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1. OZET

Tiirk Propolisinin Akciger Kanseri (A549) Hiicre Serisi Uzerindeki Sitotoksik

Etkisinin Incelenmesi

Kanser, hiicre dongiisii kontroliiniin ortadan kalkmasi ve/veya azalmis apoptoz
nedeniyle ortaya ¢ikan patolojik bir durumdur. Propolis; arilar tarafindan kovanlarin ¢atlak
ve bosluklarini doldurmak ig¢in firetilen, ar1 kovanlarinda dogal olarak bulunabilen,
toplandigr bolgenin bitki ¢esitliligine, mevsimine, toplayan ar1 irkina gore icerik
farkliliklar1 gosterebilen mumsu, reginemsi yapida bir maddedir. Literatiirde degisik bolge
propolislerinin sitotoksik ve antiproliferatif etkilerine yogunlasan ¢ok sayida calisma
mevcut olup, bu ¢alismalarda propolisin sitotoksik etkinligi, igeriginde bulunan polifenolik
bilesiklere atfedilmektedir. Tiirk propolisinin kanser hiicre serilerindeki sitotoksisitesini
konu alan ¢aligmalar ise simirlidir. Bu c¢aligmada, Tiirk propolisinin diinyada en yliksek
mortaliteye sahip kanser tiirli olan A549 hiicre serisindeki sitotoksik etkisinin ve olasi etki

mekanizmalariin ortaya konulmasi amaglandi.

Etanollii propolis ekstraktinin antioksidan kapasitesi toplam fenolik icerik, toplam
flavonoid icerik ve demir indirgeme giicli testleriyle, sitotoksik etkinligi ise MTT
metoduyla belirlendi. Daha sonra etanollii Tiirk propolisi ekstraktinin A549 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkisinin mekanizmasi; apoptoz, mitokondri membran potansiyeli,
hiicre dongiisii, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri, endoplazmik retikulum stresi ve kaspaz

aktivitesi yoniinden incelendi.

Etanollii propolis ekstraktinin toplam polifenolik ve flavonoid igerikleri ile demir
indirgeme giicli degerleri gram propolis bagina sirasiyla; 124+1.5 mg gallik asit, 42+0.8
mg kuersetin ve 311+2.5 mg troloks esdegeri olarak bulundu. Ekstraktin A549 hiicre serisi
tizerindeki sitotoksik etkisinin normal fibroblast hiicrelerine gore segici oldugu gozlendi.
Ekstraktin A549 hiicrelerini hiicre dongiisiiniin G evresinde durdurdugu; hiicre i¢i reaktif
oksijen tiirlerinin miktarin1 arttirmasina bagli olarak mitokondri membran potansiyelini
azalttigi, endoplazmik retikulum stresini ve kaspaz aktivitesini arttirarak proapoptotik

ozellik gosterdigi belirlendi.

Anahtar Sézciikler: Akciger Kanseri, Apoptoz, Endoplazmik Retikulum Stresi, Hiicre

Dongiisti, Propolis, Sitotoksisite



2. SUMMARY

Investigation of Cytotoxic Effect of Turkish Propolis on Lung Cancer (A549)
Cell Line

Cancer is a pathologic condition where the normal mechanisms of cell cycle
regulation are dysfunctional either due to excessive cell proliferation, insufficient apoptosis
or both. Propolis, is a natural wax-like resinous substance found in bee hives where it is
used by honeybees as cement and to seal cracks or open spaces and its composition is
variable depending on varieties of the plants, geographical area from which the resin is
collected and the races of the bees. There have been many studies about cytotoxic and
antiproliferative effects of propolis from different countries in the literature and its
cytotoxic effects have been attributed its content of polyphenols. Even now, there are
limited studies about cytotoxic effects of Turkish propolis on cancer cell lines. By this
study it has been aimed to show cytotoxic effects and possible mechanism of this action of
Turkish propolis on A549 cell line which has the highest mortality rate worldwide.
Antioxidant capacity of ethanolic propolis extract was determined by total polyphenolic
content, total flavonoid content and ferric ion reducing power assays and cytotoxic activity
of ethanolic propolis extract was shown by MTT method. Then, mechanisms of cytotoxic
action of Turkish propolis on A549 cells were investigated with regard to apoptosis,
mitochondria membrane potential, cell cycle, intracellular reactive oxygen species,
endoplasmic reticulum stress and caspase activity. Total polyphenolic contents, total
flavonoid contents and ferric ion reducing power values of ethanolic propolis extract were
found as 124+1.5 mg gallic acid, 42+0.8 mg quercetin, and 311+2.5 mg trolox equivalents
per gram propolis, respectively. We observed that propolis extract exhibited selective
toxicity against A549 cells compared to normal fibroblast cells. We determined that
ethanolic extract of propolis had arrested the cell cycle at G; phase of A549 cells, induced
endoplasmic reticulum stress, caspase activity and apoptosis and decreased mitochondial

membrane potential by increasing the levels of intracellular reactive oxygen species.

Key words: Apoptosis, Cell Cycle, Cytotoxicity, Endoplasmic Reticulum Stress, Lung

Neoplasms, Propolis



3. GIRIS ve AMAC

Kanser, hiicre dongiisii kontroliiniin ortadan kalkmasi ve/veya azalmis apoptoz
nedeniyle ortaya ¢ikan patolojik bir durumdur (1). Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore
bulasict olmayan hastalik kaynakli 6limlerin % 63’1 kanser ile iliskilidir (2). Kanserli
hiicrelerin bazi karakteristik Ozellikleri vardir. Bu 6zelliklerin basinda, kontrollii hiicre
Olimii olan apoptozdan kagma egilimleri ve hiicre dongiilerini kontrol edememeleri
gelmektedir (3). Akciger kanseri diinyada en yiiksek mortaliteye sahip kanser tiirtidiir ve
erken evrelerde saptanamamasi hastaligin hizli seyrine, bu da hastalarin yagam siiresinin

kisalmasina sebep olmaktadir (2).

Glinlimiizde cerrahi girisim, kemoterapi, radyoterapi, hormon replasmani ve
immunoterapi kanserle miicadelede bagvurulan temel tedavi yontemleridir. Kemoterapi,
kanserle miicadelede siklikla basvurulan bir metod olup etkisizlik, ciddi toksisite ve ¢oklu
ilag direnci gibi dezavantajlar basar1 yiizdesini diisiirmektedir (4). Bunlara ilaveten bazi
kanser hiicrelerinin farmakolojik ajanlarla bile apoptoza yonlendirilememesi, onkoloji ve
farmakoloji alanimin hala ¢6zemedigi bir problemdir. Bundan dolay1 antikanser ilaclara
kars1 olan direnci yenebilmek icin yeni stratejilere ihtiya¢ duyulmaktadir. iste bu noktada
dogal triinler kanserli hiicrelerde apoptoz sinyal yolaklarini diizenleyebildikleri i¢in 6nem

kazanmaktadirlar (5).

Propolis ya da "bee glue" (ar1 zamki) kovanlarin ¢atlak ve bosluklarini doldurmak
icin arilar tarafindan iiretilen ve ar1 kovanlarinda dogal olarak bulunan, mumsu, re¢inemsi
yapida bir maddedir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda propolisin sabit bir bilesime sahip
olmadig1, toplandig1 bélgenin ve lilkenin bitki c¢esitlili§ine, hasat zamanina, toplayan ar1
irkina gore farkliliklar gosterdigi belirlenmis ve propolis igeriginde bulunan en az 180
bilesik karakterize edilmistir. Bu bilesiklerden 6zellikle flavonoid ve fenolik asitlerin
propolisin; antimikrobiyal, antioksidan, anti-inflamatuvar, antitiimoéral, antiiilser,
antiproliferatif ve immunomodiilator etkinliginden sorumlu olduklart diigiiniilmektedir (6).
Bunlarin sonucunda da basta gida, kozmetik ve ila¢ endiistrisi olmak tizere pek ¢ok ticari

cevrede propolise olan ilgi giin gectikge artmaktadir (7).

Son yillarda literatiirde propolisin antitiimoral ve immunomodiilator etkilerine
yogunlasan ¢ok sayida ¢alismanin mevcut oldugu goriillmektedir. Bu ¢alismalarda in vitro

ve in vivo deneylerle propolisin bu etkilerinin mekanizmalari arastirilmakta, sonuglar



kullanilan propolisin kimyasal kompozisyonu ve botanik orjini verileri ile yorumlanmakta
ve hatta ¢aligmalar derleme makalelerinin konusu haline gelmektedir (8, 9). Boyle oldugu
halde Tiirk propolisinin kanser hiicre serilerindeki sitotoksik etkinligini konu alan
calismalarin smirlt oldugu (10-13) ve heniiz akciger kanseri hiicre serilerinde herhangi bir

in vitro calisma yapilmadigi goriilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda; Tiirk propolisinin diinyada en yliksek mortaliteye sahip kanser
tiiri olan akciger kanseri (AS549) hiicre serilerindeki sitotoksik etkisinin incelenip,
ekstraktin hiicre dongiisii, apoptoz, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri ve endoplazmik

retikulum stresi ile iliskisinin incelenmesi amaglandi.



4. GENEL BILGILER
4.1. Propolis

Arilarin diinya tizerindeki varliklarinin milyonlarca yil 6nceye dayandigi tahmin
edilmekte ve bu siire boyunca tiim canlilarin arilardan faydalandiklar1 diistiniilmektedir. Bu
evrimsel basarmin, arilarin komplike sosyal organizasyonundan kaynaklandigr ileri
stiriilmekte ve bu basarinin ar1 {irlinlerine de yansidig: bildirilmektedir. Bal arilar1 yiiksek
kaliteli gida maddelerinin yani sira propolis gibi yapit malzemesi ve esi goriilmemis
savunma bilesikleri de iiretirler (7). Arilar, propolisi re¢cinemsi yapisindan dolay1 kovanin
catlak ve deliklerini kapatmada, kovanin tamirinde ve kovanin incelmis duvarlarin
giiclendirmede  kullanmaktadirlar.  Bununla  birlikte  propolis, kovandaki ar1
poplilasyonunun hastaliklardan korunmasi i¢in ¢ok dnemli bir biyolojik rol oynamaktadir.
Arilar; kapali ve sinirlt bir ortamda yasadigi ve bir arinin hastaligi hizla tiim popiilasyona
yayilabilme tehlikesi tasidigindan propolisin antiseptik 6zelligi olduk¢ca Onem
kazanmaktadir. Arilar kovana giren davetsiz misafirlerini 6ldiirdiikten sonra propolis ile
mumyalayip, cesedin clirliylip mikroorganizma {iretmesini engellemektedirler. Ayrica
kovanin i¢ten sivanmasinda kullanilan propolis, kovani kontrolsiiz hava akimindan ve dis
nemden de korumaktadir. Bu sayede kovanin su kaybi 6nlenmekte ve kovan iginin sabit
nemde kalmasi saglanmaktadir (6, 7). Propolisin enfeksiyonlara karsi bu miikemmel
koruyucu 6zelligi halk arasinda asirlardir bilinmekteyken modern bilim propolis ile ancak

1960’lardan sonra dogal iiriinlere olan genel egilim sonucu tanigabilmistir (7).

Propolisin arilar tarafindan bitkilerden toplanarak olusturuldugu gergegi ilk kez
Philipp ve Vansell ile Bisson isimli aragtirmacilarin c¢alismalariyla literatiire girmistir.
Propolisin bal arilar1 tarafindan agaglarin filizlerinden ve diger botanik kaynaklardan
toplandig1 kabul edilmektedir. Kavak, sogiit, hus, karaagac, kizilagag, kayin, atkestanesi ve
diger kozalakl1 agaclar propolisin botanik orjinini olugturmaktadir. Bal arilari, ¢igeklerin ve
yapraklarin koruyucu regine tabakalarini ¢eneleriyle toplamakta ve elde ettikleri pargalari
arka ayaklariyla kovana tasimaktadirlar. Bir ar1 kolonisi yilda 150-200 g propolis
toplayabilmekle birlikte bazi1 ar1 wrklarinda miktar bu rakamlardan daha da az
olabilmektedir. Propolis iireten ar1 irklarinin basinda Avrupa bal aris1 (Apis mellifera) ve
onun alt gruplarini olusturan Italyan bal aris1 (Apis mellifera ligustica), Avrupa kara aris1
(Apis mellifera mellifera) ve Karniyol bal arist (Apis mellifera carnica) gibi tiirler



gelmektedir. Sasirtict bir sekilde tropik bal aris1 (Apis cerana, Apis florae, Apis dorsata) ve

Afrika bal aris1 (African Apis mellifera) tiirlerinin propolis yapmadiklari belirlenmistir (6).

Son elli yildir propolisin; antibakteriyel, antifungal, antiviral, sitotoksik, antioksidan,
anti-inflamatuvar, immunomodiilator, antikanser ve daha pek c¢ok faydali biyolojik
Ozelligini ortaya koyan bilimsel ¢aligmalar yapilmistir. Bunlarin sonucunda da propolise
olan ilgi oOzellikle gida ve kozmetik endiistrisi basta olmak {iizere ticari cevrelerde
artmaktadir (7). Propolisin kimyasal ve biyolojik 6zellikleri iizerine kayda deger pek c¢ok
veri bulunmasina ragmen ila¢ endiistrisindeki tedavi edici uygulamalar1 ve kullanimlar
sinirlidir. Bunun ana sebeplerinden birisi propolis igeriginin toplandigi ekosistem ve

iklimden etkileniyor olmasidir (14).
4.1.1. Propolisin Tarihcesi

Arilarin ve ar1 Uiriinlerinin tarihsel siirecinin milattan 6nce 13000 y1l 6nce basladigina
inanilmaktadir. Bu tarihi bilgi yapilan kazilarda ortaya ¢ikan ari fosillerine ve kovan
benzeri yapilarin varhigina dayandirilmaktadir. Milattan 6nce 3100 yillarinda yapildig
hesaplanan hiyerogliflerde, Antik Misir’in an figiirleriyle temsil edildigi goriilmektedir.
Antik caglarda firavunlarin arilarla alakadar olduklar1 ve hatta bir firavunun "Ar: Kral"
olarak anildigi kesfedilmistir. Bazi tapinaklarin, krallarin istekleri dogrultusunda sadece
bal ve baldan ila¢ yapmak tizere arilara tahsis edilmis oldugu bildirilmektedir. Elde edilen
kanitlar propolisin sadece Misirlilar tarafindan degil, Persler ve Romalilar tarafindan da
kullanildigina igaret etmektedir. Antik Misir’da vazo ve bakir siis esyalari {izerinde
propolis yapan ar1 figiirleri betimlenmis ve propolisin hastaliklarin tedavisinde kullanildig:
motifleri islenmistir. Silva Veiga’ya gore bu donemlerde ar liriinlerinin faydal 6zellikleri
rahipler tarafindan bilinmekte ve bu nedenle o6liilerin bozulmasini Onlemek icin

mumyalamada kullanilmaktaydilar.

Antik Yunan doneminde de ariciligin ¢ok gelismis ve popiiler olduguna dair kanitlara
rastlanmaktadir. Aristaios, Apollo ve Cyrene gibi efsanelerde aricilik kavramlarina yer
verildigi goriilmektedir. Propolis (suburb, bee glue) kelime olarak Helenistik Antik Yunan
kokenlidir ve bir fiil olan "promalasso" (siirterek ya da ovusturarak yumusatma)
kelimesinden tiiretilmistir (6). Propolis sdzciigii eski Yunan’da, pro- i¢in "6n, giris" ve -
polis igin "sehir" kelimeleri bir araya getirilerek bal arilarinin kovani savunmasi ile ilgili

olarak "sehrin ya da kovanin savunmasi" anlaminda kullanilmistir (15).



Antik  Yahudiler propolis kelimesine karsilik Ibranice "Tzori" kelimesini
kullanmiglar ve onu bir ilag olarak degerlendirmislerdir. Eski Ahit’de "Tzori" ve onun
terapotik etkilerine vurgu yapilmaktadir. Incil’de gecen "Balm of Gilead" (pelesenk yag1)
tabirinin de propolisi tarif ettigi ileri siiriilmektedir. Bu adi gecen pelesenk yaginin Saba
melikesi Belkis’in Kral Siileyman’a bir hediyesi oldugu rivayet edilmektedir. Yunanlilar
propolisi parfiim yapiminda da kullanmiglar, 15°den fazla Yunan/Romali yazar propolisin
bal ve art mumundan sonra ii¢iincii ar1 tiriinii oldugunu belirtip hazirlanis1 ve kullanisi
hakkinda bilgiler vermistir. Hipokrat yaralarin ve iilserin tedavisinde propolis kullandigini
aktarirken, milattan sonra 50’li yillarda yasamis olan Pedanios Dioscorides isimli bitki
bilimci "De materia Medica" adli eserinde propolisin medikal amaglh kullanim sekillerini
tarif etmistir. Milattan sonra 1. yiizyilda yagamig Cornelius Celsus "De Medicina Celsus"
adli eserinde propolisin kanli irin, agik yara ve apse tedavisinde kullanilabilecegini
yazmigtir. Kuran’da da Nahl suresinde (68 ve 69. ayetler) ar1 adinin gegtigi ve ari
tirtinlerinin insanlara faydali oldugu yoniinde ayetler bulunmaktadir. Bu ayetlerde "Rabbin
bal arisina vahyetti: Daglarda, agaglarda ve onlarin kurduklar1 ¢ardaklarda kendine evler
edin" ve "Sonra meyvelerin tiimiinden ye, bdylece Rabbinin sana kolaylastirdigi yollarda
yiirli-uguver. Onlarin karinlarindan tiirlii renklerde serbetler ¢ikar, onda insanlar i¢in bir
sifa vardir. Siiphesiz diislinen bir topluluk i¢in gercekten bunda bir hikmet vardir" ifadeleri
yer almaktadir. Araplar da propolisi bu yiizyillarda bilmekte, hatta Ibn-i Sina iki tiir ar1
mumundan birinin agik, digerinin koyu renkli oldugunu ve koklandiginda hapsirmaya
sebep olabileceklerini yazmakta, bahsettigi koyu renkli maddenin propolis olduguna
inanilmaktadir. Pers el yazmalarinda ise propolis; egzema, kas agris1 ve romatizma

tedavisinde kullanilan bir ila¢ olarak ge¢mektedir.

Orta Cag’da propolisin agiz ve bogaz enfeksiyonlar1 ile dis rahatsizliklarinin
tedavisinde kullanildigina dair kanitlar mevcuttur. Yine bu yillarda propolise "Rus
penisilini” denildigi goriilmektedir. Ronesans’tan sonra yayimlanan John Gerard’a ait "The
History of Plants" adli eserde propolisten yapilan merhemin inflamasyon temelli
hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegini vurgulanmaktadir. Propolis, 17. yiizyil
Ingiltere farmakopelerine yara iyilestirici ozelligi ile girmistir. Propolisin kimyasal
kompozisyonu ile ilgili ilk ¢alismalar 20. yiizyilda baslamis, kimyanin ilerlemesi ile

birlikte bu alanda da hiz kazanmilmis, bilim insanlar1 bir yandan propolisin icerigindeki



maddeleri ortaya c¢ikarirlarken bir yandan da biyolojik etkinliklerini ortaya koymaya

baslamiglardir (6).
4.1.2. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolis; yapiskan ve regineli bir madde olup, rengi toplandigi bitki Ortiisiine ve
depolama siiresine bagl olarak, sari-yesilden koyu kahverengiye kadar degisebilmektedir
(16). Caligmada kullanilan propolis oOrnekleri Resim 1’de gosterilmistir. Propolis
karakteristik olarak 60-70 °C’de s1v1 haldeyken bazi tiirlerinin sivilagsmasi i¢in 100 °C’nin
tizerine ¢ikmak gerekmektedir. Yiksek sicakliklarda yumusak, biikiilebilir ve oldukc¢a
yapiskan bir kivamda iken, sogutuldugunda ya da kismen donduruldugunda oldukga sert ve
kirilgan bir yap1 kazanmaktadir (6). Propolis re¢inemsi yapisindan dolayr nadiren ham
haliyle kullanilabilmekte, bundan dolayr ¢ogunlukla ¢esitli ¢oziiciiler kullanilarak farkli
ekstraksiyon islemleriyle ekstrakt haline getirilmektedir (17). Kullanilan ekstraksiyon
yontemine ve ¢oziiciiye gore de propolis ekstraktlar1 farkli aktiviteler sergileyebilmektedir
(18). Propolisin su ve hidrokarbon ¢oziiciilerde diisiik, alkol tiirevlerinde ise yiiksek oranda
¢Oziiniirliik gosterdigi belirlenmistir (19). Propolis ekstrakti hazirlamada en sik kullanilan

¢Oziicii etanol olup, zaman zaman metanol ve sulu propolis ekstraktlar1 da tercih

edilmektedir (18).
4.1.3. Propolisin Kimyasal Ozellikleri ve Icerigi

Bugiline kadar yapilan c¢alismalarda propolisin; sabit bir bilesime sahip olmadigi,
toplandig1 bolgenin bitki cesitliligine, mevsime, toplayan ari irkina goére farkliliklar
gosterebildigi belirlenmistir (6). Ham propolisin bilesimi kaynagma gore degismekle
birlikte, genellikle % 50 regine ve balsam [fenoller, fenolik asitler, flavanonlar (kuersetin,
galangin, pinosembrin), dihidroflavanonlar, flavonlar, kalkonlar, flavanoller, fenolik
gliseridler, sinnamik asit, kumarik asit, prenillenmis bilesikler ve artepilin C] % 25-30

mum, % 10 ugucu yag, % 5 polen, % 5 organik ve mineral bilesiklerden olugsmaktadir (15,
20-22).
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Resim 1. Calismada kullanilan propolis numuneleri (Turan’dan, 20).

