incelemesini yapmis ve ileri prostat kanserinin her bir
asamasinda mevcut tedavi seceneklerinin kapsamli bir analizini ve ayrica bu hastalar i¢in

destekleyici tedaviler oldugunu ileri siirmiislerdir.

El-Schich et al. (2015), Holografik mikroskopi ile izlenen O&liime bagli kanser
hiicrelerinde morfolojik degisikliklerin indiiklenmesi ¢alismasinda; Kiiltiir hiicrelerinde
onceden hiicre ayrilmadan iki temsili hiicre ¢izgisinin (L929 ve DU145) morfolojik
analizi yapilmustir. iki hiicre ¢izgisi, anti-timdr ajani etopositiyle 1-3 giin muamele
edilmis ve holografik mikroskopi ile yapilan 6l¢limler, muamele edilmemis hiicrelerle
muamele edilmis etoposid ile karsilastirildiginda ortalama hiicre sayisi, birlesme, hacim
ve alanda onemli farklilik gosterdigini One siirmiislerdir. Ayrica tedavi edilen hiicre
cizgilerinin hiicre hacmi baslangicta erken noktalarinda arttirllmis olup daha sonra
hiicreler 6zellikle yiiksek dozda etoposid ile muamele edildiginde hacimce azalmislardir.
Sonug olarak, holografik mikroskopi ile tamamen invaziv olmayan morfolojik hiicre

biiyiimesi, canlilik ve 6liim olgtimleri yapmislardir ve gelecekteki uygulamalar, klinik
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olarak 1ilgili bilesiklere cevap olarak hiicrelerde bu holografik mikroskopi

parametrelerinin kullanilabilecegini 6ne stirmiislerdir.

Chalouhy et al. (2019), Prostat kanserinde lenf nodu diseksiyonunun yararlar1 ve zararlari
ile ilgili yapilan derlemede; Lenf nodu diseksiyonu cesitli kanserler i¢in standart tedavi
protokoliiniin bir pargasidir, ancak prostat kanserindeki rolii bir siiredir tartisilabilir
oldugunu ve pelvik lenfadenektominin, prostat kanseri hastalarina iyi yardimci olabildigi,
ancak hayatta kalabilmek igin bir yarari oldugu kesin olarak kanitlanmamis oldugunu ileri
stirmislerdir. Pelvik lenfadenektomi biraz daha fazla oranda komplikasyonlara ve
ameliyata yol agabilecegini ve bunlarin kullaniminin yeterince lenf nodu tutulumu riski

olan hastalar da makul bir sekilde uygulanmas1 gerektigini ileri stirmiislerdir.

Wang et al. (2019), Bu g¢alismada PGRP’lerin yapisi, siniflandirilmast ve islevleri
Ozetlenmis ve PGRP’lerin bdceklerin dogal bagisikligindaki rolii tartisilmistir.
Boceklerde kazanilmis bir bagisiklik sistemi yoktur ve mikrobiyal enfeksiyonla savasmak
icin yalmizca dogal bagisiklik sistemine giivenir. Boceklerin dogustan dogustan gelen
bagisiklik sistemi esas olarak konakc¢inin model tanima reseptorii (PRR) arasindaki
etkilesime baglidir. Peptidoglikan tanima proteinleri (PGRP’ler) ailesi, bocekler i¢in en
onemli tanima reseptorleriidiir (PRR). Patolojik mikroorganizmanin hiicre duvarinin ana
bilesenini, peptidoglikan’1 taniyabilir ve boceklerin bagisikliginda onemli bir rol

oynadigini kaydetmislerdir.

Harborne (1993), Ekoloji ve biyokimyasal gibi ¢esitli disiplinler arasindaki iliskinin
baslangigta merak uyandirici bir ittifak oldugunu ileri siirmiistiir. Ekolojinin canl
organizmalar ile yasadigr ortamda incelendigini ve buna karsin biyomiihendisligin,
molekiil seviyesindeki etkilesimlerini deneysel olarak laboratuvar ortaminda

incelendigini kaydetmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Malzemeler

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), antibodyler ( GABDH, Caspase-3 ve
CYT-c), sample buffer, running buffer, transfer buffer, marker, %12°lik jel, RIPA lizis
buffer, Nitroselilloz membran, kurutma kagidi, yagsiz siit tozu, sekonder antibody, ECL,

peroksit soliisyonu, TBS, Tween20, Ac./Bis, %10 APS, TEMED, Tris-Cl, NaCl, KCI.