Propolis iceriginde bulunabilen temel bilesik siniflari; flavonoidler ile ¢esitli fenolik
ve aromatik bilesiklerdir. Bu smiflar disinda birgok B-kompleks vitamini, 6nemli
mineralleri ve eser elementleri de i¢ermektedir (20). Propolis igeriginde bulunabilen
baslica bilesikler Tablo 1’de verilmistir. Flavonoidler bitkilerde glikozidleri seklinde
bulunurlarken, propolis igerigindeki flavonoidler ise aglikonlar1 seklinde bulunmaktadir.
Bu durumun arilarin propolis toplarlarken salgiladiklar1 B-glikozidazlarin bitkisel

flavonoidlerdeki seker birimlerini kesmelerinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir (23).

Avrupa, Asya, Kuzey ve Giiney Amerika ile Afrika’dan toplanan propolis
orneklerinin kimyasal igeriklerinin birbirinden farkli oldugu bildirilmektedir (20, 24).
Avrupa ve Cin propolis orneklerinin ¢ogunlukla flavonoid ve fenolik asit tiirevlerini
icerdikleri, tropikal bolge propolis orneklerinin ise genellikle flavonoid bakimindan fakir
oldugu bilinmektedir (14). Iliman kusak bolgelerine ait propolis drneklerinin flavonoidler
ve sinnamik asit tiirevleri gibi fenolik bilesiklerce zengin oldugu bildirilmekle birlikte bu
orneklerde diterpenlerin ve prenillenmis bilesiklerin eser miktarlarda bulunduklari, tropikal
Giliney Amerika propolisinde ise bu bilesiklerin esas igerigi olusturmakla beraber yapida
lignanlarin ve flavonoidlerin de bulunabilecegi vurgulanmaktadir (25). Iliman kusak
tilkelerinden elde edilen propolis numunelerinde bugiine kadar fenolik asitler, fenolik asit

esterleri ve flavonoidler gibi ana siniflara dahil 300 kadar bilesik belirlenmistir (26).



Tablo 1. Propoliste bulunan baslica bilesenler ve miktarlar1 (Demir’den, 27).

Bilesenler Ana Maddeler Miktar (%0)
Recine Flavonoidler
Fenolik asitler ve esterleri % 45-55
Terpenler
Mum ve yag asitleri Ar1 veya bitki kaynakli mum % 25-35

Bitkilerden ¢coklu doymamis yag asitleri

Esansiyel yaglar Ucucu bilesenler % 10

Polen Eser elementler % 5

Serbest amino asitler

Diger maddeler Laktonlar
Steroidler % 5
Sekerler

Kinonlar

4.1.3.1. Flavonoidler

Flavonoid terimi Latince sar1 anlamina gelen "flavus" kelimesinden tiiremistir (28).
Flavonoidler; polifenolik bilesikler grubunun bir {iyesi olan, meyvelerde, sebzelerde, cay
ve meyve suyu gibi iceceklerde dogal olarak bulunan, 15 karbon atomundan meydana
gelen, ti¢lii halkali yapiya gesitli fonksiyonel gruplarin takili olmasiyla olusan bilesiklerdir
(23, 29). Yapiya takili hidroksil gruplarimin konumunun ve sayilarmin flavonoidlerin
farmakolojik aktivitelerini etkiledigi yoniinde genel bir kami vardir (23). Flavonoidler
antioksidan o6zelliklerini yapilarindaki karbonil ve hidroksil gruplari, ¢ift baglar1 ve 3°,4’-
dihidroksi katekol konfigiirasyonlar1 ile kazanmaktadirlar (30, 31). Ayrica genellikle 3.
karbon atomuna bagli hidroksil grubu {izerinden gerceklesen glikozilasyonun

flavonoidlerin antioksidan etkinligini azalttigi bildirilmektedir (23, 32). Flavonoidler
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yapisal Ozelliklerine gore; flavonlar, flavonoller, flavanonlar, izoflavonlar, katesinler,

kalkonlar, antosiyanidinler ve 16koantosiyanidinler gibi alt gruplara ayrilmaktadirlar (23).

Polifenolik bilesikler diyetle organizmaya giren, degistirilmeden emilebilen,
hidroksilasyon, metilasyon, siilfatasyon ve glukuronasyon gibi reaksiyonlarla metabolize
edilebilen eksojen antioksidan molekiillerdir. Alkolde ¢ozlinmelerinin emilimlerini
arttirdigr bildirilmektedir. Sindirilen polifenollerin ¢ogunlugu ince bagirsak bakterileri
tarafindan da pargalanabilmektedir (23). Bitkilerdeki fizyolojik rollerinin yani sira insan
diyetinin de Onemli bir pargast olmasina ragmen flavonoidler besin olarak

degerlendirilmemektedir (28).

Bugiine kadar propolisten 38’den fazla flavonoid izole edilmis olup; galangin,
kaemferol, kuersetin, pinosembrin, pinostrobin ve pinobanksin bunlara 6rnek olarak
verilebilir. Propolisin fenolik bilesikleri arasinda baslica; sinnamil alkol, sinnamik asit,
vanilin, benzil alkol, benzoik asit, ferulik asit, kafeik asit ve esterleri yer almaktadir (33).
Propolis igeriginde bulunabilen bazi polifenolik bilesiklerin agik molekiil yapilart Sekil

1’de verilmistir.

Fenolik asitlerin biyolojik antioksidan ozellikleri; serbest radikalleri (siiperoksit
anyonu, hidroksil iyonu gibi) yakalayabilme, agir metal (demir, bakir gibi) iyonlarini
selatlayabilme ve oksidazlari inhibe ederek enzim aktivitelerini degistirebilme hipotezleri
ile agiklanmaktadir (23). Flavonoidlerin serbest radikal toplama kapasitelerinden dolay1
gosterdikleri antioksidan ozellikleri, onlar hakkinda daha pek ¢ok alanda ¢aligma yapma
ithtiyacint beraberinde getirmektedir. Son yillarda yapilan g¢aligmalarda, flavonoidlerin
antioksidan Ozelliklerinin yaninda; hiicre proliferasyonu iizerinde etkili olduklari,
anjiyogenezi ve hiicreler arasi sinyal mekanizmasini inhibe, DNA tamir enzimlerini ise
aktive edebildikleri ortaya konulmustur (34, 35). Ayrica flavonoidlerin alkilleyici ajanlara,
polisiklik ~ aromatik  hidrokarbonlara,  radyoaktif =~ kimyasallara  ve  diger
mutajenlere/karsinojenlere karsi antigenotoksik aktiviteye sahip oldugu, bundan dolay1 da
giinliik diyete ilaveten cesitli kaynaklardan (yesil ¢ay, kirmizi iiziim, propolis gibi) alinan
polifenollerin, 6zellikle kardiyovaskiiler hastaliklar ve kansere karst koruyucu olabilecegi

vurgulanmaktadir (31, 36, 37).

Bununla beraber tiim polifenollerin tamamen saglikli oldugunu diisiinmenin de yanlis

olabilecegi vurgulanmaktadir. Bazi1 polifenol tiirlerinin konsantrasyona ve maruz kalma
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stiresine bagli olarak mutajenik ve pro-oksidan ozellik gosterebilecegi, dolayisiyla
topoizomeraz enzim aktiviteleri, prostanoid biyosentezi ve sinyal transdiiksiyonu gibi

esansiyel biyokimyasal yolaklar1 olumsuz etkileyebilecegi de ileri siiriilmektedir (36).

OH

_~_OH s OH

/’ 'I/\/I\OH HO PP /\)
L™ O™

' l
OH O O

OH O
Kuersetin Krisin Kafeik asit
_ | OH l S /OH
| O\|/~\\\/ =
Ho_
OH O

oH 0

Kaemferol Apigenin p-kumarik asit

Sekil 1. Propolis igeriginde bulunabilen bazi polifenolik bilesiklerin kimyasal yapilari
(Szliszka’dan, 34).

4.1.3.2. Ar1 Mumu, Yag Asitleri ve Esansiyel Yaglar

Propoliste bulunan ar1t mumu ve yag asitleri propolis igeriginin yaklagik % 30’unu,
ugucu bilesenler ise yaklasik % 10’unu olusturmaktadir (27). Ar1t mumu bilesimi baslica;
mono esterler, poliesterler, uzun zincirli hidrokarbonlar, hidroksi esterler, uzun zincirli yag
asitleri ve asit esterlerinden olusmaktadir. Yapilan ¢aligsmalar, propoliste bulunan ugucu
yaglar, terpenler ve art mumu gibi bilesenlerin propolisin biyolojik etkisini ve kimyasal

ozelliklerini anlaml1 bir sekilde etkilemedigini ortaya koymustur (20).
4.1.3.3. Mineral Elementler ve Diger Maddeler

Propolis iceriginde bulunan mineral elementleri belirlemek amaciyla atomik
absorbsiyon spektroskopisi ile yapilan ¢alismalarda, Makedonya’dan toplanan propolis
numunelerinde; Ca, Mg, K, Na, Fe ve Zn; Kiiba’dan toplanan propolis numunelerinde ise
Fe, Mn, Zn, Cu elementleri belirlenmistir (27). Ayrica propolis icgeriginde B, C ve E
vitaminlerinin yan sira arilarin tiikiiriik salgilarindan kaynaklanan a-amilaz, B-amilaz, o-

laktamaz, B-laktamaz, maltaz, esteraz, siiksinik dehidrogenaz, glukoz-6-fosfataz, adenozin
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trifosfataz, asit fosfotidaz ve transhidrogenaz gibi enzimlerin bulunabildigi de
bildirilmektedir (22, 23).

4.1.4. Propolisin Biyolojik Ozellikleri

Propolisin biyolojik 6zelliklerinin igeriginde bulunan polifenollerden kaynaklandig:
ileri siiriilmektir (27). Propolisin farmakolojik 6zelliklerinin ortaya ¢ikisinda bazi bilesikler
bagimsiz katki sunarken, genellikle igerikte bulunan tiim bilesenlerin sinerjik etkisinden
bahsedilmekte ve yaklasik olarak 70 mg/giin konsantrasyonun erigskin insanlar igin
giivenilir tiikketim miktar1 oldugu bildirilmektedir (14, 18). Propolisin; antifungal, antiviral,
lokal anestezik, noroprotektif, antibakteriyel, tiimdrisidal, antimutajenik, radyoprotektif,
kardiyoprotektif, hepatoprotektif, immiinostimiilator, sitostatik, yara iyilestirici, apoptotik,
antioksidatif, anti-inflamatuvar, antimetastatik, antigenotoksik ve antiproliferatif 6zellikleri

cesitli caligmalarla ortaya konulmustur (19, 27, 38-49).

Degisik tilkelerden elde edilen propolis numunelerinin farkli kimyasal yapiya sahip
olmalari, farkli biyolojik aktiviteler sergilemelerine neden olabilmektedir. Ancak bu
durumun her farmakolojik 6zellik icin aym olmadigi da vurgulanmaktadir. Ilging bir
sekilde karasal ve ekvatoral bolgeleri de icine alan farkli bolgelerden toplanan ve farklh
kimyasal yapiya sahip olan propolis drneklerinin, benzer biyolojik aktiviteler gosterdigi de
bulunmustur. Propolis; arilar tarafindan kovanda enfeksiyonlardan korunma amaciyla
kullanilmaktadir ve bu nedenle degisik propolis tiirlerinin hem antibakteriyel hem de
antifungal 6zellik gdstermesi dogaldir. Bu sebeple gbzlenen aktivitenin sadece belirli bir
bilesik grubuna atfedilmesi dogru bulunmamaktadir. Nitekim propolisin antibakteriyel
aktivitesinden sorumlu bilesik gruplart; kavak tipi propoliste flavonlar, flavononlar, fenolik
asitler ve onlarin esterleri iken, Baccharis tipi (Brezilya) propoliste prenillenmis p-kumarik
asitler, diterpenler, kirmizi Kiiba propolisinde ise prenillenmis benzofenonlardir. Bu
nedenle propolisin antibakteriyel 6zelligi tiim diinyada propolisin iizerinde en ¢ok ¢alisilan

biyolojik 6zelligi olmustur (49).
4.1.5. Propolisin Antikanser Ozellikleri

Propolis ile yapilan gerek in vitro gerekse in vivo ¢aligmalarda, propolisin antikanser
terapide hedeflenen etkilere sahip olabilecegi ileri siiriilmektedir (9). Propolisin; in vitro
kosullarda kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini durdurabilen ve/veya bu hiicrelerde apoptozu

arttirabilen kafeik asit, kafeik asit fenetil esteri (CAPE), artepilin C, kuersetin, naringenin,
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galangin, kaemferol ve genistein gibi bilesikleri ihtiva ettigi bildirilmektedir. Ayrica
propolisin deneysel modellerde; akciger, agiz, deri, 6zofagus, mide, kolon, prostat ve
meme kanserlerinin gelisimini inhibe edebildigi de ortaya konulmustur (23). Propolisin in
Vivo antitimoral etkisi immiinomodiilatér etkinligine dayandirilmaktadir. Bu etki
mekanizmasi; makrofaj aktivasyonu araciligi ile makrofajlardan salinan faktorlerin
tiretiminin arttig1, bu faktorlerin de dogrudan kanser hiicrelerine etki ederek ya da diger
immiin hiicrelerini aktive ederek spesifik olmayan tiimor cevabmin olustugu seklinde

aciklanmaktadir (8).

Propolisin ve ondan izole edilen bilesiklerin antitimdral etkilerinin ortaya
konulmasi, propolisi yeni nesil antikanser ilag gelistirme noktasinda potansiyel bir hedef
haline getirmistir. Uygun konsantrasyon araliklarinda propolisin ratlarda ve insanlarda yan
etki gostermemesi de bu ilgiyi arttirmaktadir. Propolisten her gecen yil yeni bilesikler izole
edilmekte ve bu bilesiklerin de antikanser etkinlikleri  bireysel olarak
degerlendirilmektedir. Baz1 aragtirmacilar bu sekilde izole maddelerin antikanser etkinligi
ile ilgilenirken, bazilar1 ise biitin ekstrakt kullanip sinerjik etkiyi goérmeyi tercih
etmektedirler (8).

4.2. Radikal Kavrami ve Oksidatif Stres
4.2.1. Serbest Radikaller

Atomlarin ¢ekirdekleri etrafinda donen elektronlar, belirli enerji diizeylerinde,
birbirine zit momentli giftler seklinde bulunmaya meyillidirler. En dig yoriingede bulunan
elektron ¢iftinin dengesi, yOriingeye bir elektron girmesi ya da ¢ikmasiyla bozulursa,
momenti dengelenmemis bu tek elektron; atoma ya da molekiile biiyiik bir aktiflik
kazandirir. Bir ya da daha fazla eslesmemis elektron igceren, bagimsiz olarak varliginm
stirdiirebilen molekiil, atom veya atom gruplarina "serbest radikal" ad1 verilir ve molekiiliin
kimyasal simgesinin sag iist kosesine konan nokta veya ¢izgiyle (R°, R") gosterilir (51).
Fe**, cu®*, Mn? ve Mo™* gibi gecis metalleri eslesmemis elektronlara sahip olduklar
halde serbest radikal olarak kabul edilmemekte, fakat serbest radikal olusumunda 6nemli
rol oynadiklari bilinmektedir. Serbest radikaller pozitif yiikli, negatif yiikli veya
elektriksel olarak yiiksiiz olabilirler. Serbest radikal tanimina gore, molekiiler oksijen
biradikal olarak degerlendirilmektedir. Biradikal oksijen, radikal olmayan maddelerle

yavas reaksiyona girdigi halde, diger serbest radikallerle hizlica reaksiyona
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girebilmektedir. Biradikal oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin
ters yoniinde olan baska bir orbitale yer degistirmesiyle singlet oksijen (‘O5) olusmaktadur.
Organizmada gecis metallerini (Fez+, Cu® gibi) iceren enzimler vasitasiyla molekiiler
oksijene tek elektronlarin transferi suretiyle, oksidasyon reaksiyonlari meydana
gelmektedir. Molekiiler oksijen, biradikal dogasinin bir sonucu olarak yiiksek derecede

reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturma egilimindedir (20).

Serbest radikaller; radyasyona, sigara dumanina ya da hidrokarbonlara maruz kalma,
sigara, alkol, uyusturucu kullanimi, cerrahi stres, iskemi, travma gibi disg faktorlerin
etkisiyle olusabildigi gibi aktive olmus fagositler (solunumsal patlama), mitokondriyal
elektron transportu, enzim aktiviteleri (0zellikle oksidazlar) ya da arasidonik asit

metabolizmasi gibi i¢ faktorlerin etkisiyle de olusabilmektedir (27).

Iki serbest radikal karsilastiklarinda, her ikisinin de eslesmemis elektronlart bir
kovalent bag olusturacak sekilde birlesebilir ve radikal 6zelliklerini kaybedebilir. Radikal,
eslesmemis elektronunu eslemek tizere radikal olmayan bagka bir bilesikten elektron
alabilir, elektron verebilir ya da radikal olmayan bir bilesige katilabilir. Ancak bu
reaksiyonlarin sonunda, radikal olmayan bilesik radikal hale gelebilmektedir. Bu nedenle
serbest radikallerin radikal olmayan bilesiklerle reaksiyonlar1 birbirini izleyen zincir
reaksiyonlar1 seklinde olmaktadir (27, 53). Bu ozellikleri ile reaktif oksijen tiirleri, Tablo

2’de verildigi gibi iki ana baglik altinda incelenmektedir.

Tablo 2. Biyolojik 6nemi olan reaktif oksijen tiirleri (Demir’den, 27).

Radikal Olanlar Radikal Olmayanlar
Siiperoksit (07") Hidrojen peroksit (H,0)
Hidroksil (OH") Hipoklor6z asit (HOCI)
Peroksil (RO,) Ozon (O3)

Alkoksil (RO") Singlet Oksijen (*0,)
Nitrik oksit (NO") Peroksinitrit (ONOQ")
Hidroperoksil (HO,") Hidroperoksit L(R)OOH
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4.2.2. Serbest Radikal Tiirleri
4.2.2.1. Siiperoksit Radikali

Siiperoksit, hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu olusan bir serbest radikaldir. O," radikali hiicrelerde rediikte elektron
tagtyicilarinin otooksidasyonu ile tiretilmektedir. Oz olusumu; elektron tasiyicisinin redoks
durumuna ve ortamdaki oksijen derisimine baglidir. Uzun bir yar1 émre sahip olup,
lipofilik 6zellik gostermektedir. Bu 6zelliginden dolay1 da olustugu yerden uzak bolgelere
difiizyonla yayilabilmektedir. Zayif bir oksidan olan O3 radikalinin kendi basina onemli
hiicre hasarlarina yol agmas1 miimkiin goriilmemektedir. Ancak O  radikalleri oksidatif
strese yol agabilen bir dizi reaksiyonlar1 (Haber-Weiss gibi) baslatabilmektedir. Bu
reaksiyonda O;" ve H,0;; Fe?* varliginda etkileserek oldukga reaktif olan hidroksil (OH)

radikallerini olusturmaktadir.
O, +e — 02.
H,0,+ O," — OH’ + OH" + O, (Haber-Weiss Reaksiyonu)

Uretilen bu OH" radikalleri oldukga reaktif olup, DNA gibi biyomolekiillerle reaksiyona
girerek 6nemli hasarlara yol agabilmektedir (20, 27).

4.2.2.2. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali, biyolojik sistemlerde bulunan en giiclii serbest radikal olarak
kabul edilmektedir. H,O,’nin Fe** veya Cu®* ile reaksiyona girmesiyle OH" olusmaktadir.
H,0, toksisitesinin biiyiik ¢ogunlugunun temelinde, bu olusan OH radikalinin oldugu
diistiniilmektedir. Bu reaksiyon ilk defa 1894 yilinda Fenton tarafindan gdzlendigi icin
"Fenton reaksiyonu" olarak adlandirilmaktadir. OH" radikalleri basta lipid, protein ve
niikleik asitler (DNA ve RNA) olmak iizere hemen hemen biitiin hiicresel molekiillerle
reaksiyona girebilmektedirler. OH" radikallerinin, DNA’da bulunan deoksiriboz
molekiiliine etki ederek cesitli tirlinler olusturabildigi ve olusan bu firiinlerin bazilarinin
mutajenik olabildikleri vurgulanmaktadir. Yine OH’ radikalleri aromatik halkaya katilma
ozelligi gosterdiklerinden, DNA ve RNA’da bulunan piirin ve pirimidin bazlarina
katilarak, radikal olusumuna neden olabilmektedirler. Bu gibi bir dizi reaksiyona
katilabilen OH’ radikali, DNA’nin baz ve seker yapilarinda da ciddi hasarlar olusturarak

DNA f{izerinde zincir kiriklar1 meydana getirebilmektedir. Hasarin ¢ok kapsamli olmasi
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durumunda, olusan hasar hiicresel koruyucu sistemler tarafindan tamir edilememekte ve

bunun sonucunda mutasyonlar ve hiicre 6liimleri meydana gelebilmektedir (20, 27).
4.2.2.3. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit, eslesmemis elektrona sahip olmadigindan bir radikal olarak
kabul edilmemektedir. O,  radikalinin, hidrojenle verdigi reaksiyona "Dismutasyon
Reaksiyonu™ adi verilmekte ve dismutasyon hizi asidik pH degerlerinde hizlanmaktadir.
Reaksiyon su sekilde ifade edilmektedir:

202.+2H+—>H202+02

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen bilesikleri
kapsamma girmektedir. Ciinkii Fe** veya diger gecis metallerinin varliginda Fenton
reaksiyonu, O, radikalinin varliginda ise Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve
zarar verici serbest oksijen radikali tirii olarak kabul edilen OH radikalini

olusturabilmektedir (20, 27).
Fe?* + H,0, —» Fe** + OH'  (Fenton Reaksiyonu)
0O,"+ H,0, —» OH  + OH'+ O, (Haber-Weiss Reaksiyonu)
4.2.3. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Reaktif oksijen tilirlerinin miktari; inflamasyon, radyasyon, yaslanma, yiiksek
parsiyel oksijen basinci, Os, azot dioksit, kimyasal maddeler ve ilaglar gibi uyaranlarin
etkisiyle artmaktadir. Serbest radikallerin; hiicrelerdeki lipid, protein, DNA, karbohidrat ve
enzim gibi tim biyomolekiillere zararli etkilerinin olabilecegi vurgulanmaktadir. O;" ve
OH" radikalleri; sitoplazma, mitokondri, ¢ekirdek ve endoplazmik retikulum
membranlarinda lipid peroksidasyonunu baslatabilmekte, bunun sonucu olarak da
membran gecirgenligi artmaktadir. Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki siilfhidril
gruplart ve diger aminoasit kalintilari okside olabilmekte, bu durum da protein
konformasyonlarini,  protein-protein  etkilesimlerini  veya enzim  aktivitelerini
degistirebilmektedir. Serbest radikaller karbohidrat depolimerizasyonuna ve DNA {iizerinde

zincir kiriklarina da sebep olabilmektedirler (54, 55).

Reaktif oksijen tiirleri; hiicre sinyalizasyonunda sekonder haberci olarak kabul
edilmekte ve normal hiicrelerin ¢esitli biyolojik prosesleri i¢in gerektigi bilinmektedir.

Nanomolar seviyelerdeki ROS hiicre i¢in mitojen karakterde olup hiicrenin hayatta
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kalmasi, farklilagmasi, cogalmasi ve anjiyogenez gibi biyolojik siireglerin kontrolii
acisindan onemlidir. Fizyolojik kosullar altinda ROS siirekli olarak olusmakta ve ilgili
ROS temizleyici mekanizmalar tarafindan ortadan kaldirilarak hiicre icinde ROS dengesi
saglanmakta ve bu denge hiicrelerin metabolik ve immiin strese adaptasyon
saglayabilmesi, farklilagabilmesi ve ¢ogalabilme sinyalizasyonu i¢in son derece dnem arz
etmektedir. Bu dengenin hiicre disi veya hiicre ic¢i sebeplerle bozulmasindan dolay:
meydana gelebilecek ROS artis1 "oksidatif stres" adi verilen hiicreye zarar veren
mekanizmalar1 ve anormal hiicre sinyalizasyonunu aktiflerken; ROS azalmasi ise hiicre
sinyalizasyonunun bozulmasina dolayisiyla hiicresel homeostazisin sekteye ugramasina
neden olabilmektedir. Bundan dolayi yiiksek seviyelerdeki ROS hiicre i¢in toksik olmakta,
hiicre ¢ogalmasini durdurucu ya da hiicre 6liimiinii aktifleyici yolaklar1 tetiklemektedir

(56).

Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre harabiyetinin, iskemi/reperfiizyon
hasari, Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi, akut renal yetmezlik, diyabet, bdbrek
yetmezligi, anfizem/bronsit, kanser, yaslanma, serebrovaskiiler bozukluklar gibi bir¢cok

patolojik olayda ve hastalikta rolii oldugu diisiiniilmektedir (27, 55).
4.2.4. Antioksidan Savunma Sistemi

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek
icin viicutta "antioksidan savunma sistemi" adi verilen savunma mekanizmalari
bulunmaktadir. Antioksidan sistem elemanlar1 Tablo 3’de Ozetlenmistir. Biitiin hiicreler
giiclii savunma sistemlerinin varli§1 ile oksidatif strese karsi miicadele etmektedir.
Savunma sistemleri; serbest radikal toplayicilar ve bazi enzimlerden olusmakta olup,
savunma sisteminde Oncelikle enzim sistemi etkili olmaktadir. Antioksidanlar reaktif
oksijen ftriinlerini inaktive eden ve bu nedenle oksidatif hasar1 6nleyen ya da geciktiren
bilesiklerdir (57). Gidalar ile alinan antioksidanlarin basinda E vitamini, C vitamini,

fenolik bilesikler ve karotenoidler gelmektedir (55).
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Tablo 3. Antioksidan savunma sistemi elemanlar1 (Demir’den, 27).

Enzimatik Enzimatik Olmayan
Glutatyon S-transferaz (GST)  Askorbik asit (VitC)  a-Tokoferol (Vit E)
Glutatyon peroksidaz (GPx) Glutatyon (GSH) Seruloplazmin
Stipreoksit dismutaz (SOD) Transferrin Polifenoller
Tiyoredoksin rediiktaz (TR) Laktoferrin Melatonin
Glutatyon rediiktaz (GR) Bilirubin Alblimin
Katalaz (CAT) B-karoten Urik asit

Antioksidanlarin  oksidatif strese karsit koruyuculuklari, ROS’lara karsi
reaktivitelerine baglidir. In vitro ¢alismalar flavonoidler, fenolik asitler ve karotenoidler
gibi dogal bilesiklerin ¢ok etkili ROS siipiiriiciileri olduklarini ortaya koymakla birlikte bu
bilesiklerin kendilerinin de reaktif sekonder radikaller olabilecegini vurgulamaktadir. Bu
sekonder radikaller hiicre icine ulasip lipidler, proteinler ve DNA gibi kritik hedeflerde
sitotoksik ve genotoksik etkilere yol agabilecek degisiklikler yapabilirler. Gidalarda
bulunan antioksidan o&zellikteki bilesiklerin antikarsinojen Ozellik tasiyabildigi de
bildirilmektedir. Bu bilesiklerin islevleri; serbest radikalleri ortadan kaldirmak, antioksidan
savunma enzimlerinin aktivitesini arttirmak ya da redoks homeostazindaki biyokimyasal

olaylar etkilemektir (58).
4.2.5. Oksidatif Stres ve Hastaliklardaki Rolii

Serbest radikal olusumu ve antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki dengenin
bozuldugu durumda ortaya c¢ikan patolojik durum "oksidatif stres” olarak
adlandirilmaktadir (59). Serbest tiyol ve protein disiilfitlerinin oksidasyonu, ATP
havuzundaki azalma, serbest sitozolik kalsiyumun yiikselmesi, sitoiskelet elemanlarinin
biitiinligliniin ~ kaybolmasi, plazma membram1 gegirgenliginin artmasi, plazma
membraninda artmis peroksidasyon, sitozolik bilesenlerin hiicre disina ¢ikmasi ve artmis
DNA hasari oksidatif stresin baglica bulgular1 arasinda gosterilmektedir (60). Oksidatif
stresin biyolojik etkilerinin; olusan ROS’larin igerigine, maruz kalma siiresine ve
konsantrasyonuna ayni zamanda maruziyet esnasinda hiicre dongiisiiniin durumuna bagh

oldugu kabul edilmektedir (27).
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Oksidatif stres; ateroskleroz, diyabet, kanser, kronik inflamasyon hastaliklari, santral
sinir sistemi bozukluklar1 gibi fizyopatolojik olaylarda, hiicre yaslanmasinda ve dolayisiyla
hiicresel yikim, hiicre hasar1 ve hiicre 6liimiinde rol oynayabilen bir mekanizma olarak son

yillarda biiyiik 6nem kazanmistir (61).

Ozellikle son yillarda antioksidanlarin oksidan stresi azaltabilme kabiliyetlerinden
dolayr oksidatif stresle iliskili Alzheimer, kanser, diyabet, ateroskleroz gibi kronik
hastaliklara karsi koruyucu olabilecegi siklikla vurgulanmaktadir. Fakat bu bilesiklerin
Ozellikle diisiik konsantrasyonlari koruyucuyken yiiksek konsantrasyonlarda kendileri
okside olup pro-oksidan karakter kazanabilmektedirler (62). Diisiikk konsantrasyonlarda
kimyasallarin zararli etkilerini 6nleyici, yiiksek konsantrasyonlarda ise mutajenik etki
gosterebilen bilesikler "Janus bilesigi" olarak isimlendirilmektedirler. Janus; eski Yunan
mitolojisinde ¢ift basli bir tanrinin adidir ve iki yonlii etki gosterebilen bilesikler bu isimle
anilmaktadirlar. Janus cevabin ortaya ¢ikmasini, hiicrenin ¢esidi ile hiicrelerin bu ajana
maruz kaldigi konsantrasyon ve maruz kalma siiresi belirlemektedir. Bilesiklerin Janus
aktivite gostermesinde enzimlerin aktivitelerini degistiren pek c¢ok molekiiler
mekanizmanin gorev alabildigi ileri siiriilmektedir. Pek ¢ok antioksidan bilesik Janus
bilesikleri grubunda degerlendirilmekte ve konsantrasyonlarina gore pro-oksidan ya da
radikal toplayic1 olarak gorev yaparak mutajenik veya antimutajenik  etki
sergileyebilmektedir (38, 63, 64).

4.3. Kanser

Kanser; hiicre c¢ogalmasi ve hiicre oliimii arasindaki dengenin asir1 hiicre
proliferasyonu ya da azalmis apoptoz nedeniyle bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan patolojik
bir durumdur. Kanser olusum siirecinde baskilanmis ya da azalmis apoptozun 6nemli rol
oynadig1 bildirilmektedir (1). Kanser; hiicre sinyal yolaklarinda meydana gelen ¢oklu
degisimler sonucu ortaya ¢ikan genetiksel Oykiiyii de barindirabilen heterojen bir hastalik
olarak da tanimlanmaktadir (65). Kanser, gelisen ve gelismekte olan iilkeler i¢in en 6nemli
saglik sorunlarindan bir tanesidir. Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére bulasici olmayan
hastalik kaynakli 6liimlerinin % 63’1 kanser ile iligkilidir ve 6liime en ¢ok sebebiyet veren
kanser tiirlerinin akciger, mide, kolon, karaciger ve meme kanserleri oldugu
bildirilmektedir (2, 66). Kanser sikliginin bu kadar yiiksek olmasi; popiilasyonun yas

ortalamasi, beslenme aligkanligi, cevresel karsinojenlere maruz kalma siiresi gibi
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demografik durumlardan kaynaklanabilmektedir. Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi;
2008 yilinda 12.7 milyon olan kanser vakasi sayisinin 2030 yilinda 21.4 milyona

ulasacagini ongormektedir (2).

Kanser arastirmalarina her yil milyarlarca dolar harcanmasina ragmen hala kanserin
tam olarak nasil gelistigi sorusu yanit bulamamistir. En ¢ok kabul géren hipoteze gore
kanser; hiicrenin akibetine karar veren ve kaliim biyomolekiilii olan DNA’da meydana
gelen mutasyonlar sonucu olusmaktadir. Normalde hiicreler tamir yetenekleri ile
DNA’larin1 tamir edebilmekteyken, tamir kapasitelerinin lizerinde bir DNA hasarinin
olugmasinin hiicrenin kanserlesme siirecini baslattigina inanilmaktadir. Sigara, sagliksiz
diyet, viriisler, yetersiz fiziksel aktivite, kimyasal ve ¢evresel karsinojenlere maruziyet gibi

etmenler baslica kanser olusturma sebepleri arasinda sayilmaktadir (67).

Yetiskin bir insan yaklastk 10" hiicreden meydana gelmektedir ve bu hiicrelerin
boliinlip farklilasmasiyla Oliimleri arasinda bir denge vardir. Bu dengenin ¢ogalma
yoniinde bozulmasi hiicrelerin kanserlesmesine neden olmaktadir. Bir¢ok kanser tiiriinde
hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmalariyla olusturduklar1 kiime, tiimoér halini almaktadir.
Yanindaki ya da uzaktaki dokulara yayilim yapmayan tiimérler bening karakterdedir.
Istisnalar haricinde bening tiimdrler ciddi rahatsizliklara ya da &liime sebebiyet
vermezlerken, kanserli karakterde olan malign tiiméorler yakinindaki ya da uzaktaki doku
ve organlar istila edip onlara da zarar verme egilimindedir. Kanserli hiicrelerin timor
olusturduklar1 odaktan cesitli etkilerle viicudun bir bagka yerine tasinip yerlesmesi
"metastaz" olarak adlandirilmaktadir. Kanserin ortaya ¢ikisinda molekiiler anlamda iki
temel mekanizmanin oldugu ileri siiriilmektedir: 1. Proto-onkogenlerin fonksiyon kazanip

onkogen haline gelmesi. 2. Tiimor baskilayict genlerin fonksiyonlarinin azalmasi (67).

Karsinogenez (kanser olusum siireci), temelde normal bir hiicrenin ¢ok ayakli
stireclerin sonunda transforme olmasi ve malign fenotip kazanmasini tarif etmektedir.
Karsinogenez asamalar1 Sekil 2°de gosterilmistir. Baglangi¢ asamasinda; genellikle cesitli
etmenler sonucu ya onkogen aktivasyonu ya da tiimor baskilayici gen inaktivasyonuna
neden olacak bir mutasyonun meydana geldigi ileri siiriilmektedir. Gelisme asamasi; pek
cok faktoriin devreye girdigi ve hiicrenin ¢ogalma avantajina sahip olmaya basladig1 bir

donem olarak tarif edilmektedir. Ilerleme asamasinda ise; hiicre sahip oldugu kontrolsiiz
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boliinebilme karakteri sayesinde malign karakterdeki hiicre sayisini arttirip artik timor

olusumuna neden olabilmektedir (1).

Karsinojenler
Basl :
\/ REES Gelisme o b Ilerleme
ElE0E0s) ——— @E@EeR —— GIQEMMEC00) — = (O
=" — SRR
Normal Hiicre

DNA onarmm

KANSER

Sekil 2. Karsinogenez agsamalar1 (Oliveira’dan, 68).

Kanserli hiicrelerin tanimlanan karakteristik o6zellikleri vardir. Bu 6zelliklerin
basinda kontrollii hiicre 6liimii olan apoptozdan kagma egilimleri gelmektedir (3). Bunun
disinda biiyiime sinyalleri konusunda kendi kendine yetebilmesi, hiicresel enerji diizeyini
degistirebilmesi, damarlanmay1 arttirabilmesi, immiin yanittan kacabilmesi, doku

invazyonu ve metastaz kabiliyetini arttirabilmesi kanserli hiicrelerin diger karakteristik

ozellikleridir (69).

Gliniimiizde cerrahi miidahale, kemoterapi, radyoterapi, hormon replasmani ve
immunoterapi kanserle miicadelede basvurulan esas metodlar olmakla birlikte bazen
tamamlayic1 ve alternatif tedavi amaciyla dogal iriinlerin kansere karsi kullanimi da
goriilmektedir. Kemoterapi, kanserle miicadelede siklikla bagvurulan metod olup etkisizlik,

ciddi toksisite ve ¢oklu ilag direnci gibi dezavantajlar basar1 ylizdesini diisiirmektedir (4).
4.3.1. Akciger Kanseri

Akciger kanseri diinyada en yliksek mortaliteye sahip kanser tiiridiir ve erken
evrelerde saptanamamasi hastalifin hizli seyrine bu da hastanin yasam siiresinin
azalmasina sebep olmaktadir (2). Ciinkii akciger kanseri baslayip diger organlara yayilim
yapmadikca oOnemli bir semptom gostermemektedir. Dolayisiyla akciger kanseri
hastalarinin sag kalimimi arttrmak tamamen erken teshise baghidir. Akciger kanseri
olusumunda sigara, hava kirliligi, radyasyon ve agir metallare maruziyet 6nemli rol
oynamaktadir. Bunlardan sigara en 6nemli risk faktorii olup, akciger kanseri goriilme

sikligi erkek popiilasyonda bayanlara gore daha fazladir. Sigara kullanmayan insanlarda
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akciger kanseri goriilmesi genetik yatkinliga, zararli gazlara maruziyet ve hava kirliligi gibi

etmenlere baglanmaktadir (2, 70).

Akciger kanseri; kiigiik hiicreli olan (SCLC) ve olmayan (NSCLC) olmak iizere iki
smifta degerlendirilmektedir. NSCLC, vakalarin % 80’ini olusturmakta ve skuamoz hiicreli

karsinoma, adenokarsinoma, biiyiik hiicreli karsinoma gibi alt gruplara ayrilmaktadir (2).

Akciger kanseri tedavisinde kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi miidahale gibi
yontemlere basvurulmaktadir. SCLC kemoterapisinde genellikle sisplatin, etoposide ve
celecoxib tek basina antrasiklinler, doksorubisin, epirubisin, topotekan, irinotekan,
paklitaksel ve gemsitabin ya tek baglarina ya da birbirleriyle kombine sekilde
kullanilmaktadir (71). NSCLC kemoterapisinde ise Sisplatin ve karboplatin ya tek baslarina
ya da genellikle gemsitabin, paklitaksel, doketaksel, etoposid veya vinorelbin ile kombine
kullanilmaktadir (72). Bununla birlikte bu standart kemoterapi ciddi toksisiteden dolay1
siirli sag kalim stiresi yaratmaktadir. Bu yiizden 6zellikle son yillarda akciger kanseri
terapisi i¢in daha diisiik toksisite gosteren, antitimor Ozellikli dogal irlinlerin ve
fitokimyasallarinin kullanilabilirligi sorgulanmaktadir. Geleneksel tedavide beyaz dut,
kayisi, oksiiriik otu, balon cicegi gibi meyve ve bitkilerin akciger kanseri terapisinde hasta
sag kalim siiresini uzatmasi, kemoterapinin yan etkilerini gidermesi, hasta yasam kalitesini

artirmasi gibi nedenlerle kullanildig: bildirilmektedir (73).
4.3.2. Kanser ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirlerinin kanser iizerindeki roliiniin iki yonlii oldugu ileri
stirilmektedir. Normal hiicrelerde goriilen ROS artisi, onkogenik karakter sergileyip
kanserin baslamasina, ilerlemesine ve yayilmasina neden olan sinyal yolaklarini
aktiflerken, kanserlesmis hiicrelerde goriilebilen asirt ROS artis1 ise bu hiicrelerde 6lim

yolaklarini, yaglanmayi ve hiicre dongiisiiniin durdurulmasini tetikleyebilmektedir (74-76).