Thoma lami, 25 cm ve 75 cm’lik flasklar, cesitli ebatlarada serolojik pipetler, 96-
kuyucuklu plateler, 15 ml santriifiij tiipleri, 50 ml santriifiij tiipleri, gesitli ebatlarda
edendorf tiipleri, cesitli ebatlarda otomotik pipetler, Homojenizatér (Hiicre pargalama

tiipii).

Kullanilan malzemeler ise Mikrobiyolojik emniyet kabini, Isitmali su banyosu, Otomatik
pipetler, Derin dondurucu, Havan, Vorteks, Sonikator, Hassas terazi, Buzdolabi (+4°C),
Otoklav, Saf su cihazi, Etiiv %5 CO; inkiibatorii, dikey ve yatay elektroforez, Jel

goriintiileme, trans blot seklinde yapilmistir.
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3.2. Metod

3.2.1. Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi

3.2.1.1. DPPH Aktivitesinin Belirlenmesi

I mg/ml konsantrasyonda hazirladigimiz bdcek protein ekstraktinin (0,3 ml) igerisine,
litrede 6x10°mol olacak sekilde hazirlanan DPPH radikali iceren 2,7 ml metanolik
solusyon karistirildi. Bu karisim giiclii bir sekilde karistirilarak 60 dakika karanlik
bolgede bekletildi. DPPH radikalinin  etkinliginin  giderilmesi 517 nm’de
spektrofotometre’de absorbsiyonunun Ol¢iilmesi ile belirlendi. Bu radikalin etkinliginin
giderilmesi caligmalar1 ¢esitli arastiricilarin ortaya koyduklart metodu takiben yapildi

(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 ¢oziniir hale geldi. Bunu takiben
10 dakika oda sicakliginda bekletildi karigimin Fe*? Ferrozine kompleksinin absorbansi
562 nm.’de olciildii. Boylelikle ekstraktin demiri selatlama aktivitesi asagidaki formiil

kullanilarak hesaplandi (Yu, et al. 2004).
Selatlama Orani=(Ao- A1)/ Ao X %100;

Burada Ap 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 hatti Bingdl Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik boliimii Ogretim
Uyesi Dr. Biilent KAYA’nin stogundan -80°C den temin edildi.

3.2.2.2. Medyum Hazirlama

500 ml DMEM, 50 ml Fetal Bovine Serum, 5 ml, penicilin-streptomicin medium kabinda
karistirildi. ihtiyac oldukg¢a ayni oranda gereken maddeler karistirildi ve bu medium

hazirlandi.

3.2.2.3. Hiicre Kiiltiirii

-80°C de muhafaza edilen PC3 hiicreleri DMEM biiyiime medyumunda, %5 CO, etiivde
37°C “de 2 veya 3 giinde bir pasajlanarak ¢ogaltildi.

3.2.2.3. WST-1 Tuzu ile Hiicre Canlihig1 Analizi

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 konsantrasyonlarinda her kuyucuga eklendi ve 48 saat inkiibe edildi. Kontrol
olarak sadece medium hiicrelere uygulandi. 48 saat sonunda her bir kuyucuga 15 ul
WST-1maddesi eklendi. Hiicreler %5 CO, li inkiibatdrde 37°C 4 saat inkiibe edildi. 4 saat
inkiilbasyondan 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 olii hiicrelerde renk olusumu
spektrofotometrik olarak 450 nm’de ve boyanin WST-1 varligi 630 nm’de negatif girigsim

olarak belirlenerek absorbans degerleri olarak grafige gecirildi.
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3.2.3. Protein Oziitiiniin Hazirlanmasi

-80'C’de muhafaza edilen Helophorus syriacus ve Helophorus aquaticus bocek tiirleri
alinarak 2 gr tartild1 ve havana alinarak iyice ezildi daha sonra falkonlara alinarak iizerine
4 ml %10’luk TCA eklenerek homojenizator de iyice pargalandi. Akabinde iizerine 1 ml
daha %10’luk TCA eklenerek 50 dk 4,000 RPM’de sogutmali santrifiij de santrifiij edildi.
Stipernatant kismi ¢ekilerek atildi ve pellet kismi 3’er tekrarla 10 dk boyunca 3,500
RPM’de donerek 5 ml %95°lik etil alkolle yikandi ve kurumasi i¢in 37 C’de etiivde
bekletildi. Kuruyan numune havanda iyice ezildi ve iizerine 2 ml saf su konuldu 15 dk
37°C’de etiivde inkiibe edildi ve 15 dk 4,500 RPM’de santrifiij edildi. 100u1’si bradford
icin kullamldi. Kalamnmn tizerine 2 ml %95°lik etil alkol eklendi ve 1 gece 37'C’de
bekletildi. Ertesi giin santrifiij de 1 saat 4,500 RPM’de santrifiijlendi ve alkoliin tamamen
uzaklasmasi ve protein oziitlerinin kurumasi icin 37 C’de bekletildi. Alkolii uzaklastirilan

cokelti daha sonra ince bir spatiil yardimiyla tiip i¢erisinde doviilerek toz haline getirildi.



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Antioksidan Test Sonuclar:

4.1.1. DPPH Giderme Aktivitesinin Belirlenmesi

Ticari olarak elde edilebilen DPPH stabil organik nitrojen radikalidir. Dogal ekstraktlarin
antioksidan kapasitesini 6lgmede kullanilan bir metotdur. Temel olarak antioksidan
tarafindan DPPH serbest radikaline proton transferi reaksiyonu 517 nm’de absorbansin
azalmasma sebep olur. Bu metot goriiniir alanda spektrofotometre ile absorbans

sabitlenene kadar takip edilmesine dayanmaktadir (Okan vd. 2013).

DPPH Giderme aktivitesi
0,6

0,5
0,4
0,3

0,2

Absorbans (517 nm)

0,1

DPPH H.aquaticus H.syriacus

Sekil 1. DPPH giderme aktivitesi

DPPH giderme aktivitesi baktigimizda DPPH’1in absorbans degerine gore tiirlerimizi
karsilastirdigimizda H. syriacus tiirtinde %62’ye yakin bulunmus H. aquaticus’da ise
%48 olarak belirlenmistir. Bu sonug¢ bize tilirlerin protein ekstraktlarinin antioksidan

giderme kapasitesinde oldugunu gostermistir.
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4.1.2. Metal Selatlama Aktivitesinin Belirlenmesi

Metal selatlama aktivitesine demir selatlama 6zelligi izerinden bakildi. Dinis, Madeira ve
Almeidam (1994) metoduna goére 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 ¢oziiniir hale geldi. (Kimyasal
olarak tepkime verdiginden dolay1 kiigiik 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 Orani=(Ao- A1)/ Ao X %100;

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

degeridir.

Metal selatlama aktivitesi

92
91
90
89
88
87
86
85

Yiizde(%) Giderme

H.aquaticus H.syriacus

Ornekler

Sekil 2. Metal Selatlama Aktivitesi

Metal selatlama aktivitesine gore degerlendirme yaptigimizda ise H. aquaticus tiiriinde
metal selatlama aktivitesi %90’a yakin olarak ortamdaki metal iyonunu giderdigini H.
syriacus’un %89 yakin bir metal giderimi yaptigi gozlenmistir. Burada standart olarak

EDTA selatlayici olarak kullanilmigtir.
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4.2. Antikanser Test Sonuclari

4.2.1. Bradford Yéntemi ile Total Protein Tayini

Bu yontem (5-100 pl ); organik boyalarin, proteinlerin bazik ve asidik gruplar ile
etkileserek, renk olusturmasma dayanir. Mavi rengin olusmasinda proteinin aminoasit
bilesimi onemlidir. Boyanin 6zellikle arjinin gibi bazik aminoasitlere ve bazi aromatik
aminoasitlere baglanma egiliminde oldugu gosterilmistir. Bu yontemde ele alinan temel
olgu, boya normal sartlarda 465 nm’de maksimum absorbans verirken, protein ile
baglandigr zaman 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermesidir. Sigir serum
alimin (BSA) ¢ozeltisi belirli konsantrasyonlar da hazirlanarak, standart g¢ozeltiler
hazirlandi. Standart ¢ozeltilerin timii spektrofotometrede okutuldu ve absorbans degerleri

elde edildi. Bu degerlere gore standart egri ¢izildi.