Reaktif oksijen tiirleri; biiylime faktorleri, G protein kenetli reseptorleri, Wnt
(Wingless-type glycoprotein) ve Notch ile onlarin alt hedefleri olan JAK/STAT (Janus
kinase/ Signal Transducer and Activator of Transcription), MAPK (Mitogen-activated
protein kinases), NF-kB (Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells),
PI3K/Akt (Phosphoinositide 3-kinase/ Protein kinase B) gibi sinyal yolaklarint modiile
edebilmekte ve bu olaylar "redoks sinyalizasyonu" olarak isimlendirilmektedir (77).

Kanser hiicrelerinde; normal hiicrelere gore redoks sinyalizasyonunun kaybolmasi
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nedeniyle daha fazla miktarda ROS bulunmaktadir (76). Insan prostat, meme, kolon ve
malign mezotelioma gibi kanser tiirlerinde endojen ROS miktarinin arttig1 ve bu hiicrelerde
oksidatif strese karsi1 direng olusabildigi ileri siiriilmektedir. Bu durumun; membrana bagl
NADPH oksidazin ekspresyonunun artisinin, mitokondri disfonksiyonuna bagli olarak
enerji metabolizmasinin degismesinin, SOD aktivitesinin, siklooksijenaz, lipoksijenaz ve
timidin fosforilaz disfonksiyonu ile GSH miktarinin azalmasimnin bir sonucu olabilecegi

tizerinde durulmaktadir (78, 79).

Ayrica Ras (Rat sarcoma), Myc (Myelocytomatosis onkogen) ve Akt gibi
onkogenlerin de ROS iiretimini arttirabildikleri ileri siiriilmektedir (80). Ras aktivasyonuna
bagli olarak ¢ogu kanser tiiriinde PI3K/Akt/mTOR (Mammalian target of rapamycin) hiicre
sag kalim yolag: islev kazanmakta, artan mitokondriyal aktivite sonucu ROS iiretimi
artmakta ve Akt tarafindan yonlendirilen fosforilasyon ile Foxo (Forkhead box protein)
inhibe olmakta, boylelikle karsinogenez siireci hizlanmaktadir. Kanser hiicrelerinde artmis
ROS’un hiicre dliimiine sebep olmasini engellemek amaciyla ¢esitli antioksidan genlerin
aktivasyonunun gergeklesebildigi de bildirilmektedir. Antioksidan enzim ekspresyonunun
ana diizenleyicisi Nrf-2 (Nuclear factor erythroid-derived 2-like 2); Kras (Kirsten rat
sarcoma viral oncogene homolog), Myc ve PI3K gibi kanser hiicresinin sag kalimini ve
proliferasyonunu arttiran onkogenlerin aktivasyonu ile aktif hale gelebilmektedir (76).
Redoks dengesinin kaybolmasi, kanser hiicre metabolizmasinin bir sonucu olarak artan
oksidatif stres ve bu strese kars1 koyabilmek adina anormal antioksidan enzim seviyeleri

pek cok kanser tiiriinde belirlenmistir (81).

Kanser hiicrelerindeki artmis ROS iiretimi hiicresel metabolizmayi etkileyecek olan
sinyal mekanizmalarinin degismesine de neden olabilmektedir. Timor baskilayic
genlerden olan p53; artmis oksidatif strese cevaben antioksidan genlerin aktivasyonunu
saglayarak redoks dengesini kurmaya, dolayisiyla biyomolekiillerin zarar goérmesini
engellemeye calismaktadir. insan kanserlerinin % 50’sinden fazlasinda p53 mutasyonlari
veya p53 kayiplar1 goriilmekte ve bu durum artmis ROS miktar1 ve agresif timor biiylimesi
ile iligkilendirilmektedir. Hiicre i¢i miktarina baglh olarak ROS; kanser hiicresinin hayatta
kalimma ve Olimiine sebep olabildigi i¢in "iki ucu keskin kili¢" olarak
nitelendirilmektedir. Bu 6zelliginden dolay1 kanser terapilerinde ROS’a dayali stratejiler

tartisilmaya baslanmistir (76). ROS arttirict ya da antioksidan inhibitorlerin  kanser

hiicrelerini  secici bir sekilde oOldiirebildigi, tiimér olusumunu ve ilerlemesini
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baskilayabildigi c¢esitli calismalarla ortaya konulmustur (74, 76). SOD, CAT gibi
antioksidan enzimler kanser hiicrelerini oksidan strese karsi koruyabildiklerinden, yiiksek
diizeyde ROS iiretimi ve birikimi de hiicre o6liimiine sebep olabileceginden son yillarda
CAT ve SOD inhibitorleri kullanarak kanser hiicrelerini ROS aracilikli apoptoza

stiriikleme stratejisi onem kazanmstir (82, 83).

Son yillarda baz1 antikanser ilaglarin da ana mekanizmalar1 olmamalarina ragmen
kanser hiicrelerinde ROS miktarmi arttirdiklar1 ortaya konulmustur. Ornegin; antikanser
ilaglardan 5-fluorourasil, DNA replikasyonunu inhibe ederek hiicre bdoliinmesini
durdurmaktayken, okzaliplatin DNA’da zincir i¢i ve zincirler arasi ¢apraz baglar yaparak
DNA replikasyonunu ve transkripsiyonu durdurmaktadir. Yapilan in vitro ve in vivo
caligmalar her iki kemoterapotik ilacin da kanser hiicrelerinde hiicre i¢i ROS miktarini
arttirabildiklerini ortaya koymustur. Paklitaksel; mitotik inhibisyon gostererek antikanser
etkinlik sergileyen bir ilag¢ olup kanser hiicrelerinde NADPH oksidaz aktivitesini arttirmak
suretiyle ROS miktarini da arttirabildigi gosterilmistir (84). Benzer 6zelliklerinden dolay1
sisplatin, arsenik trioksit, antrasiklinler ve bleomisin gibi kemoterapétik ajanlar hiicre igi
ROS miktarim1 da arttirdiklarindan  kemoterapide daha fazla tercih edilmeye

baslanmiglardir (77).
4.3.3. Kanser, Reaktif Oksijen Tiirleri ve Polifenoller

Kanserli hiicrelerdeki bazal redoks seviyesi normal hiicrelerden farkhidir. Yiiksek
seviyelerdeki serbest metal iyonu ve endojen ROS iiretimi bu hiicreleri pro-oksidan
sitotoksisiteye daha meyilli hale getirmektedir. Kanser hiicrelerinde transferrin
reseptOriinlin artmis ekspresyonu nedeniyle fazla miktarda agir metal bulunabilmektedir.
Bu fazla miktardaki agir metal varliginda antioksidanlarin kendileri okside olup pro-

oksidan karakter sergileyebilmektedir (85).

Polifenoller; ROS temizleyici ve agir metal baglayict aktivitelerinden dolay:
antioksidan olarak bilinmelerine ragmen yiiksek konsantrasyona, fizyolojik duruma ve
zamana bagl olarak pro-oksidan karakter sergileyebilmektedirler. Bir o-difenol yapisindan
hidrojen kopmasiyla fenoksil radikali olusmakta ve bu radikal pro-oksidan karakter
sergileyebilmektedir (83). Bdylelikle flavonoidin indirgenmis hali antioksidan 6zellik
sergilerken okside formu olan fenoksil tiirevleri pro-oksidan karakterde olmaktadir. Kanser

hiicrelerinde yiiksek miktarda bakir bulundugu, polifenollerin de bu yiiksek bakir
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iceriginden dolay1 kanser hiicrelerinde daha ¢gok ROS olusturarak DNA, lipid ve protein
hasarini arttirarak kanserli hiicrelerin 6liimiine sebep olabilecegi ileri siiriilmektedir. Bu
ozelligi pek cok polifenoliin sergileyebildigi bildirilmektedir (86). Flavonoidlerin gecis
metalleri varliginda sergiledikleri pro-oksidan davranis sonucu olusan fenoksil radikali gibi
ROS’lar kanser hiicrelerinde mitokondri membran potansiyelini bozarak mitokondriyal
toksisiteye neden olabilmektedirler. Mitokondri membran permeabilitesinin bozulmasi ile
birlikte sitokrom c gibi apoptotik sinyal baslaticilarinin sitozole saliniminin kolaylasmasi,
hiicrelerde apoptoz kaskadinin baslamasini saglayabilmektedir (87, 88). Kuersetin,
epigallokatesin gallat, kurkumin, teaflavin, baicalin, wogonin gibi polifenolik bilesiklerin
kanser hiicrelerinde ROS miktarin1 arttirarak mitokondriyal apoptozu baslatabildikleri
bildirilmektedir (89).

4.4. Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii, cogalmak iizere uyarilmis bir hiicrede gerceklesen ve bir dizi gegici
biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik degisikliklerin goriildiigii bir siirectir. Dongiiye
giren hiicre, morfolojik ve genetik olarak birbirine tipa tip benzeyen iki hiicre olusumuyla
dongiliyli tamamlamaktadir (90). Hiicre dongiisii; G;, DNA’nin sentezlendigi S, G, ve
mitoz (M) olmak tiizere birbirini takip eden 4 evreden olugmaktadir. Hiicre dongiisiiniin bu
ardigik evreler arasindaki sirali ilerleyisi bir takim hiicre i¢i molekiiler mekanizmalarla
kontrol edilmektedir. Hiicre dongiisliniin dogru bir sekilde ilerlemesi ve bu ilerleyisin
kusursuz kontrolii organizmalar i¢in hayati 6neme sahiptir. Bu kontrol de temelde siklin
(cyclin) ve CDK (Cyclin-dependent kinase) adi verilen proteinlerin etkilesimlerine bagl
olarak siirdiirilmektedir. Siklin ve CDK’larin farkli kombinasyonlari, dongiiniin bir
evresinden digerine gecisi saglamaktadir. Bu proteinlerin aktiviteleri ya da miktarlar
biiyiime faktdrleri ve hormonlar tarafindan diizenlenmektedir. Bu uyaricilar hiicre sinyal
mekanizmasin1 inhibe ya da aktive ederek hiicre dongiislinlin ilerlemesini, hiicre
dongiistiniin  durdurulmasini, farklilasmay:r ya da apoptozu gergeklestirmektedirler. Bir
evreden diger bir evreye gegis siirecinin tamamlanmasma dogru ilgili siklin molekiilii
ubikitin ile isaretlenmekte ve yikima ugratilmaktadir. Biitiin bunlar g6z 6niine alindiginda
hiicre dongiisiiniin geri doniisliniin olmadig1 anlasilmaktadir (91). Sekil 3°de hiicre
dongiisii evreleri ve evreler arast gegisi gerceklestiren siklin-CDK  kompleksleri

gosterilmistir.
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Bugiine kadar memeli hiicrelerinde 9 siklin ve 7 CDK tanimlanmistir. Her ne kadar
siklin ve CDK’larin hiicre dongiistindeki esas rolleri belirlenmis olsa da mekanizma hala
tam olarak aydinlatilamamustir. Son bilgilere gore hiicre dongiisiiniin ilerleyisi i¢in tiim
CDK’lar gorev almamaktadir. Laboratuvar calismalarinda CDK3 yoksunu farelerin
biiyliyebildiginin gosterilmesi CDK3’{lin farelerde hiicre dongiisiiniin devami i¢in elzem
olmadigin1 gostermektedir. Buradan hareketle siklin ve CDK’larin baska hangi
biyokimyasal mekanizmalarda gorev aldiginin belirlenmesi adina yapilan arastirmalar, bu
proteinlerin transkripsiyon, ndronal fonksiyon ve iyon transportu gibi olaylarla da i¢ ige

olabilecegini bildirmektedir (92).

Siklin B

CDK1

Sekil 3. Hiicre dongiisii evreleri ve evreler arast gegisi gerceklestiren siklin-CDK
kompleksleri (Vermeulen’den, 90).

CDK’lar serin/treonin kinaz ailesinin iiyesi olan enzimlerdir. Genellikle hiicre tipine
gore; siklin D, CDK4 veya CDKG6 ile, siklin E CDK2 ile, siklin A ve B ise CDKL1 ile
etkilesmektedir. CDK’lara siklin baglanmasi onlar1 aktiflemekte ve bircok adimda geri
doniistimlii fosforilasyon reaksiyonlart meydana gelmektedir (93). Tablo 4’de hiicre
dongiistiniin ilerleyigini saglayan siklin-CDK kompleksleri ve etki ettikleri evreler
verilmistir. Ornegin; CDK1’in aktif hale gelebilmesi i¢in CAK (CDK-activating kinase)
tarafindan 161. treonin rezidiisiiniin fosforillenmesi, 14. ve 15. treonin rezidiilerinin Cdc25

(Cell division cycle 25) tarafindan defosforillenmesi gerekmektedir. Inaktif hale
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gelebilmesi i¢cin 14. ve 15. treonin rezidiilerinin Weel kinaz tarafindan fosforillenmesi

gerekmektedir (92).

Tablo 4. Hiicre dongiisiiniin ilerlemesini saglayan siklin-CDK kompleksleri ve etki
ettikleri evreler (Vermeulen’den, 90).

CDK Tipi Siklin Tipi EtKi ettigi evre
CDK4 Siklin D1, D2, D3 G, evresi
CDK6 Siklin D1, D2, D3 Gy evresi
CDK2 Siklin E G1/S gegisi
CDK?2 Siklin A S evresi
CDK1 (cdc2) Siklin A G2/M gegisi
CDK1 (cdc2) Siklin B Mitoz
CDK?7 Siklin H CAK

CDK’larin aktiviteleri; CDK-siklin kompleksine dogrudan baglanabilen CDK
inhibitorleri (CKlIs) adi verilen proteinlerce de diizenlenebilmektedir. CKI ailesi CDK
inhibitoér (INK4) ailesi ve CDK ile etkilesebilen protein (CIP) ailesi olmak tiizere iki alt
gruba ayrilmaktadir. INK4 ailesi; siklin D’nin CDK 4 veya 6’ya baglanmasini engelleyen
pl . pl  pl gNK4D
tim siklin ve CDK’lar1 hedef alip kompleks inhibisyon gosterebilen p21Cip1, p27KiIO ve

INK4B INK4A INK4C
5 6 8

ve pl olmak iizere dort tiyeye sahiptir. CIP ailesi ise
p57Ki'°2 gibi iiyeleri kapsamaktadir. CKI protein miktarinin kontrolii ubikitin aracilikli
degredasyon ile kontrol edilmektedir. Ubikitin ile isaretlenmis protein, 26S proteazom
tarafindan taninmakta ve yikilmaktadir (92). Tablo 5’de CDK inhibitor ailelerinin tiyeleri

ve islevleri 6zetlenmistir.
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Tablo 5. CDK inhibitér ailelerinin iiyeleri ve islevleri (Vermeulen’den, 90).

CKI Ailesi Islev Uyeleri
p15 INK4b
G; gegisinin kontrolii CDK4 ve
p16 INK4a
INK4 Ailesi CDKG6 inaktivasyonu
p18 INK4c
plg INK4d
G, / M Gegisinin kontrolii siklin- p21Waft p21CiPL
Cip/Kip Ailesi CDK kompleksleri ve siklin B- p27 ©'P2
CDK1 inaktivasyonu p57 K1P2

4.4.1. Hiicre Dongiisiiniin Kontrolii ve Kanser

Hiicre dongiisiiniin kusursuz bir bicimde ilerleyisinde her bir evreden digerine
gecisin  "kontrol noktalar1" (checkpoints control) adi verilen sensér mekanizmalar
tarafindan siirekli izlendigi bilinmektedir. Boylelikle bir evre tamamlanmadan digerine
gecise izin verilmemektedir. Buradaki amag; olasi genetik hasarin tamir edildiginden emin
olunmasi, kontrolsiiz hiicre boliinmesinin engellenmesi ve iki yavru hiicrenin ata hiicreden
eksiksiz bir sekilde genetiksel mirast temin etmesinin saglanmasidir. Bu kontrol
noktalarinda genetik materyalde bir problem sezilirse dongii durdurulur ve tamir edilmesi
icin zaman kazanilir. Hasar tamir edilemeyecek kadar bliyiikse hiicre apoptoza ya da

boliinmeden yaslanma periyoduna yonlendirilir.

Hiicre dongiisii kontrol noktalarinin ¢alismamas1 kanser gibi hastaliklarin
gelismesine neden olmaktadir. Pek ¢ok kanser tiiriinde CDK ve siklinlerin artmis
ekspresyonu ile CKI ve pRb (Retinoblastoma protein)’nin azalmis ekspresyonunun oldugu
bildirilmektedir. Bu degisimlerin; kromozom degisikleri (onkogen aktivasyonu ve timor
baskilayict genlerin inaktivasyonu) ya da epigenetik inaktivasyon (tiimor baskilayici
genlerin promotor bdlgelerinin metilasyonu) sonucu olustuguna inanilmaktadir. Cogu
kanser tiiriinde Gi’den S evresine gegisteki kontrol noktasinin defektinden s6z edilmekte
ve buradan hareketle CDK 4, 6 ve 2’nin tiimorlerin % 80-90’1nda kontrol edilemediginden
bahsedilmektedir. Tiimoérlerin ¢gogunda bu durumun ortaya konmasi arastirmacilari kanser
tedavisinde dogrudan bu proteinlerin aktiviteleri iizerine yogunlastirmigtir. Ornegin;
preklinik verilere gore CDK aktivitesinin azaltilmasinin kanserin dnlenmesinde faydali

olabilecegi bildirilmektedir (94).
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4.4.2. Hiicre Dongiisii ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Ozellikle son yillarda oksidatif stres ve hiicre dongiisii arasindaki iliski oldukea ilgi
cekici bir aragtirma sahasi haline gelmistir. Diisiik seviyelerdeki ROS miktarinin hiicre
dongiisiinliin normal seyrini degistirmedigi, fakat yiiksek miktardaki ROS’un kontrolsiiz
hiicre ¢ogalmasina neden olabilecegi belirtilmektedir. Yiiksek seviyelerdeki ROS’un
bliylime faktorleri olmadan bile biliylime faktorleri reseptorlerini aktive ederek hiicre
proliferasyonu lizerinde etkili olabildigi gosterilmektedir. Yine ozellikle son yillarda
antikanser hedef terapi yaklagimlarinda reseptor tirozin kinaz ailesinin bir iiyesi olup hiicre
proliferasyonu, sag kalimi, migrasyonu ve farklilagsmasindan sorumlu oldugu diisiiniilen ve
pek ¢ok kanser tiirtinde ekspresyonu artan epidermal biiyiime faktorii reseptoriiniin (EGFR)
inhibisyonu iizerinde ¢alisilmaktadir. ROS miktar1 artisiyla beraber cesitli hiicrelerde
EGFR yolaginin da aktiflendigi ortaya konulmustur. Bir bagka yaklagim kanser
hiicrelerinde artmis ROS’dan dolayi asir1 eksprese olan ve hiicre dongiisiiniin siirdiiriilmesi

yoniinde fonksiyon gosteren Cdc 25’in baskilanmasidir (92).
4.5. Hiicre Oliimii
4.5.1. Hiicre Oliimii Arastirmalariin Tarihcesi