y =0,0101x
12 R2=0,9974
1
£ 08
©
< 06
3
2 04
0,2
0
0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon mg/ml

Sekil 3. Bradford protein tayini i¢in standart kalibrasyon grafigi

Daha énce hazirlanmis ve +4'C’de muhafaza edilmis bocek drneklerd, spektrofotometrede
absorbanslar lgiildii. Orneklerin protein miktarlari, okunan absorbanslarin bu regresyon

denkleminde yerine konulmasiyla hesaplandi.

Helophorus syriacus 595 nm’de okunan absorbans degeri 0,3478 nm’dir. Absorbansin

regresyon denkleminde yerine konulmasiyla total protein miktar1 34,78 mg/Ml dir.
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Helophorus aquaticus 595 nm’de okunan absorbans degeri 0,3514 nm’dir. Absorbansin

regresyon denkeleminde yerine konulmasiyla total protein miktar1 35,14 mg/M1’dir.

4.2.2. \WST-1 Tuzu ile Hiicre Canlhilik Analizi

PC-3 hiicre hatt1 Bingdl Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik boliimiinden temin
edildi. Biiylime ortami, L-glutamin i¢ermeyen Dulbecco Modified Medium (DMEM)
Fetal Bovine serumu (FBS) ve Trypsine EDTA, Penicilin streptomicin kullanildi. 2-(4-
iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-distilfo-fenil)-2H-tetrazolyum,  monosodyum  tuzu
(WST-1) sitotoksisiteyi degerlendirmek igin kullanildi. WST-1 basit bir kolorimetrik

deneydir ve hiicre sitotoksisitesini ve yasayabilirligini dlger.

PC-3 hiicreleri 96’11 kuyucuga ekildi ve inkiibe edildi. Bocek protein ekstraktlar1 (62,5,
12,5, 25, 50 ve 100 mg/ml) hiicre kiiltiir ortamu ile seyreltildi ve hiicrelerle muamele
edilerek 48 saat inkiibe edildi. Ekstraklar kullanimdan 6nce sonikatérde homojenize
edildi. Her oyuktaki hiicre kiiltiir ortam1 daha sonra 100 ml taze besiyer ve 15 pl WST-1
¢ozeltisi ile degistirildi. Karanlik bir durumda 37 © C'de 4 saat daha inkiibe edildikten
sonra, 96’lik kuyucuk ELISA cihaz1 okuyucusu (Biotek) kullanilarak 450 ve negatif
girigimler i¢in 630 nm'de okundu ve sonra yasayabilir hiicrelerin yilizdesi hesaplandi.
WST-1 tahlili igin, kontrol olarak PC-3 ve besiyeri kullanildi. Kontrol her grup 6rnek i¢in
kullanildi.

H.aquaticus

1,5
Z

© 1
2
o
<

0

Kontrol 1000 500 250 125 62,5
mSeril 0,9629 0,5348 0,5946 0,6236 1,2189 0,8943

Konsartrasyon pg/ml

Sekil 4. H. aquaticus tiiriine ait farkli konsantrasyonlarin hiicre inhibisyonu tizerine etkisini gdsteren
WST-1 Tuzu ile Canlilik testi analizi
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H. aquaticus’ta en yiiksek inhibisyon 1000 pg/ml’de goriilmiistiir. Bunu takiben sirasi ile

500 pg/ml, 250 pg/ml, 62,5 pg/ml konsantrasyonlarinda inhibisyon goriilmiistiir.

H.syriacus
1,2
1
»n 0,8
C
3
5 0,6
1%}
Ne)
< 04
0,2
0
Kontrol 1000 500 250 125 62,5
mSeril 0,9629 0,4919 0,6893 0,7556 0,8126 0,8434

Konsantrasyon pg/ml

Sekil 5. H. syriacus tiiriine ait farkli konsantrasyonlarin hiicre inhibisyonu iizerine etkisini gosteren
WST-1 Canlilik testi analizi

H. syriacus’da en yiiksek inhibisyon 1000 pg/ml konsantrasyonun da goriilmiistiir. Bu
konsantrasyonu takiben sirasiyla 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml ve 62,5 pg/ml
konsantrasyonlarinda inhibisyon goriilmiistiir. Bu ¢alismanin sonucunda tiim ¢alismalar

karsilastirildiginda en etkin konsantrasyon olarak 1000 pg/ml belirlenmistir.