19. yiizyilin ilk yarisindan sonra hiicre ¢ogalmasinin mekanizmalar1 ortaya
konulurken, hiicre cogalmasinin siirekliligi karsisinda programli ve siirekli bir hiicre
Oliimiiniin de olmasimin gerektigine dair sorular hiicre Sliimii arastirmalarini baslatmistir.
1842 yilinda Carl Vogt dogal hiicre dlimiiyle ilgili ilk hipotezi kurmus, 1858’de Rudolph
Virchow hiicrelerde nekrozdan farkli bir oliim c¢esidi oldugunu gostermis ve olay:
"nekrobiosis” olarak isimlendirmistir. Walther Flemming 1885 yilinda dogal hiicre
Oliimiinii "kromatoliziz" olarak adlandirmis ve hiicredeki morfolojik degisikliklere dikkat
cekmeye calismistir. 1960’larda 6zellikle hiicrelerin gelisme asamasinda goriilen dogal
Olimlerin rastgele ve kazara olmadigi, kontrolli basamaklarin iirlinii  oldugu
savunulmustur. "Apoptoz" kelimesi literatiire ilk kez Kerr tarafindan 1972 yilinda
kazandirilmistir. 1980’lerden sonra gelisme donemindeki apoptoz ve onun eksikliginde
ortaya ¢ikabilen hastaliklar {izerine yogunlasilmistir. Bir antiapoptotik protein olan Bcl-2
(B-cell lymphoma 2)’nin kesfinden sonra apoptoz sinyalizasyonu ve mekanizmasi {izerine
olan ilgi daha da artmistir. Organ gelisimi ve kontrollii hiicre Oliimiinlin regiilasyonu

alanlarindaki ¢alismalarindan dolayr 2002 yilinda Sydney Brenner, H. Robert Horvitz ve
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John E. Sulston adli bilim insanlart tip ve fizyoloji alaninda Nobel o&diiliine layik

goriilmuslerdir (66).
4.5.2. Hiicre Oliimii Tiirleri

2000’11 yillarin baslarinda hiicre 6liimii ile ilgili calismalar olduk¢a popiiler hale
gelmeye baslamis olmakla birlikte, farkli mekanizmalara sahip ¢esitli hiicre 6liim tiplerinin
kesfi ile hiicre 6liimii siniflamasi ve tanimlamasinda karisikliklar yasanmaya baglanmaistir.
Hiicre olimii arastirmalarinda ortak bir dil kullanmak amaciyla 2005 yilinda "Hiicre
Olimii Isimlendirme Komitesi" (NCCD-Nomenclature Committee on Cell Death)
kurulmustur. NCCD tarafindan, daha onceleri 6zellikle morfolojik 6zellikler esas alinarak
yapilan hiicre 6liimii siniflandirmasi yerine, bugiline kadar yapilan c¢aligmalar 151831inda
Olciilebilir biyokimyasal ve fonksiyonel Ozelliklere dayanan yeni bir hiicre O6limii
siniflamasinin yapilmasi 6nerilmistir (95). NCCD’nin 2015 yilinda yayinladigi son oneri
derlemesinde; {i¢ ¢esit hiicre olimi siniflama kriteri belirlenmistir: 1) Morfolojik
ozelliklere gore (apoptotik, nekrotik, otofajik hiicre oliimleri gibi), 2) Enzimolojik
ozelliklere gore (kaspaz, katepsin, kalpain, transglutaminaz gibi enzimlerin aktivitelerine
bagimli ya da bagimsiz hiicre oliimleri gibi), 3) Fonksiyonel duruma gore (fizyolojik,
patolojik, kazara, kontrollii, programl1 hiicre 6liimleri). Hiicrelerin fonksiyonel durumlarina
gore karsilastigi olim tipleri Sekil 4’de gosterilmistir. Kazara 6liim tiirliniin en klasik
ornegi nekroz olup; hiicrenin akut, siddetli uyarana maruz kalmasi sonucu cevap
mekanizmalarin1 harekete gegirmeye firsat bulamadigi membran hasarina bagl olarak,
hiicreye su giriginin artmasiyla hiicrenin patlamasi ve dolayisiyla inflamasyon ile
karakterizedir. NCCD’nin Onerisine goére bugiine kadarki calismalar ile belirlenen
programli hiicre 6liim tipleri ise fonksiyonel olarak sdyle siniflandirilmaktadir: 1) Apoptoz,
2) Otofaji, 3) Nekroptoz, 4) Mitototik Cokiis, 5) Kornifikasyon, 6) Partanatoz, 7) Netoz, 8)
Anoikis, 9) Entozis, 10) Piroptoz. Ancak belirtilen 6liim tiplerinin mekanizmalarindan
bazilar1 (anoikis, entozis, piroptoz, partanatoz gibi) apoptoz ile yakin iliskili bulunurken

bazilar1 (netoz ve kornifikasyon gibi) farkli mekanizmalar lizerinden yiirtimektedir (96).
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Sekil 4. Hiicre 6liimii tiirlerinin siniflandirilmasi (Galluzzi’den, 96).

Tiim bu gelismeler 1s1ginda gilintimiizde eriskin bir insanda normal doku homeostazisinin
saglanabilmesi i¢in "apoptoz" ad1 verilen ve saniyede yaklasik bir milyon hiicrenin iiretilip

kontrollii sekilde 6ldiiriildiigli bir dongiiniin oldugu kanaatine varilmaktadir (97).
4.5.3. Apoptoz

Apoptoz kelimesi Yunanca kokenlidir ve "sonbaharda yaprak diismesi" anlamina
gelmektedir (66). Apoptoz; evrim boyunca korunmus, olduk¢a kompleks, i¢sel bir 6lim
programi olup embriyogenezde (parmak aralarindaki perdelerin kalkmasi gibi), gelisme
evresinde ve yetiskinlikte doku homeostazisinin saglanmasinda oldugu kadar hasarlanmis
ya da anormal hale gelmis hiicrelerin eliminasyonunda da oldukg¢a 6nemli bir yere sahiptir.
Dolayisiyla, fizyolojik apoptoz diizeyindeki ¢ok kiigiik bir azalma bile erken donemde
timorlesmeye gidebilen bir yolun Oniinli agabilmektedir. Kanserli hiicrelerin tipik
ozelliklerinden olan apoptozdan kagabilme yetenekleri, tiimoriin olusumuna ve

ilerlemesine ayrica yardimer olmaktadir (69, 98).

Uyarici tliriine ve uyaricinin etki siiresine bagli olarak hiicreler apoptotik ya da
nekrotik Oliime gidebilmektedirler. Diisiik diizeylerdeki 1s1, radyasyon, hipoksi ya da
kimyasallara maruz kalma gibi uyaricilar hiicrelerde apoptoz yolaklarini aktiflerken aym
etkenlerin yiiksek seviyeleri hiicreleri nekroza siiriiklemektedir (99). Apoptoz fizyolojik bir
Olim tiirdi iken nekroz patolojik bir 6liim tiirii olarak kabul edilmektedir. Apoptotik ve

nekrotik hiicre 6liimleri arasindaki temel farklar Tablo 6’da 6zetlenmistir. Nekrotik 6liimde
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mitokondri fonksiyonu degisirken nukleus degisimleri minimum seviyededir. Nekrotik
Olim stirecinde organellerin ¢ozlinmesi, hiicre membranmin segici gecirgenligini
kaybetmesi ve hiicre iceriginin ortama salinmasi gibi olaylar meydana gelmektedir.
serbestlesen hidrolazlar hiicrelere  zarar

Lizozomlarin parcalanmasiyla cevredeki

verebilmekte bu da kuvvetli bir inflamasyon olusturmaktadir (66).

Tablo 6. Apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimleri arasindaki temel farklar (Solakoglu’ndan,

100).
Apoptoz Nekroz
Hiicre disindan (TNFo, Ani toksik etki sonucu zar
biiyime  faktdor  eksikligi, gecirgenliginin ¢ok biiyik olclide
Tetikleyen antikanserojen ilaglar, oksidatif bozulmasi
Mekanizmalar  stres, DNA hasar1)
Hiicre i¢inden (mitokondri,
ER)
Hiicre icinde proteolitik Hiicrede ¢ok hizli bir enerji
Biyokimyasal enzimlerin aktivasyonu, hiicre yetmezligi ya da toksik etki sonucu
Degisimler ici proteinlerin ve DNA’nin zar gecirgenligin hizla artmasiyla
yikimit (kaspaz ve DNAaz osmotik dengenin bozulmast,
aktivasyonu) hiicrenin patlamasi
Kiigiilme, cekirdekte kromatin Sigme, hiicre gegirgenliginin hizla
yogunlagmast, artmast  ve  bleblesme, hiicre
Morfolojik tomurcuklanmayla  apoptotik iceriginin dis ortama dagilmasi
Ozellikler cisimlerin olusmasi, komsu
hiicreler tarafindan fagosite
edilme
Apoptoza ugrayan hiicrenin Hiicre i¢i maddelerin dagilmasiyla
Sonuglari inflamasyon olusturmadan olusan inflamasyon

ortamdan temizlenmesi
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Programli hiicre 6liim tiirii olan apoptoz iki asamada gerceklesmektedir. Birinci
asamada ¢esitli biyokimyasal mediyatorler hiicreye hasarini tamir edebilmesi firsatini
vermektedirler. Eger hiicreler hasar1 onarmada basarisiz olurlarsa "infaz evresi" ad1 verilen
ikinci asamaya gec¢ilmektedir ve bu asamada hiicreyi kontrollii bir sekilde 6liime gotiirecek
yapisal degisiklikler (niikleer, membransal ve organelsel) meydana gelmektedir. Niikleer
degisimler kromatin ve niikleus membraninda goriilmektedir. Kromatin yapisi
yogunlasmakta ve kromatinler niikleer membrana dogru yonelmektedir. Niikleer membran
biitlinliigii korunsa bile niikleer por komplekslerinin olusumu ve niikleer proteinlerin
miktar1 yeniden diizenlenmektedir. Hiicre membrani deforme olmakta ve disa dogru ¢ikinti
yapmaktadir. ER ve mitokondri yapisal oOzelliklerini zamanla kaybetmekte ve
mitokondriyal membran potansiyeli azalmaktadir. ER’de sisternalar genislemekte ve
birlesmektedirler. Hiicre membranindaki fosfolipid diizeni degismekte, hiicrenin
sitoplazmik kalintilarinin ¢evreye zarar vermemesi i¢in membran kalintilart ile
sartlmaktadir (66). Fosfotidilserinin dis yapraga ¢ikmasi apoptoza giden bir hiicreden
olusan apoptotik cisimlerin makrofajlar tarafindan temizlenmesi i¢in "beni ye" sinyalinin
olugmasi anlamina gelmektedir (101). Apoptoz gergeklestikten sonra hiicreden arta kalan
apoptotik cisimleri komsu hiicreler ya da immiin hiicreleri tarafindan fagositoz yoluyla
alinmakta, boylelikle inflamasyon olusmamaktadir. Apoptoz; oldukca siki bir sekilde
diizenlenen ve pek cok faktoriin devreye girdigi bir sliregtir. Hiicreler hayatta kalmalar1 ya
da 6lmelerine karar verecek igsel sinyalizasyon aglarina sahiptirler. Bu sinyalizasyondaki
bir kusur normal hiicreleri de apoptoza yonlendirebilmektedir (66). Apoptozun artmasi

veya azalmasiyla karakterize hastaliklarin 6zeti Tablo 7°de verilmistir.

Apoptotik hiicrelerin DNA’larinda, 180 baz giftinde bir goriilen interniikleozomal
kromatin kesilmesinin sonucu olarak klasik merdiven goriintiisii olugsmaktadir. Bu goriintii
apoptozun varhigr icin karakteristiktir. Hiicreler apoptoza giderken aktif bolgelerinde
sistein igeren ve hedef proteinleri komsu aspartik asit rezidiilerinden kesen "kaspaz" adi
verilen enzim ailesi kaskad seklinde aktive olmaktadir (98). Zimojen formda sentezlenen
kaspazlar apoptoz asamasinin erken doneminde aktive olmaktadirlar. Apoptoz siiresince
hiicrenin sitoiskelet elemanlar1 ve DNA tamir enzimleri kaspazlarin ana subsratlarin
olusturmaktadirlar. Bugiine kadar kaspaz ailesinin 14 iiyesi tanimlanmistir. 2, 8, 9, 10
baglatic1 kaspazlar; 3, 6, 7 efektor kaspazlar ve 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14 ise inflamasyon

kaspazlari olarak siniflandirilmaktadirlar (1).
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Tablo 7. Apoptoz ile iliskili hastaliklar (Tomatir’dan, 102).

Apoptozun artmasiyla ilgili hastahiklar

Apoptozun azalmasiyla ilgili hastaliklar

1. Norodejenaratif bozukluklar
Alzheimer hastalig1
Amyotrofik lateral skleroz
Creutzfeld-Jakob hastalig
Huntington hastalig
Parkinson hastalig1

2. Hematolojik bozukluklar
Aplastik anemi
Fanconi anemisi
Hodgkin hastalig1

3. Otoimmiin bozukluklar
Fulminant hepatit
Hashimoto tiroiditi
Multiple skleroz
Romatoid artrit
Skleroderma
Sjogren sendromu

4. iskemik yaralanma
Bobrek enfarktiisii
Miyokardiyal enfarktiis
Inme

5. Toksinlere bagh hastahklar
Alkole bagli hepatit
Pulmonar fibrozis
Sepsis

6. Bakteriyal ve viral enfeksiyonlar
AIDS
Ebola viriisti
Helikobakter pilori

Salmonella typhimurium

1. Kanser

Blastoma
Karsinoma
Losemi
Lenfoma

Sarkoma

. Premalign hastaliklar

Ataksi Telenjiektazi
Kseroderma Pigmentosum

Paroksismal nokturnal hemoglobiniiri

. Otoimmiin bozukluklar

Otoimmdiin lemfoproliferatif sendrom

Sistemik lupus eritematozus

. Ateroskleroz
. Metabolik bozukluklar

Niemann-Pick hastaligi
Osteoporoz

Wilson hastalig1

. Viral enfeksiyonlar

Adenoviriis
Bakuloviriis
Epstein-Barr viriisii
Herpes viriisii

Poks viriist
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4.5.3.1 Apoptoz Yolaklar

Kaspazlar1 aktifleyerek apoptozu gerceklestiren iic ana yolak oldugu ileri
siiriilmektedir. Bunlar; intrinsik yolak (mitokondriyal), eksrinsik yolak (6liim

reseptorlerine bagli) ve tam olarak aydinlatilamamis ER stresi bagimli yolaklardir (66).

Reseptor bagimli dis apoptoz yolaginda; TNF (Tumor necrosis factor), CD95
(Cluster of differentiation 95) ya da TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) gibi
hiicre Oliim reseptorlerinin, dogal ligandlari ya da agonist oOzellik gdsteren diger
uyaricilarla aktiflesmesiyle olusan reseptor dimerizasyonunu takiben FADD (Fas-
Associated protein with Death Domain) ve kaspaz-8 aktiflenmektedir. Kaspaz 8 dogrudan
efektor kaspaz olan kaspaz 3’1 aktiflemekte ve alternatif olarak Bid (BH3 interacting-
domain death agonist) proteinini tBid (Truncated Bid) haline c¢evirmektedir. Bid; Bcl-2
ailesinden bir protein olup, tBid formu mitokondriye gegerek membran gegirgenligini
azaltan mekanizmalar1 diizenleyebilmektedir. Bundan dolayr Bid proteinin mitokondri ile

reseptore bagl dig apoptoz yolagi arasinda baglanti kurdugu diisiiniilmektedir.

Mitokondri aracilikli intrinsik yolagin aktiflendikten sonra geri doniisiiniin olmadig:
gosterilmistir. Mitokondri membranlar arasi bolge proteinlerinden sitokrom c, Smac
(Second mitochondria-derived activator of caspases), Diablo (Direct IAP-Binding protein
with Low PI) gibi proteinlerin sitozole ¢ikisi efektdr kaspazlarin aktiflenmesi ile
sonuglanmaktadir. Ozellikle sitozole ¢ikan sitokrom c’nin, Apaf-1 (Apoptotic protease
activating factor 1) ve kaspaz 9 ile olusturdugu apoptozom kompleksi kaspaz 3’i
aktiflemektedir. Smac ve Diablo proteinleri ise apoptoz inhibitdr proteinlerine (IAP)
baglanarak onlar1 etkisiz hale getirmekte, bu durum kaspaz 9, 7 ve 3 aktivasyonu ile
sonuclanmaktadir. IAP proteinleri endojen kaspaz inhibitorleri olup XIAP, c-1AP1, c-
IAP2, survivin and ML-IAP (melanoma inhibitor of apoptosis) gibi iiyeleri igermektedir

(5). I¢ ve dis apoptoz yolaklarinin biyokimyasal 6zeti Sekil 5°de verilmistir.

Tumor protein 53 (p53) farklilasma ile iligkili protein olarak 1979 yilinda
kesfedilmistir. ilerleyen yillarda yapilan arastirmalar p53’iin hiicre dongiisiiniin kontrolii,
DNA tamiri, hiicre farklilagmasi, hiicre yaglanmasi, genom kararliligi, apoptoz, otofaji gibi
yolaklarda da gorevli oldugunu ortaya koymus ve p53 en onemli tiimdr baskilayict gen

olarak kabul edilmistir (101).
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Oliim sinyali ligandlar:: Hiicre disi etkiler Toksik Etkiler

TNFaq, Fas ligandi, TRAIL < P»  Isistresi, Radyasyon,
v .l  » Li ha d Oksidatif stres, sitotoksik
izozom ve hicre zaninda < Hlaclar
Kaspaz 8 < j sfingomiyelinden seramid yapimi v
v
z s DNA hasari sonucu p 53
Kaspaz 3 Bid ER stresi, protein katlanmasinda aktivitesinin artmass
v bozukluk, viral proteinlerin birikimi
v
v
Kaspaz 6 : . Bax ve Bak yapiminin
v Sitoplazmaya Ca*? saliniminin artmasi aktivasyonu. Fas reseproril
Kaspaz 7 v yapiminda artig
Mitokondriden sitokrom ¢, < Bcl2 ve Bcl-XL yapiminin
Smac/diablo kacisi baskilanmasi
v
Kaspaz9 <« Apoptozom olusumu
v vy

Kaspazlarin hiicre makromolekiillerini yikmasi
Cekirdekte lamin, sitoplazmada Golgi ve ER proteinlerinin ynklmasi, cekirdekte DNAzlann etkisiyle
kromatin yogunlasmasi, hiicre iskeletindeki aktinin degisimiyle apoptik tomurcuklanmanin olusumu

Sekil 5. Intrinsik ve ekstrinsik apoptoz yolaklarinin biyokimyasal 6zeti (Solakoglu’ndan,
100).

p53’iin insanlarda ve hayvanlarda apoptozun en 6nemli regiilatorii oldugu ileri siiriilmekte
ve bu transkripsiyon faktorii "genomun gardiyani" (guardian of genome) olarak tarif
edilmektedir. p53 eksikliginin ya da mutasyonunun dogrudan kansere yatkinlig1 ortaya
cikarmast p53’ilin tiimor baskilayict gen olarak kabul edilmesine neden olmustur (98).
Niikleer p53; Mdm2 (Murin double minute 2) geninin ekspresyonunu arttirmakta, Mdm2
ise sirekli p53’e baglanarak onun ubikitin ile isaretlenmesini ve proteazomlarda
yikilmasini saglayan p53’iin negatif regiilatorii olarak is gdrmektedir. DNA hasar1 gibi
hiicresel sinyal yolaklarinin aktiflendigi durumlar p53 ile Mdm2 etkilesimini bozmakta,
sitoplazma ve nukleustaki serbest p53 miktar1 artmaktadir. Ayrica p53’ iin; antiapoptotik
Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large)’yi DNA baglama domaini ile baglayarak inaktive
ettigi, proapoptotik Bax (Bcl-2-associated X protein) proteini ile etkileserek onu aktive
ettigi boylece mitokondri bagimli apoptoz yolaginin aktiflenmesinde de gorev aldigi ortaya
konulmustur. Ustelik yine onkogen artisi, DNA hasar1 ya da diger stres durumlarinda aktif
hale gecen p53’tin Bax, Noxa (Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1), Puma
(p53 upregulated modulator of apoptosis), Bid, Apaf-1 ve PIDD1 (p53-induced death
domain protein 1) gibi proapoptotik proteinlerin ekspresyonlarin1 da arttirarak hiicrelerin
apoptoza yonlendirilmesini sagladigi ortaya konulmustur (101). Intrinsik ve ekstrinsik

apoptoz yolaklar1 Sekil 6’da sematize edilmistir.
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Sekil 6. Intrinsik ve ekstrinsik apoptoz yolaklar1 (Fernald’dan, 103).

4.6. Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum (ER); ézellikle hiicre ici Ca** diizeyinin dengede tutulmasi
basta olmak lizere sentez, katlanma, translasyon sonrast modifikasyon, salgilanma gibi
fonksiyonel protein olusumunun temel kademelerinde oldugu kadar kas kasilmasi-
gevsemesi, lipid sentezi, hiicre dongiisii ve apoptoz gibi olaylarla da iliskili oldugu
belirlenmis, tiibiiler agiyla olduk¢a dinamik fonksiyonlar1 yerine getiren hayati bir hiicre
organelidir. Bu kadar ¢ok metabolik islevle alakasi olan ER liimeni bu nedenle ¢ok sayida
fonksiyonel proteine ev sahipligi yapmaktadir (104, 105). ER protein konsantrasyonu
olduk¢a yiiksek bir organel olup (~2 mM) yeni sentezlenen proteinlerin olgun hale

getirilmesi ER aktivitesine baglidir (106).

Endoplazmik retikulum liimeninde optimum protein katlanmasimin gerceklesmesi
icin ATP ve Ca®" gibi bilesenlere ayrica disiilfit baglarnin olusumu igin yiikseltgen bir
ortama ihtiya¢ vardir. Hiicresel enerji sartlarinin, redoks durumunun ya da kalsiyum
seviyesinin fizyolojik kosullarin disina ¢ikmasiyla ER’nin protein katlayabilme kapasitesi
azalmaktadir. Bu durumda proteinlerin yanlis katlanmasi ve transport edilememesine bagl
olarak ER liimeninde protein birikmesi "ER Stresi" adi verilen tabloyu ortaya

cikarmaktadir (107).

ER stresinin indiiklenmesi, hiicrede "katlanamayan protein cevab1" (unfolding

protein response-UPR) adi verilen adaptasyon mekanizmalarini harekete gegirmektedir.
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Okaryotik hiicrelerde ER stresini ortadan kaldirmaya yonelik ii¢ farkli cevap
mekanizmasinin oldugu ileri siiriilmektedir; a) Dogru katlanamayan proteinlerin birikimini
azaltmak i¢in translasyonun sinirlandirilmasi, b) ER’de bulunan ve protein katlanmasina
yardimci olan BiP/GRP78 (Binding immunoglobulin protein/78 kDa glucose-regulated
protein) ve GRP94 (94 kDa glucose-regulated protein) gibi saperon proteinlerin
transkripsiyonel aktivasyonu, c¢) ER’de biriken yanlis katlanmig proteinlerin ERAD
(Endoplazmik retikulum iligkili protein degradasyonu) ile ortadan kaldirilmasinin
hizlanmas1 (108). UPR ile protein katlandirma hiz1 arttirilarak liimende biriken
katlanamayan protein miktar1 dolayisiyla ER stresi azaltilmaya calisilmaktadir. Bununla
birlikte uzamig veya geri dondiiriilemeyen ER hasari durumunda hiicreler apoptoza
yonlendirilmektedir. Bundan dolayi, ER stresi durumunda hiicrenin hayatta kalmaya
devam etme veya apoptoza gitme seceneklerine yonlenmesinde oldukga ince bir ¢izginin

oldugu diistiniilmektedir (105).
4.6.1. Endoplazmik Retikulum Stresi, CHOP Proteini ve Apoptoz

C/EBP homolog protein (CHOP) diger adiyla GADD 153 (Growth arrest and DNA
damage inducible protein 153) proteini, C/EBP (CCAAT/enhancer-binding protein)
transkripsiyon ailesinin iiyesi olup, 29 kDa agirliginda ve 169 amino asit rezidiisiine sahip
bir proteindir (109). ER stresi ile artan apoptozda gorevli oldugu belirlenen CHOP proteini
ile ilk bilgiler 1996 yilina aittir. Fizyolojik kosullarda oldukc¢a diisiik seviyelerdeki CHOP
ekspresyonu, artan ER stresi ile birlikte hizla artmaktadir. Asirt CHOP ekspresyonunun
hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ve apoptoz gibi sinyal yolaklarini aktifleyebildigi, CHOP

eksikliginin hiicreleri bu yolaklardan mahrum biraktigi belirlenmistir (108).

Hiicrede ER stresini algilayan en azindan {i¢ farkli sensOr proteinin varlifindan
bahsedilmektedir; ATF-6 (Activating transcription factor 6), PERK (Protein kinase RNA-
like endoplasmic reticulum kinase) ve IRE1 (Inositol-requiring enzyme 1). Hiicre dinlenim
halindeyken bu ii¢ ER stres reseptorii de GRP78 ve diger ER saperonlarn ile etkilesim
halinde olup, inaktif haldedirler. Stres siliresinin veya siddetinin artmasina bagli olarak
katlanamayan proteinler biriktikge GRP78’in bu proteinlerden ayrilmast UPR cevabina
neden olmaktadir. UPR cevabina ragmen stres azaltilamazsa ya da protein agregasyonu
kalic1 hale gelmisse proapoptotik yolaklar aktif hale ge¢mektedir. Hiicre dinlenme
halindeyken Bax ve Bak (Bcl-2 homologous antagonist killer) gibi proapoptotik proteinler
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Bcl-2 gibi antiapoptotik proteinler tarafindan mitokondride oldugu gibi ER’de de inaktif
halde tutulmaktadirlar. Bim proteini ise sitoiskelet elemanlarindan dynein ile etkilesim
halinde ve inaktif konumdadir (66). Algilanan ER stresi sonucu PERK aktiflenerek
oncelikle hiicrenin sag kalimini saglayacak sinyal yolaklarini aktiflemeye ¢alisir. Uzamis
ve geri dondiiriilemeyen ER stresi durumunda ise PERK ve ATF-4, programli hiicre
Olimiine neden olacak proapoptotik proteinlerin (Bim, Puma, Noxa, Bax gibi)
aktiflenmesini saglayan CHOP ekspresyonunu arttirmaya ¢alismaktadirlar (105). Sadece
gen ifadesi olarak degil ayn1 zamanda p38 MAPK tarafindan 78 ve 81. serin rezidiilerinin
fosforilasyonu gibi translasyon sonrasi modifikasyonlar da CHOP aktivitesinin artmasina

neden olabildigi bildirilmektedir (107).

CHOP proteininin o6zellikle antiapoptotik Bcl-2 proteinini azaltarak, Bax ve Bak gibi
proapoptotik proteinleri arttirarak mitokondri bagimli apoptoza yatkinlik yarattigi
bildirilmektedir. Ayrica artmis CHOP ekspresyonunun EROloa (ER oxidase 1la)
aktivitesini indiikleyerek ER i¢i ROS miktarini arttirip, glutatyon diizeyini diistirdiigii de
ortaya konmustur. Bunlara ilaveten CHOP artisina paralel olarak artan EROla
aktivitesinin IP3R (Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor) aktivasyonuna neden olabildigi,
bunun sonucu ER’den sitozole Ca** salmmunin artabildigi, bylece Ca®* ile aktiflenen
kalpain ve katepsin gibi proteazlarin fonksiyonel hale gelmesiyle apoptozdan baska
nekroptoz gibi diger kontrollii hiicre O6liim yolaklarinin da aktiflenebildigi ileri
stirilmektedir. Bu 6liim yolagi mitokondriden bagimsiz ER stresi bagimli yolak olarak tarif

edilmektedir (105). ER stresi kaynakli apoptoz yolaklart Sekil 7°de gosterilmistir.
4.6.2. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Kanser

Timor hiicreleri; diisik oksijen satlirasyonu, zayif damarlanma agi, besin
maddelerinin azlig1 ve asidik pH gibi ER stresini arttirict etkenlerin oldugu bir mikro ¢evre
icerisindedir. Bu sebeple tiimor hiicrelerinde ER stresine cevaben hiicre sag kalimini
saglayacak mekanizmalar kronik bir sekilde siirekli aktiftir (109). Normal hiicrelerin
aksine; cogu kanserli hiicrede bozulan sinyalizasyona bagli olarak sag kalim yolaklarim
aktifleyen ve bu 6zelligi ile CHOP proteinin tersi islev goren GRP78’in asir1 ifadesinin
oldugu bildirilmektedir. Hatta, artmis GRP78 miktarinin kanser hiicrelerini paklitaksel,
doksorubisin ve temozolomid gibi antikanser ilaglarin sitotoksisitelerine kars1 korudugu in

vitro calismalarla gosterilmektedir. Bundan dolay1 kanser hiicrelerinde CHOP artisini
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ve/veya GRP78 azalmasini saglayabilmek ER stresi-kanser calismalarinda hedef

mekanizma haline gelmektedir (110).

Sekil 7. Endoplazmik retikulum stresi kaynakli apoptoz yolaklar1 (Scull’dan, 111).

4.7. Sitotoksisite Testleri

Hiicre canliligiin, proliferasyon hizinin ve sitotoksisitenin belirlenebilmesi igin pek
cok yontem gelistirilmis olup, giiniimiiz gereksinimlerine uygun sekilde bu yontemler 96
kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytlerine adapte edilmislerdir. Bdylelikle ¢cok sayida 6rnegin
hizlica analizi miimkiin hale getirilmistir. Sitotoksisite testleri genellikle kolorimetrik ya da
liiminometrik 6l¢iim temelli yontemlerdir (112). Hiicre sayiminda kullanilan klasik
yontem, mikroskop altinda sayim i¢in hazirlanmis bir lam (hematositometre) ile 6lii-canlt
hiicre ayriminm1 saglayacak olan bir boyanin (tripan blue) kombine kullanimiyla
gerceklestirilmektedir. Giiniimiizde ise elektronik sayici iinitelere sahip, oOzellikle
kiimelesmeyen hiicreler i¢in tasarlanmig otomatik cihazlar kullanilmaktadir. Bunlarin yan

sira organel canliligini esas alan yontemler de gelistirilmistir.

Mikroskop yardimiyla yapilan sitotoksisite analizlerinde tripan blue yOntemi
kullanilabilir. Burada hematositometre lam1 olarak Neubauer lami yaygin bir kullanima

sahiptir. Hiicre sollisyonu tripan blue boyasiyla karigtirilinca canli hiicreler kiiglik ve
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yuvarlak halde kalirken, 6lii hiicreler Na*/K* ATPaz’1n islevsizligi nedeniyle hiicre i¢inde

biriken K™ dan dolay1 siskin, biiyiimiis ve koyu mavi olarak gériiliirler.

MTT yontemi ilk kez Mosmann tarafindan 1983 yilinda tanimlanmis olup hiicre
canliligi, proliferasyonu ve aktivasyonu hakkinda fikir verebilen hassas, kantitatif ve
giivenilir bir kolorimetrik metottur. Yontemin esasi, yasayan hiicrelerin mitokondriyal
dehidrogenaz enzimlerinin kapasitelerine gore sar1 renkli suda ¢oziinebilen 3-(4,5-dimetil
hidrazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir boyasini suda ¢6ziinmeyen koyu mavi
formazan kristallerine doniistiirebilmesine dayanmaktadir. Uretilen formazan kristallerinin

miktari, ¢alisilan hiicre serisinin canlilig1 ile dogrudan orantili olmaktadir.

Notral red (3-amino-7-dimetil-2-metilfenazin hidrokloriir) yontemi; in vitro hiicre
canliliginin belirlenmesi amaciyla tasarlanmis, yillar igerisinde modifiye edilerek in vitro
sitotoksisite calismalarinda da kullanilabilir hale getirilmistir. Notral red suda ¢oziinebilen,
zayif bazik karakterde, supravital bir boyadir ve canli hiicrelerin lizozomlarinda
birikebilmektedir. Boyanin hiicrelere girisi pasif transport ile gergeklesmektedir. Hasarli ya
da oOlii hiicreler lizozoma giren nétral red boyasini sitoplazmik vakuollerde daha fazla
tutamamakta ve plazma membrani da boyanin hiicre igerisinde kalmasini saglayacak bir

bariyer gorevi gorememektedir.

LDH yo6nteminin esas1 piriivatin laktata indirgenmesini saglayan laktat dehidrogenaz
(E.C.1.1.1.27) enziminin aktivitesinin Olc¢lilmesine dayanmaktadir. Bu indirgenme
NADH’In NAD"ya oksidasyonu esliginde 340 nm’de spektrofotometrik olarak
izlenmektedir (113).

Son yillarda hiicrenin metabolik olarak aktif olabilmesinin 6n kosulunun ATP
oldugundan yola c¢ikilarak biyoliiminesans temelli ATP yontemi de sitotoksisite
calismalarinda kullanilmaya baglanmistir. Metod, liisiferaz enzim aktivitesine bagli olup
enzim; ATP ve liisiferinden 151k olusturmaktadir. Reaksiyon sonucu elde edilen 1s1ma ATP

miktariyla dolayisiyla canli hiicre sayisiyla orantili olmaktadir (112).
4.8. Flow Sitometri

Sitometri, hiicrelerin veya biyolojik partikiillerin fiziksel ya da kimyasal
karakterlerinin 6l¢iilmesidir. Flow sitometri; tek tek hiicrelerin veya diger biyolojik
orneklerin bir alici cihaz tarafindan bir sivi igerisinde, tek sira halinde alinarak bu

hiicrelerin veya partikiillerin fiziksel veya kimyasal 6zelliklerinin 6l¢iildigi bir yontemdir
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(114, 115). Flow sitometri cihazi1 baglica; akis (sivi) sistemi, 1g1k kaynagi (lazer 1sini),
filtreler ve sinyal dedektdrleri, bilgisayar ve yazilim programlari ile ayirma mekanizmasi
(cell sorting) bilesenlerinden olusmaktadir. Flow sitometri tekniginde hiicreler, sivinin
igerisinde bir 151k demetinin Onilinden tek tek gecirilmektedirler. Bu sirada hiicreler
hakkinda elde edilen veriler grafik haline getirilmekte, istatistiksel analiz uygulanmakta ve

yorumlanmaktadir (115).

Hiicreler lazer 1511 Oniinden gecerlerken muhtemelen iki olay meydana gelmektedir.
Ik olay 15181 yayilmasidir. Isik kaynagina paralel olarak yayilan 1sinlar hiicrenin ¢aps,
lazer 1s1mina 90 derece aci1 ile yayilan 1sinlar hiicrenin graniilaritesi ve i¢ yapist hakkinda
fikir vermektedir. ikinci olay drnek onceden florokromlarla boyandiginda olusmaktadir.
Florokromlar lazer 1s181indan enerji absorbe ederler ve onu daha diisiik bir enerji fakat daha
uzun bir dalga boyunda yeniden disar1 verirler. Disar1 verilen 1ginin miktar1 hiicrelerde

tutulan florokrom miktariyla orantilidir (114).

Flow sitometri yontemi 6zellikle son yillarda biyokimya, immunoloji, hematoloji,
onkoloji, molekiiler biyoloji, mikrobiyoloji, parazitoloji, enfeksiyon, yardimci {ireme
teknikleri, patoloji, radyasyon onkolojisi, enfeksiyon hastaliklari, bitki biyolojisi ve deniz
biyolojisi alanlarinda klinik ve arastirma laboratuvarlarinda siklikla tercih edilmektedir

(115).
4.8.1. Flow Sitometri ile DNA Analizi

Flow sitometrik DNA analizi hizl1 ve giivenilir oldugu i¢in siklikla tercih edilen bir
yontemdir. Hiicre boliinmesine gitmeden once prolifere olan hiicreler degisik evrelerden
ge¢mektedirler. G evresinde hiicreler RNA ve protein sentezlerini gergeklestirmektedirler.
S evresinde DNA sentezi yapilmakta ve bu evrenin sonunda hiicresel DNA miktar iki
katina ¢ikmaktadir. G, evresi, S evresinden sonra gelen hiicre boliinmesinden 6nceki RNA
ve protein sentezinin gergeklestigi evredir. M evresi en kisa evre olup bu evredeki DNA
miktar1 Gy evresi ile aymidir. Hiicrelerin DNA igeriginin flow sitometrik analizinde
cogunlukla floresans boyalar kullanilmakta ve bu boya hiicrelerin DNA’sina
baglanmaktadir. DNA’ya baglanan boyanin miktar1 her bir hiicredeki toplam DNA miktar1
ile orantilidir. Propidyum iyodiir, etidyum bromiir ve akridin oranj en sik kullanilan DNA

boyalaridirlar (114).
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4.9. Apoptoz Tayininde Kullanilan Yontemler

Apoptoz, sadece hiicre sayist ve doku biiyiikliigiinii kontrol altinda tutan bir
mekanizma olmayip; hasarli, enfekte veya asir1 strese maruz kalmis hiicrelerin
organizmadan eliminasyonu i¢in de olduk¢a Onemli bir siirectir (116). Gliniimiizde

apoptozun nitel ve nicel olarak incelenmesinde:
*Morfolojik goriintiileme (Isik, floresan, faz kontrast veya elektron mikroskopisi)

simmiinohistokimyasal (Anneksin V-FITC, TUNEL, M30 antijen veya kaspaz 3
deteksiyonu)

*Biyokimyasal (DNA-protein bazli elektroforez veya akim sitometrisi bazli metotlar)
«Immiinolojik (ELISA) ve molekiiler biyoloji (Array-bazli teknikler)

gibi tekniklerin 6n plana ¢iktigi goriilmektedir. Kullanilacak yontemlerin se¢iminde 6rnek
tiri ve deney kurgusunun 6nem tasidigi vurgulanmaktadir (117). Mikroskobik tekniklere
apoptozun varliginin gosterilmesi amaciyla bagvurulmasina ragmen, apoptotik cisimcikler
makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan ortadan kaldirildig1 i¢in apoptozun sayisal
olarak ifade edilmesinde bu yontemler yetersiz kalmaktadirlar (66). DNA ladder yontemi
apoptozu belirlemede siklikla kullanilmasina ragmen sensitivitesinin diisiik oldugu kabul
edilmektedir. Clinkii DNA fragmentasyonu ancak ge¢ apoptotik donemde olustugu ve
goriintlilendigi icin erken apoptoz evresi hakkinda fikir sahibi olunamamaktadir (116).
Anneksin V; fosfolipid baglayici anneksin protein ailesinin bir liyesi olup negatif yiiklii
fosfolipidlerden fosfotidilserine (PS) yiiksek ilgiyle, fosfotidilkoline (PC) ise ¢ok daha az
ilgiyle baglanmaktadir. Saglikli hiicrelerde PS hiicre membraninin i¢ yapraginda
bulunurken, proapoptotik uyaricilarin etkisiyle PS hizlica hiicre membrani dis yapragina
tasinmakta ve bu durumun bakterilerden memelilere kadar oldukga iyi korunmus evrimsel
bir mekanizma oldugu ileri siiriilmektedir. Apoptoz siirecinde PS’nin bu yeniden
diizenlenme mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte olaym polikaspaz
inhibitéric olan Z-VAD-FMK varliginda olmamasi siirecin kaspazlarla baglantili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Analizlerde FITC isaretli anneksin V ve canliligin tespiti
icin propidyum iyodiir (PI) kombine boyalar1 kullanilmaktadir. Apoptotik hiicreler
anneksin V ile boyanip PI ile boyanmazlarken apoptoz siireci uzadik¢a bu hiicrelerde de PI
alinimi  gozlenebilmektedir (97). Apoptozun en Onemli aktorlerinden kaspazlarin

aktivitelerinin ortaya konulmasi da baska bir yaklagimdir (66).
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Apoptozun belirlenmesinde pek cok spektroskopik yontem kullanilmakta ve bunlar
genellikle floresans Ol¢limiine dayanmaktadir. Florometrik problar apoptozun erken
indikatdrleri olarak membran potansiyelini belirlemede uzun yillardir kullanilmaktadirlar.
Membran potansiyelindeki azalma sonucu, mitokondri gegici gegirgenlik porunun agilmasi
ve bunu takiben sitokrom c’nin sitozole ¢ikist intrinsik apoptoz yolaginin islediginin
gostergesi olarak kabul edilmektedir. JC-1, rhodamine 123 ve mitotracker red gibi
floresans boyalar mitokondri membran potansiyelindeki degisimleri flow sitometrik olarak

belirlemede siklikla kullanilmaktadirlar (116).
4.10. Real-Time PCR

Real-time PCR (Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu), DNA amplifikasyonu
ile es zamanli olarak artis gosteren floresans sinyalin Ol¢iilmesi ile kantitatif sonug
verebilen bir PCR yontemidir. Bilim ve tip alanindaki ¢aligmalarda, niikleik asit miktar1
belirleme analizleri icerisinde en etkili teknigin real-time PCR oldugu ortaya konulmustur.
Bu teknik 80’li yillarin ortasinda Kary Mullis ve ¢alisma arkadaslar tarafindan gelistirilen
PCR’1n ileri bir versiyonudur. Klasik PCR ile ¢ok karmasik bir 6rnekten herhangi bir
niikleik asit dizisini, ¢ok sayida dongilisel islemle istenilen miktarda c¢ogaltmak
miimkiindiir. Ancak bu islem tek basina matematiksel olarak iiriin miktar1 hakkinda bilgi
saglamamakla birlikte, islem sonrasinda da iiriin miktarint net olarak belirlemek oldukga
giic hale gelmektedir. Ciinkii klasik PCR baslangigta var olan DNA miktarindan bagimsiz
bir {riin miktarint ortaya ¢ikarmaktadir. Higuchi ve arkadaglari 1992 yilinda real-time
PCR’1 gelistirmislerdir. Real-time PCR teknigi ile DNA dizileri es zamanli olarak
cogaltilmig ve belirlenebilmis, reaksiyon siiresi boyunca olusan iiriiniin miktarini real-time
PCR sirasinda gozlemek miimkiin olmustur. Amplifikasyonun her basamagmin takip
edilebilmesi real-time PCR’yi 6zel kilan en 6nemli 6zelligidir. Amplifikasyon egrileri
tizerinde tiim amplifikasyon profili gézlenebilmektedir. Bu imkan reaksiyon i¢in kullanilan

primerler ve hedefe 6zgii floresans isaretli problar ile saglanmaktadir (118, 119).