4.2.3. Western Blot Teknigi ile Hedef Proteinlerin Analizi

PC-3 hiicreleri 75 cm?'lik flasklarda 3-4x10° olacak kadar yetistirilerek bocekten elde
edilmis protein ekstraklar1 1 mg/ml konsantrasyonda muamele edildikten sonra PBS ile
yikanip santrifiij edilerek protein izolasyonuna hazir hale getirildi. Yaklasik olarak 3-
4x10° hiicre 1:5 (w/v) oraninda protein izolasyon kiti yardimiyla soguk ortamda
homojenize edildi. Proteinlerin proteaz aktivitesi ile bozulmalarini engellemek amaciyla
homojenizasyon islemleri esnasinda hem proteaz inhibitér kokteyli (PIC) ve PMSF
kullanilip hem de tiim islemler buz igerisinde yapildi. Homojenatlar sogutmali1 santrifiijde
+4°C’de 20 dk siireyle 14000 RPM’de santrifiij edilerek ve elde edilen silipernatantlar
mikrosantrifiij tiiplere alinarak Bradford yontemi kullanilarak her bir 6rnek igerisindeki

protein miktarlar1 tayin edildi. Daha sonra western blot deneyleri yapilincaya kadar —80
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°C’de saklandi. Hiicre kiiltiiriine 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 igin 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 araciliiyla 3 saat siiresince inkiibe edilip 5x5 dk olacak sekilde
TBS-T (Tris Buffer Saline-Tween20 %0,1) ile yikama gerceklestirildi ve primere uygun
sekonder ile 1,5 saat inkiibe edilip 5x5 dk TBS-T ile yikama ger¢eklestirildi. Daha sonra
memran ECL tamponu ile yaklagik 3-4 dk inkiibe edilip membrandaki 1sima sayesinde
medikal X-Ray goriintii sabitleme cihazinda protein bantlar1 X-Ray filmlere sabitlendi.
Daha sonra bu bantlarin komputerize yazilim programi araciligiyla sentezlenme
miktarlart hesapland1 (Image Lab, Bio Rad). Hesaplamada kullanilan yontem, hedef
genlerin housekeeping gen olan GABDH ile normalize edilmesi ve kontrole gore yiizde

degisimi olacak sekilde gerceklestirildi.
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Sekil 6. Western Blot teknigi ile protein analizi A. Proteinlerin Jel iizerindeki fotograflari B. Protein
Oranlarinin Cizelgeleri

Western Blot teknigi ile protein {iriinlerinin analizi gerceklestirildi. Bu ¢alismada kontrol
grubuna gore H. aquaticus ve H. syriacus’da protein miktarlar1 karsilastirildi.
Housekeeping protein olarak GAPDH kullanildi. Ve bu proteine oranla hiicre inhibisyonu
ve hiicre 6liimii saglayan CYT-C ve CAS-3 oranlari ile degerlendirildi.

Apoptoz geciren hiicrelerde, serbest birakilmis sitokrom-c ardindan mitokondriyal dis zar

gecirgenlesmesinde (MOMP) ni ile tesvik edilen kaspaz aktivasyonunu takip eder.
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Kaspazlar apoptotik fenotipe aracilik etmesine ragmen, kaspaz inhibisyonu MOMP
sonrasi hayatta kalmak i¢in genellikle yeterli degildir; bunun yerine hiicreler "kaspazdan
bagimsiz bir hiicre 6limi" (CICD) gegcirir. Dolayisiyla, MOMP hiicre 6liimiine baglilik
noktasint temsil edebilir. Burada CYT-C’nin miktarmin artmasi ve mitokondriden

sizmas1 hiicrenin apoptoz yoluna girmesine neden olmaktadir (Colell, Ricci et al. 2007).