Son zamanlarda bilimsel arastirmalar i¢in kullanilan gen ekspresyon c¢aligmalarinda
kantitatif real-time PCR yontemi altin standart olarak kabul edilmekte ve gen ekspresyon
seviyeleri hassas bir sekilde belirlenebilmektedir. Real-time PCR ile elde edilen veriler
mutlak kantitasyon (absolute quantification) veya goreceli kantitasyon (relative

quantification) analiz teknikleri 1ile degerlendirilmektedir. mRNA ekspresyon
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calismalarinda ise siklikla goreceli kantitasyon kullanilmaktadir. Bu teknikte ayni1 6rnege
ait iki farkli hedef genin ekspresyon seviyeleri karsilastirilir ve sonug bu hedeflerin orani
olarak ifade edilir. Karsilastirma amaciyla kullanilan ikinci gen ekspresyonu "referans gen”
olarak isimlendirilir ve tiim deney sartlarinda degismez miktarda eksprese oldugu kabul
edilir. Bu referans gen internal kontrol olarak da bilinir ve Ornekten Ornege olan
farkliliklarin ~ degisiminin normalizasyonu ic¢in kullanilir. {lgilenilen genin deney
gruplarinin ekspresyon seviyeleri muamelesiz grup (negatif kontrol) ekspresyon seviyeleri
baslangi¢ alinarak rolatif olarak ifade edilir. Boylelikle rolatif kantitasyon kullanicilara, bir
hedef genin en az iki farki durumdaki ekspresyon profilini kolayca karsilagtirmalarina
olanak saglar. Rolatif kantifikasyon gen ekspresyonunun belirlenmesinde en iyi teknik

olarak kabul edilmektedir (120).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzemeler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar, laboratuvar geregleri ve malzemeler Tablo

8’de verilmistir.

Tablo 8. Calismada kullanilan cihazlarin ve laboratuvar malzemelerinin 6zellikleri

Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzeme

Marka / Model

Hiicre kiiltiirii kabini
Ters faz mikroskop
CO, inkiibatori

Santrifiij

Derin donduruculu buzdolab1 (+4 °C ve -20 °C)

Derin dondurucu (-80 °C)
Hassas analitik terazi

Etiiv (37 °C)

Calkalayicili inkiibator

Otoklav

Manyetik karistirict

pH-metre

Vorteks

Mikropleyt okuyucu

Flow sitometri

Mikro hacimli spektrofotometre
Real-Time PCR cihazi

Cesitli hacimlerde otomatik pipetler
Pipet pompas1

Calkalayicili 1s1 blogu
Mikrosantrifiij

PCR cihaz1

Laboratuvar degirmeni

Azot tanki

Heraeus KS-12 Air Flow

Nikon Eclipse TS100

Thermo Forma 381

Eppendorf 5804

Altus

Thermo Electron Corporation
Mettler Toledo AB204-S

Heraeus

ShelLab/Sheldon S14-2

Tuttnauer 3150 ELV

Termal

Hanna Instruments, HI 9321

IKA Genius 3

SpectraMax Paradigm Multi-Mode
BD FACSCalibur

Thermo Nanodrop 2000

Roche LightCycler 480 11
Eppendorf

JetPip Pipette Aid

Eppendorf Thermo Mixer Comfort
Thermo IEC Micromax

Applied Biosystems GeneAmp9700
Retsch ZM 200

StateBourne Biorack 750
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Tablo 8. Calismada kullanilan cihazlarin ve laboratuvar malzemelerinin 6zellikleri

(Devami)

Kullamilan Cihaz, Alet ve Malzeme

Marka / Model

Membran filtreleri (0.2 um)

Standart T-25 ve T-75 hiicre kiiltiir flasklari

15 ve 50 mL hacimli steril falkon tiipler

Steril 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytleri
Neubauer lam1 ve lameli

Cesitli cam malzemeler

5, 10 ve 25 mL hacimli steril serolojik pipetler

3 mL hacimli steril pastor pipetleri

Cesitli hacimlerde (0.1-1000 pL) steril pipet uglar
0.5 ve 1.5 mL hacimli kapakl1 tiipler

Sartorius Stedim Minisart
Corning ve Greiner
Greiner ve LP Italiana SPA
Corning ve Nunclon
Marienfeld

Isolab

Greiner ve Corning

LP Italiana SPA

Axygen

Greiner

5.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasal maddeler, iiretici firmalari, {iriin kodlar1 ve

varsa ozel saflik dereceleri Tablo 9°da verilmistir.

Tablo 9. Calismada kullanilan kimyasal maddelerin 6zellikleri ve {iretici firmalar

Kullamilan Kimyasal Maddeler Firma, Kodu ve Saflig:
Etanol (C;Hs0H) Sigma, 34870

Sodyum karbonat (Na,CO3) Lancaster, 13098
Folin-Ciocalteu reaktifi Sigma, F9252

Gallik asit Sigma, G7384
Aliiminyum nitrat nonahidrat (A1(NO3)3.9H,0) Fluka, 06274

Potasyum asetat (KCH3COO) Merck, K32043020
Kuersetin dihidrat Fluka, 83370

Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (NaH,PO4.2H,0)
Disodyum hidrojen fosfat dihidrat (Na;HPO4.2H,0)
Potasyum hekzasiyanoferrat (111) (KsFe(CN)g)

Merck, K1305445
Merck, K16290176
Lancaster, 13746-66-2
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Tablo 9. Calismada kullanilan kimyasal maddelerin 6zellikleri ve satin alindiklar1 firmalar

(Devami)
Kullanilan Kimyasal Maddeler Firma, Kodu ve Saflig
Demir (IIT) kloriir (FeCls) Sigma, F7134
Trikloro asetik asit (TCA) ABCR, AB119247
Troloks Fluka, 56510

Ham’s F12 besiyeri

Eagle's minimal essential medium (EMEM) besiyeri
Fetal bovine serum (FBS)

10000 Units/mL penisilin/10000 pg/mL streptomisin
Phosphate buffered saline (PBS) tablet
Tripsin/EDTA ¢ozeltisi

Tripan blue ¢ozeltisi

Dimetil siilfoksit (DMSO)

Sisplatin

DMSO

Hidrojen peroksit (H20,)

CM-H,DCFDA probu

Hiicre siklusu (DNA content) analiz kiti
FITC-Anneksin V apoptoz kiti

Mitokondriyal membran potansiyeli analiz (JC-1) kiti
Kaspaz 3/7 liminometrik aktivite kiti

RNA izolasyon Kiti

cDNA sentez kiti

RT-PCR reaksiyon ortami kiti

Real time ready GAPDH Assay, UPL probe

Real time ready CHOP Assay, UPL probe

[3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)]-2,5-difeniltetrazolyum bromiir

(MTT Boyast)

Lonza, BE12-615F
Lonza, BE12-611F
Biochrom, S 0115
Gibco, 15140-122
Medicano, 09-2051-100
BI, 03-053-1A

Sigma, T8154

Sigma, D2650 (steril)
Sigma, P4394
Amresco, 0231

Sigma, 516813
Invitrogen, C6827

BD, 340242

BD Pharmingen, 556547
BD Mitoscreen, 551302
Promega, G8090
Roche, 11828665001
Roche, 04379012001
Roche, 04707494001
Roche, 143641

Roche, 100355

Sigma, M2128
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5.3. Etanollii Propolis Ekstraktinin Hazirlanmasi

Fanus Gida tarafindan, Trabzon ilinin gesitli yorelerinden toplanarak tenin edilen ve
buzdolabinda -20 °C’de dondurulmus olan dogal propolis iriinii rendelendi. Rendelenen
propolis, laboratuvar degirmeninde toz haline getirildi ve ¢alisma sonuna kadar toz haliyle
-20 °C’de saklandi. 0.5 g toz propolis tartilarak steril falkon tiipe alindi ve son hacim saf
etanol ile 20 mL’ye tamamlandi. Karisim iyice vortekslendikten sonra 60 °C’de 150
rpm’de siirekli ¢alkalanarak 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra karisim
3000 g’de 10 dakika santrifiijlendi, siipernatantlar siizge¢ kagidindan siiziildii ve ardindan
0.2 um’lik steril filtrelerden gegirildi. Bu sekilde hazirlanan etanollii propolis ekstrakti,
daha sonra kullanilmak iizere alikotlanip -20 °C’de, karanlikta saklandi (20, 27).

5.4. Etanollii Propolis Ekstraktinin Antioksidan Ozelliklerinin Belirlenmesi

Hazirlanan etanollii propolis ekstraktinin antioksidan 6zellikleri; toplam polifenolik

icerik, toplam flavonoid icerik ve demir indirgeme giicii testleri kullanilarak belirlendi.
5.4.1. Toplam Polifenolik Icerigin Belirlenmesi

Etanollii propolis ekstraktinin toplam polifenol igerigi, modifiye edilmis Folin-
Ciocalteu metoduna gore spektrofotometrik olarak belirlendi. Metod; fosfotungstik asidin
(H3sP[W3040]4) bazik ¢ozeltide fosfotungstik mavisine indirgenmesi esasina
dayanmaktadir. Olgiilen absorbansin miktari, fenolik gruplarn sayisiyla orantilidir ve
toplam polifenol igeriginin ifade edilebilirligi icin standart olarak gallik asit

kullanilmaktadir (121, 122).
Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmisi

% 20’lik Na,CO3 Cozeltisi: 10 g NayCOg tartildi, saf su ile ¢oziiliip hacmi 50 mL’ye

tamamlandi.

1:10 Folin-Ciocalteu Reaktifi: 1 mL 2 N Folin-Ciocalteu reaktifi, 9 mL saf su eklenerek

1:10 oraninda seyreltildi. Tayin 6ncesi hazirland: ve taze olarak kullanildi.

Standartlar: 10 mg gallik asit 1 mL saf su ile ¢oziilerek 10 000 pg/mL’lik gallik asit
standard: elde edildi. Bundan 1000 pg/mL’lik standart hazirlanarak saf su ile ¢oziilmiis
200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 ve 1.5625 pg/mL’lik gallik asit standartlar1 seri diliisyon

ile olusturuldu.
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Deneyin Yapilhisi

Propolis ekstraktt 1:50 oraninda etanol ile seyreltildi. Tablo 10°daki pipetlemeler 96
kuyucuklu mikropleytte yapildi. Sonuglar gallik asit standart grafiginden yararlanilarak
ug/mL olarak hesaplandi (Sekil 8). Her 6rnek igin dlgtimler ti¢ kere tekrarlandi (n=3).

Tablo 10. Etanollii propolis ekstraktinin toplam polifenolik igeriginin belirlenmesi

Kor Numune Standart
Etanol 12.5 uL - -
Ekstrakt - 12.5 uL -
Standart - - 12.5 uL
1:10 Folin-Ciocalteu Reaktifi 62.5 uL 62.5 uL 62.5 uL
% 20’lik Na,CO3 125 uL 125 uL 125 uL

Oda sicakliginda, karanlikta 30 dakika inkiibe edildi.
700 nm’de mikropleyt okuyucuda absorbans dl¢iildii.

o
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Sekil 8. Toplam polifenol igerik tayini i¢in kullanilan gallik asit standart grafigi
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5.4.2. Toplam Flavonoid I¢erigin Belirlenmesi

Ekstraktin toplam flavonoid igerigi, aliiminyum kloriir kolorimetrik metodu ile
belirlendi. Metodun prensibi, AICI3’tin flavon ve flavonollerin C-4 keto grubu, C-3 veya
C-5 hidroksil gruplan ile asitte kararli kompleksler olusturmasi esasina dayanmaktadir.
Buna ek olarak AICI3, flavonoidlerin A- veya B- halkalarinin orto-dihidroksil gruplari ile
de kompleks olusturabilmektedir. Olgiilen absorbansin miktari, flavonoid miktarryla
orantilidir ve toplam flavonoid igeriginin ifade edilebilirligi i¢in standart olarak kuersetin

kullanilmaktadir (122, 123).
Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi
% 80°lik Etanol Cézeltisi: 80 mL’lik saf etanoliin hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

% 10’°luk AlI(NOg3)3 Cazeltisi: 2.5 g Al(NO3)s tartildi, saf su ile ¢oziiliip hacmi 25 mL’ye

tamamlandi.

1 M KCH3COO Cozeltisi: 2.454 g KCH3COO tartildi, saf su ile ¢oziiliip hacmi 25 mL’ye

tamamlandi.

Standartlar: 10 mg kuersetin 800 pL saf etanol ile ¢oziilerek hacmi saf su ile 1000 uL’ye
tamamlandi ve bdylelikle 10 000 pg/mL’ lik kuersetin standardi elde edildi. Bu ana stoktan
1:10 diliisyon ile 1000 pg/mL’lik standart hazirlanarak % 80’lik etanol ile ¢oziilmiis 100,
50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 ve 1.5625 pg/mL’lik kuersetin standartlar1 seri diliisyon ile

olusturuldu.
Deneyin Yapihisi

Propolis ekstraktt 1:20 oraninda etanol ile seyreltildi. Tablo 11°deki pipetlemeler 96
kuyucuklu mikropleytte yapildi. Sonuglar kuersetin standart grafiginden yararlanilarak
pg/mL olarak hesaplandi (Sekil 9). Her 6rnek i¢in dlgtimler ti¢ kere tekrarlandi (n=3).
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Tablo 11. Etanollii propolis ekstraktinin toplam flavonoid igeriginin belirlenmesi

Kor Numune Standart
Etanol 20 pL - -
Ekstrakt - 20 ulL -
Standart - - 20 ulL
% 80’lik etanol 172 uL 172 uL 172 uL
% 10’luk AI(NO3)3 4 uL 4 uL 4 uL
1 M KCH5;COO 4 uL 4 uL 4 uL

Oda sicakliginda, karanlikta 40 dakika inkiibe edildi.
415 nm’de mikropleyt okuyucuda absorbans 6l¢iildii.

0,4 -

0,35
R*=0,999
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Sekil 9. Toplam flavonoid igerik tayini i¢in kullanilan kuersetin standart grafigi

5.4.3. Demir Indirgeyici Giiciiniin Belirlenmesi

Antioksidanlar gibi indirgen maddelerin varligi, Fe+3-ferrisiyan1'ir kompleksinin
Fe*”ye indirgenmesine neden olmaktadir. Bu metodda, test edilen 6rnegin indirgenme
giiciine bagli olarak test ¢ozeltisinin rengi saridan yesile donmektedir. Olusan yesil renk

700 nm’de maksimum absorbans vermekte ve artan absorbans artan indirgenme kuvvetini
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gostermektedir. Demir indirgeyici giiciin ifade edilebilirligi icin standart olarak troloks

kullanilmaktadir (122, 124).
Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

0.2 M Fosfat Tamponu (pH:6.6): 2.137 g NaH,P0O4.2H,0 ve 1.121 g Na,HPO,4.2H,0
tartilarak karigtirildi. Saf su eklenerek 90 mL’ye kadar ¢oziildii. Daha sonra pH’s1 6.6’ya

ayarlanarak hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

% 1’lik KsFe(CN)g Cazeltisi: 1 g KsFe(CN)g tartildi, saf su ile ¢6ziiliip hacmi 100 mL’ye

tamamlandi.
% 10°luk TCA Cozeltisi: 5 g TCA tartildi, saf su ile ¢o6ziiliip hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

% 0.1’lik FeCl; Cozeltisi: 0.1 g FeCl; tartildi, saf su ile ¢oziilip hacmi 100 mL’ye

tamamlandi.

Standartlar: 1 mg troloks 1 mL saf etanol ile ¢6ziilerek 1000 pg/mL’lik troloks standardi
elde edildi. 1000 pg/mL’lik standarttan saf etanol ile ¢oziilmiis 250, 125, 62.5, 31.25,
15.625, 7.813, 3.906 ve 1.953 png/mL’lik troloks standartlari seri diliisyonla olusturuldu.

Deneyin Yapihisi

Propolis ekstrakti 1:100 oraninda etanol ile seyreltildi. Metod modifiye edilerek
spektrofotometrik kiivetler yerine Tablo 12’deki pipetlemelerin ilk alt1 asamast 1.5 mL
hacimli kapakli tiiplerde, sonraki agsamalar ise 96 kuyucuklu mikropleytte yapildi. Sonuglar
troloks standart grafi§inden yararlanilarak pg/ml olarak hesaplandi (Sekil 10). Her 6rnek

i¢in Ol¢timler Gi¢ kere tekrarlandi (n=3).
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Tablo 12. Etanollii propolis ekstraktinin demir indirgeyici giiciiniin belirlenmesi

Kor Numune Standart
Etanol 40 pL - -
Ekstrakt - 40 ulL -
Standart - - 40 uL
0.2 M Fosfat Tamponu (pH:6.6) 100 pL 100 pL 100 uL
% 1’lik KsFe(CN)s 100 puL 100 pL 100 uL

50 °C’ de 20 dakika inkiibe edildi ve sogutuldu.

% 10’luk TCA 100 uL 100 puL 100 puL
3000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki fazlardan 100’er uL alinarak 96 kuyucuklu
mikropleyte aktarildi.
Saf su 100 pL 100 uL 100 uL
% 0.1’lik FeCl; 20 uL 20 uL 20 uL

Oda sicakliginda, karanlikta 5 dakika inkiibe edildi. 700 nm’de mikropleyt okuyucuda

absorbans ol¢iildii.
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Sekil 10. Demir indirgeyici gii¢ tayininde kullanilan troloks standart grafigi
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5.5. Hiicre Kiiltiirii

Biitiin hiicre kiiltiiri calismalar1 KTU Tibbi Biyokimya Anabilim Dali hiicre kiiltiirii
laboratuvarinda bulunan hiicre kiiltiirii kabininde, steril ortamda gergeklestirildi. Her
calisma Oncesi kabin ve kullanilacak malzemeler, her ¢alisma sonrasinda ise kabin %
70’lik etanol ile silindi. Calismalar sonunda kabin ve hiicre kiiltiiri odas1 UV 1sik ile tekrar

kullanima hazirlik amaciyla steril edildi.
5.5.1. Akciger Kanseri ve Fibroblast Hiicre Serilerinin Eldesi ve Kiiltiirii

Calismada; ATCC (American Type Culture Colection) firmasindan temin edilen
A549 (ATCC, CCL-185) ve siinnet derisi kdkenli fibroblast (ATCC, CRL-2522) hiicreleri
kullanildi.

A549 hiicre serisi igin besiyeri ¢ozeltisi: 442.5 mL Ham's F12 Medyum {izerine 50 mL
FBS ve 7.5 mL penisilin-streptomisin eklendi. 50 mL’lik falkon tiiplere boliinerek +4
°C’de saklandh.

Fibroblast hiicreleri icin besiyeri ¢ozeltisi: 442.5 mL EMEM Medyum iizerine 50 mL
FBS ve 7.5 mL penisilin-streptomisin eklendi. 50 mL’lik falkon tiiplere boliinerek +4
°C’de saklandh.

0.01 M PBS (pH 7.4): 10 adet PBS tableti igerisinde yaklasik 900 mL saf su bulunan
beherde ¢oziildi ve ¢ozeltinin pH’s;, pH metrede 7.4°’e¢ ayarlandi. pH’s1 ayarlanan
¢Ozeltinin son hacmi 1 L’ye tamamlanarak otoklavlandi ve hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda

kullanildi.

Uretici firmadan temin edilen ve kuru buz igerisinde tarafimiza ulastirilan hiicrelerin

bulundugu kriyovialler asagida tarif edildigi sekilde isleme tabi tutuldu:

» Donmus halde kriyovial i¢inde bulunan hiicreler kuru buzdan ¢ikarildiktan sonra 37 °C su

banyosunda 5 dakika bekletilerek tamamen ¢6ziilmeleri saglandi.

* Fibroblast hiicreleri (1 mL) 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi ve son hacim L-Glutaminli, %
10 FBS ve % 1 penisilin + streptomisin igeren EMEM besiyeri ile 10 mL’ye tamamlandi.

* A549 hiicreleri (1 mL) 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi ve son hacim L-Glutaminli, % 10

FBS ve % 1 penisilin + streptomisin iceren Ham’s F12 besiyeri ile 10 mL’ye tamamlandi.

* Hiicre siispansiyonlar1 130 g’de 6 dakika santrifiij edildi.
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 Santrifiij sonunda siipernatant kisimlar1 uzaklastirildi, tiiplere 1’er mL taze besiyeri

ilavesi yapildi ve hafif pipetaj ile hiicre ¢okelekleri ¢oziildii.

* Coziilen hiicrelerin iizerine fibroblast i¢in 15 mL EMEM, A549 i¢in ise 15 mL Ham’s
F12, besiyeri eklendi ve hiicreler % 5 CO; ortaminda, 37 °C’ de, T-75’lik flasklarda,
inkiibatorde ¢ogaltildi.