Kaspazlar, programlanmig hiicre 6liimiiniin (apoptoz) kritik aracilaridir. Bunlar arasinda,
kaspaz-3, bir¢cok onemli hiicresel proteinin spesifik boliinmesini katalize eden, siklikla
aktive olan bir 6liim proteazidir. Bununla birlikte, apoptozdaki bu (veya baska 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 tanimlanmstir. 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 yogunlagsmasi ve DNA fragmantasyonu icin vazgecilmezdir. Bu nedenle
kaspaz-3, hiicrenin sokiilmesi ve apoptotik cisimlerin olusumu ile baglantili bazi islemler

icin sarttir (Porter and Janicke 1999).

Grafikten anlagilacagi tizere H. aquaticus’da kontrol grubu ile karsilastirildiginda CYT-
C’nin GAPDH’e oranmi kontrole gore yiiksektir. Bu yiikseklik kontrol grubuna (yani
bdcek proteini eklenmemis ayni sartlar altinda ayn1 zamanda ¢ogaltilmis hiicreler) kiyasla
bakildiginda CYT-C’nin yiikksek miktarda salindigin1 gostermektedir. Bu durum
apoptoiz’in ve mitokondri dis zarlarmin gegirgenliginin artmasi ile kaspaz’larin
olusumunu indiiklemektedir. Ayn1 zamanda kaspaz’larin GAPDH oranina bakildiginda
ayn1 sekilde kontrol grubuna gore yiiksek c¢ikmaktadir. Bu yiikseklik kaspaz-3’iin
miktarinin kontrol grubuna gore fazla oldugunu gostermektedir. Bu fazlalik hiicrenin
hiicre dlimiine gotiirecek onciil kaspaz-3 aktivitesinin yiiksek miktarini ve varligini
gostermekte  boylelikle H. aquaticus proteinlerinin  hiicre  6limiine  hiicreyi

yonlendirdigini gostermektedir.
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H. syriacus’da ise yine aym sekilde kontrol grubu ile karsilastirildiginda CYT-C’nin
GAPDH’e orani kontroliin CYT-C’nin GAPDH oranina gore yaklasik olarak 2,25 kati
kadar ytiksektir. Bu yiikseklik kontrol grubuna ( yani bdcek proteini eklenmemis ayni
sartlar altinda ayn1 zamanda ¢ogaltilmis hiicreler) kiyasla CYT-C’nin H. aquaticus’dan
daha yiiksek miktarda salindigini ve daha etkin oldugunu gostermektedir. Ancak kaspaz-3
acisindan degerlendirildiginde H. aquaticus’a gore Kaspaz-3 miktar1 daha diisiik
kaldigint farkli bir yolagin hiicre 6limiinii desteklemis olacagini hiicre canlilik testi ile
karsilastirildiginda agiklamaktadir. Ancak proje ¢evresinde farkli yollaklarla ilgili ¢alisma
planlanmadigindan, bunun kesin kanitlar1 icin DNA fragmentasyonu real time pcr gibi
yontemler ile desteklenmesi gerekmektedir. Ancak bu ¢alismanin biitcesi ve kapsami

bunu kapsamamaktadir.



5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu sonuglar gostermektedir ki; ¢alisilan her iki tiire ait veriler degerlendirildiginde PC-3
kanser hiicre hattinda hiicresel Sliimiin kontrol grubuna gore daha yiiksek seviyede
gerceklestigini WST-1 hiicre canlilik testi ile ve CYT-c ve Kaspaz-3 aktivitelerine
bakarak protein diizeyinde de gozlemlenmis bulunulmaktadir. Bu galisma bir yiiksek
lisans tez caligmasi oldugundan dolay1 proje ¢ergevesi ig¢inde gerekli calismalar
tamamlanmistir. Hiicresel 6liimii belirlemek i¢in gerekli olan ek calismalar i¢in gerekli
olan biitce eksikligi ve siire kisitlamasi ile birlikte konunun genisligi agisindan
degerlendirildiginde calismanin devami doktora olarak planlanmis olmasiyla hiicre
olimiiniin hangi mekanizma ile gergeklestigi, daha farkli antikorlar kullanilarak hangi
proteinin daha aktif oldugu ve proteinlerin gen seviyeleri belirlenmesi ve hangi yolaklarin

etkin oldugu bulunabilir.
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