5.5.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi, Sayllmasi ve Saklanmasi

Cogalan hiicreler flask yiizeyinin % 70-80’lik kismin1 kapladiktan sonra hiicre

pasajlamasi yapildi.
* Pasajlama i¢in Oncelikle flasklardaki besiyeri uzaklastirildi.

* Flasklar 8’er mL PBS ile yikandiktan sonra her bir flaska 3 mL tripsin-EDTA ¢dzeltisi
eklendi. Flasklar 3 dakika inkiibatorde bekletildi.

» Inkiibasyon sonras1 9 mL % 10 FBS igceren EMEM ya da Ham’s F12 ile hiicreler falkon

tlip icerisinde toplandi ve hiicre siispansiyonu 130 g’de 6 dakika santrifiijlendi.
* Santrifiij sonunda siipernatant kisimlar1 1 mL kalacak sekilde uzaklastirildi.

* Tripsinizasyon sonrast 1 mL besiyeri i¢inde ¢6ziilmiis hiicre siispansiyonundan 10 pL’si
0.5 mL hacimli kapakli tiipe alinarak 10 pL tripan blue ile karistirildi, karisim 3 dakika oda
sicakliginda bekletildi.

* Karisim pipetajlanarak 10 pL alindi ve neubauer hematositometre lamina aktarildi.

» Invert mikroskop ile incelenen hematosimetre lami {izerinde 16’ya boliinmiis dort ayr
kare oldugu goriilmektedir. Capraz iki kare igerisinde bulunan canli hiicreler sayild: ve
mililitredeki canli hiicre sayisi; "sayilan hiicre sayisi X seyreltme orani x 10™" formiilii

kullanilarak hesaplandi (125).

+ Tripan blue ile boyama metodunda; 6lii hiicreler islev gérmeyen Na'/K* ATPaz
pompalar1 nedeniyle boyay1 absorblamakta ve disar1 atamamakta, dolayisiyla canli hiicreler

sari-yesil renkte goziikiirlerken, 6lii hiicreler mavi renkte goziikkmektedirler (48).

e Sayimu yapilan hiicreler, icerisinde 15 mL besiyeri bulunan 75 cm?lik flasklara 2000-
10000 hiicre/cm?® olacak sekilde tekrar ekildi ve bdylelikle kiiltiirleme siirecine devam

edildi.
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* Her hiicre serisinin her saglikli pasajindan ilerleyen siireclerde olast kontaminasyonlara
kars1 onlem olmasi agisindan yedeklemeler yapildi. Bunun i¢in sayimi yapilan her hiicre
serisinden 10° hiicre siispansiyonu alind, kriyoviallere aktarildi, son hacim besiyeri ile 950
uL’ye tamamlandi ve lizerine son hacmin % 5°1 olacak sekilde 50 pL steril DMSO ilave
edildi. Kriyovialler 6nce -20 °C’de 2 saat, sonra -80 °C’de 2 giin bekletildi ve sonrasinda

uzun siire saklanmak tizere sivi azot tankina kaldirilarak, sivi azot buharinda saklandi.
5.6. Sitotoksisite Deneyleri

Hazirlanan etanollii propolis ekstraktinin, kullanilan propolis numunesinin igeriginde
bulundugu daha 6nceden gosterilen bir flavonoid olan kuersetinin (122) ve kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri tedavisinde kullanilan ticari bir antikanser ilag olan sisplatinin
(71) A549 ve fibroblast hiicre serileri lizerindeki sitotoksik etkilerinin belirlenmesinde
MTT yontemi (126) modifiye edilerek kullanildi. Bir dogal bilesigin kemopreventif ya da
kemoterapotik acidan etkili ve kabul edilebilir oldugunu gosteren bazi kriterler
belirlenmistir. Bu kriterlerin en onemlisi kullanilan dogal {iriiniin kanserli hiicrelerde
gosterdigi sitotoksik etkiyi, normal ve saglikli hiicrelerde gostermemesidir (86). Buradan
hareketle etanollii propolis ekstraktinin A549 kanser hiicre serileri lizerindeki muhtemel
sitotoksik etkisinin segici oldugunun belirlenebilmesi adina sitotoksisite ¢aligmalart A549

hiicre serisine paralel olarak saglikli insan fibroblast hiicreleri tizerinde de gerceklestirildi.

Sitotoksisite c¢alismalarinda kullanilan MTT yonteminde; canli hiicreler tarafindan
tetrazolyum tuzu olan MTT boyasinin indirgenmesi 6zelliginden yararlanilmaktadir. Canli
hiicreler mitokondriyal enzimleriyle MTT boyasinin tetrazolyum halkasini pargalayarak
sar1 renkli MTT boyasint mor renkli formazan iirlinline doniistiirmektedirler. Hiicre
igerisinde tutulan formazan kristallerinin DMSO ile ¢6ziindiiriilmesiyle olusan renk
yogunlugu 570 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iilmekte ve renk yogunlugu ortamdaki

canli hiicre sayisi ile orantili olmaktadir (20, 126).
Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

MTT ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)]-2,5-difeniltetrazolyum bromid) Cozeltisi (5 mg/mL): 1 g
MTT boyast 6 mL DMSO ile ¢oziildiikten sonra hacmi steril PBS ile 200 mL’ye
tamamlandi ve tamamen ¢oziiliinceye kadar manyetik karistiricida bekletildi. Tamamen
coziildikten sonra 0.22 um’lik filtreden gegirilerek 1’er mL (5 mg/mL) halinde
alikotlanarak deneylerde kullanilmak iizere -20 °C’ye kaldirilds.
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Sisplatin Cozeltisi: 1 mg sisplatin tartildi ve 1 mL DMSO ilavesiyle iyice vortekslenip
coziilerek 1000 pg/mL’lik c¢aligma stogu hazirlandi. Sisplatin ¢ozeltisi deney giinii

hazirland1 ve taze halde kullanild:.

Kuersetin Cozeltisi: 1 mg kuersetin tartildi ve 1 mL DMSO ilavesiyle iyice vortekslenip
coziilerek 1000 pg/mL’lik g¢alisma stogu hazirlandi. Kuersetin ¢ozeltisi deney gilinii

hazirlandi ve taze halde kullanildi.
MTT testi i¢in asagidaki islemler sirasi ile yapildi.

* Tripsinizasyon ile flasklardan kaldirilan A549 ve fibroblast hiicreleri sayildiktan sonra 96
kuyucuklu steril hiicre kiiltiir pleytinin her kuyucuguna 5000 hiicre diisecek sekilde 200 pL
besiyeri iginde ekildi (127, 128).

* Baslangigtan 24 saat sonra; pleytler inkiibatorden alindi, igerikleri uzaklastirildi ve her bir

kuyucuga 200’er pL taze besiyeri eklendi.

* A549 hiicre serisi i¢in taze besiyerleri iizerine son konsantrasyonlar1 etanollii propolis
ekstraktt i¢in 10, 25, 50, 100, 250 pg/mL, kuersetin i¢in 1.2, 2.4, 4.8, 9.6 pg/mL ve
sisplatin i¢in 0.1, 0.25, 0.5, 1, 1.25, 2.5, 5 ng/mL olacak sekilde uygun hacimlerde ilaveler

yapilip hiicrelerin bu maddeler ile 37 °C’de 72 saat inkiibasyonu sagland.

* Fibroblast serisi i¢in taze besiyerleri ilizerine son konsantrasyonlari etanollii propolis
ekstrakti i¢in 25, 50, 100, 250 pg/mL, kuersetin icin 4, 12, 24, 36 pg/mL ve sisplatin i¢in
1, 25, 5, 10 pg/mL olacak sekilde uygun hacimlerde ilaveler yapilip hiicrelerin bu
maddeler ile 37 °C’de 72 saat inkiibasyonu saglandi. Her bir hiicre serisi igin kullanilan

maddelerin tiim konsantrasyonlar1 3 kuyucuk olacak sekilde planlandi (n=3).

* Siire sonunda pleyt icerikleri uzaklastirildi ve biitiin kuyucuklara 190’ar puL taze besiyeri
eklendi. Her bir kuyucuga son konsantrasyonu 0.25 mg/mL olacak 10’ar u. MTT boyast
eklendi ve pleytler 3 saat daha 37 °C’de inkiibe edildi.

» Inkiibasyon sonunda pleyt igerikleri uzaklastirildi. Her bir kuyucuga 200’er pL. DMSO

eklendi ve pleytler formazan kristallerin ¢oziinmesi i¢in 90 dakika calkalayicida bekletildi.

» Siire sonunda kuyucuklardaki kristallerin tamamen ¢oziinlip ¢oziinmedigi invert

mikroskop altinda kontrol edildi.
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* Her bir kuyucukta olusan mor tonundaki rengin absorbansi mikropleyt okuyucuda 570
nm dalga boyunda okundu. Her ornegin konsantrasyonu icin elde edilen absorbans
degerinin, herhangi bir muamele gérmeyen kontrol absorbans degerine orami 100 ile

carpilarak her bir maddenin her bir konsantrasyonu i¢in % hiicre canlilig1 hesaplandi.

* Elde edilen % hiicre canliligt degerlerinin logaritmik konsantrasyona karsi grafige
gecirilmesi ile elde edilen grafikten her bir hiicre serisinde propolis ekstrakti, kuersetin ve

sisplatin i¢in ICsp (yar1t maksimum inhibitor konsantrasyonu) degerleri hesaplandi.

ICs0; FDA tarafindan negatif kontrol grubuyla kiyaslandiginda % 50 absorbans azalmasi

olusturan ila¢ ya da kimyasal konsantrasyonu olarak tarif edilmektedir (129).

* Etanollii propolis ekstraktinin, kuersetinin ve sisplatinin calisilan iki hiicre serisindeki

ICs0 degerleri bulunduktan sonra bu degerler;
Secicilik Indeksi = Normal Hiicre ICso/Kanser Hiicresi ICsg
formiiliinde (130) gosterildigi gibi birbirine oranlanarak segicilik indeksleri hesaplandi.

5.7. Etanollii Propolis Ekstraktimin Hiicre Déngiisii ve Apoptoz Uzerine Etkisinin

Flow Sitometrik Olarak Belirlenmesi

Flow sitometri; apoptozun belirlenmesinde, hatta ekspresyonu degistigi bilinen hiicre
yiizey proteinlerinin miktarlarinin floresans isaretli antikorlar kullanilarak ortaya
konulabildigi, olduk¢a yaygin kullanim agma sahip bir yontemdir. Ozellikle onkoloji
Klinigi acisindan uygulanabilirliginin kolay olmasi, kantitatif sonu¢ verebilmesi ve kisa

zamanda tamamlanabilmesi nedeniyle siklikla tercih edilmektedir (117).

Calismanin bu asamasinda sitotoksisite ¢alismalarinda A549 hiicre serisinde segici
toksisite gosterdigi belirlenen etanollii propolis ekstraktinin bu etkisinin hangi ana yolaklar
tizerinden gerceklestigini ortaya koyabilmek adina flow sitometrik anneksin-V (apoptoz),
DNA igerik (hiicre dongiisii) ve mitokondriyal membran potansiyeli (intrinsik apoptoz)
analizleri ticari kitler kullanilarak KTU Tip Fakiiltesi Hematoloji Anabilim Dali

Laboratuvari’nda bulunan flow sitometri cihazi kullanilarak yapildi.

60



5.7.1. Hiicre Dongiisii Analizi
Reaktiflerin Hazirlanmasi

Uretici firmadan temin edilen ve -20 °C’de saklanan tiim kit bilesenleri
kullanilmadan 6nce oda sicakliginda bekletilerek erimeleri saglandi. Tiim reaktifler iiretici

firma tarafindan kullanima hazir sekilde tasarlanmisti.
Kitin Calisma Prensibi

Hiicreler gerekli muamelelerden sonra DNA bazlar1 arasina interkalasyon yapabilen
ve floresans Ozellik tasiyan propidyum iyodiir (PI) ile boyanirlar. Hiicreler; hiicre
dongiisiiniin G; evresinde bir kopya DNA ihtiva ederlerken, G,/M evresinde iki kopya
DNA igerirler. Bu nedenle G2/M evresindeki bir hiicrenin verdigi floresans 1sima Gj
evresindeki bir hiicrenin verdigi floresans 1simanin iki kati olmaktadir. S evresinde ise
DNA sentezi devam ettiginden dolay:r hiicrelerin verdigi floresans siddeti G ile Go/M

evrelerinde verdiklerinin arasinda bir deger olmaktadir (114).
Hiicre dongiisti analizi i¢in asagidaki adimlar takip edildi:

o T-25 flasklara, 750 000 hiicre/flask olacak sekilde A549 hiicreleri ekildi, son hacim
zenginlestirilmis Ham’s F12 medyum ile 4’er mL’ye tamamland1 ve hiicrelerin flasklara

yapismasi i¢in 24 saat beklendi.

* 24 saat sonunda flask igerikleri uzaklastirildi. Her bir flaska 4’er mL taze
zenginlestirilmis Ham’s F12 medyum ilave edildi. Ilgili deney gruplarina ait flasklara son
konsantrasyonu 1ICso i¢in 31.7 pg/mL, ICgy igin 57.1 ug/mL olacak sekilde etanollii
propolis ekstraktindan ve ayni hacimde etanolden (¢oziicii etkisini gorebilmek icin) ilave

edilip flasklar 72 saat inkiibasyona birakildi.

* Siire sonunda flask igerikleri uzaklastirildi ve flasklar 5’er mL PBS ile yikandi. Flasklara
1’er mL tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklendi. Flasklar 5 dakika inkiibatérde bekletildi.
Inkiibasyon sonrasi 4’er mL zenginlestirilmis Ham’s F12 medyum ile hiicreler falkon

tiipler icerisinde toplandi ve hiicre siispansiyonlar1 300 g’de 5 dakika santrifiijlendi.

* Siipernatantlar tiiptin dibinde 50 pL s1vi kalincaya dek atilarak hiicre pelletleri 1’er mL
yikama tamponu (DMSO iginde ¢06ziilmiis siikroz-sodyum sitrat) ile pipetajlanarak
stispanse hale getirildi. Karisim 300 g’de 5 dakika santrifiijlendi ve bu yikama islemi 2 kez
daha tekrarlandi.
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+ Ucgiincii ytkamanin ardindan pelletler 1’er mL yikama tamponu ile ¢dziildii. Hiicre
siispansiyonlarindan 10’ar pL alinarak 10’ar pL tripan blue ile karigtirilip neubauer

laminda hiicre sayimlar1 yapild.
* Her tiipteki hiicre sayisi 10° olacak sekilde ayarlandi.

* Hiicre sayilar esitlenen tiipler 400 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Tiim siipernatantlar
dikkatlice uzaklastirildi.

» Her tiipe 250°ser uL A soliisyonundan (spermin tetrahidrokloriir i¢inde tripsin i¢eren
deterjan tamponu) ilave edilerek tiipler hafifce alt iist edildi ve 10 dakika oda sicakliginda

inkiibasyona birakild1.

* Siire sonunda her tiipe 200’er uL. B soliisyonundan (riboniikleaz A and tripsin inhibitorii
iceren spermin tamponu) ilave edilerek tiipler hafifce alt iist edildi ve 10 dakika oda

sicakliginda inkiibasyona birakildi.

+ Inkiibasyon sonunda tiipler buz iizerine alindi. Her tiipe 200’er uL C soliisyonundan
(propidyum iyodiir iceren spermin tamponu) ilave edilerek tiipler hafifce alt iist edildi ve

10 dakika buz lizerinde inkiibasyona birakildi.

+ Siire sonunda tiipler agizlar1 kapal sekilde kopiik kutuya konularak Hematoloji Anabilim
Dali Laboratuvarina ulastirildi. Hiicrelerin hiicre dongiisii analizleri burada bulunan flow
sitometri cthazinda gerceklestirildi, her tiip icin 30 000 hiicre saydirildi ve her deneme 3

kez tekrarlandi (n=3).
5.7.2. Anneksin V Analizi
Reaktiflerin Hazirlanmasi

4 °C’de saklanan tiim kit bilesenleri kullanilmadan 6nce oda sicakliginda bekletilerek
erimeleri saglandi. 10X Anneksin V baglama tamponu [0.1 M Hepes/NaOH (pH 7.4), 1.4
M NaCl, 25 mM CaCl;] distile su ile 1:9 oraninda seyreltilerek 1X Anneksin V ¢alisma
taponu hazirlandi. Diger reaktifler iiretici firma tarafindan kullanima hazir sekilde

tasarlanmisti.
Kitin calisma prensibi

Apoptoz; embriyonik gelisim asamasinda baslayan ve doku dengesinin devamina

olanak saglayan fizyolojik bir siiregtir. Apoptozun; membran asimetrisinin bozulmasi,
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nukleusun kondenzasyonu, DNA’nin niikleozom iginde kesilmesi gibi karakteristik
morfolojik degisiklikleri vardir. Normalde hiicre membraninin i¢ yapraginda bulunan
fosfotidilserin (PS) apoptoz mekanizmasinin isledigi siirecte dis yapraga c¢ikmaktadir.
Anneksin V, 35-36 kDa agirliginda Ca®* bagimli fosfolipid baglayabilen bir protein olup
PS’ye yiiksek afinitelidir. Anneksin V bu 0&zelliginden dolayr FITC (floreskein
Izotiyosiyanat) gibi florokromlarla konjuge edilip hiicrelere verildiginde yapilan 1simadan
hiicrelerin ne kadarinin apoptoza gittigi belirlenebilmektedir. Anneksin V membran
biitlinliigii bozulmus fakat apoptoza ugramamis hiicrelere de girip 1s1ma yapabilmektedir.
Bunu onleyip sadece kontrollii apoptoza ugrayan hiicreleri saptamak i¢in ikinci bir boya
(PI gibi) kullanilmaktadir. Kontrollii apoptoza giden hiicreler normalde membran
biitiinliigii korunan hiicrelere giremeyen PI ile degil sadece anneksin V-FITC ile
boyanacak ve ona uygun floresans 1sima yapacaklardir (114). Elde edilen anneksin V

analizi sonucunda Resim 2’de de oldugu gibi 4 ayr1 bolge goriilecektir:
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Resim 2. Annexin V analizinde hiicrelerin yaptig1 floresans 1simalar sonucu elde edilen
bolgeler

1. Bolge PI(-), Anneksin(-): Canli hiicreleri,

2. Bilge PI(+), Anneksin (-): Membran biitiinliigi kontrolsiiz sekilde ortadan kalkmis

nekrotik hiicreleri,
3. Bolge PI(+), Anneksin (+): Geg apoptoz evresindeki ya da heniiz 6lmiis hiicreleri,

4. Bolge PI(-), Anneksin (+): Erken apoptoz evresindeki hiicreleri gostermektedir.
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Anneksin V analizi i¢in asagidaki adimlar takip edildi:

e T-25 flasklara 750 000 hiicre/flask olacak sekilde A549 hiicreleri ekildi, son hacim
zenginlestirilmis Ham’s F12 medyum ile 4’er mL’ye tamamland1 ve hiicrelerin flasklara

yapismasi 24 saat beklendi.

e 24 saat sonunda flask igerikleri uzaklastirildi. Her bir flaska 4’er mL taze
zenginlestirilmis Ham’s F12 medyum ilave edildi. ilgili deney gruplarma ait flasklara son
konsantrasyonu ICsp ig¢in 31.7 ug/mL, ICq i¢in 57.1 pg/mL olacak sekilde etanollii
propolis ekstraktindan ve ayn1 hacimde etanolden (¢oziicii etkisini gorebilmek icin) ilave

edilip 72 saat inkiibasyona birakildi.
* Siire sonunda flask igerikleri uzaklastirildi. Flasklar 5’er mL PBS ile yikandi.

e Flasklara 1’er mL tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklendi. Flasklar 5 dakika inkiibatorde
bekletildi. Inkiibasyon sonras1 4’er mL zenginlestirilmis Ham’s F12 medyum ile hiicreler

falkon tiipler igerisinde toplandi ve hiicre siispansiyonlart 300 g’de 5 dakika santrifiijlendi.

e Siipernatantlar tiipiin dibinde 50 pL sivi kalincaya dek atilarak hiicre pelletleri 1’er mL
soguk PBS ile pipetajlanarak silispanse hale getirildi ve tiipler igindeki hiicre

siispansiyonlar1 300 g’de 5 dakika santrifiijlendi.

* Siipernatantlar tiipiin dibinde 50 pL sivi kalincaya dek atilarak hiicre pelletleri 1’er mL
soguk PBS ile pipetajlanarak silispanse hale getirildi ve tiipler icindeki hiicre

stispansiyonlar1 300 g’de 5 dakika tekrar santrifiijlendi.

* Siipernatantlar tiiptin dibinde 50 puL siv1 kalincaya dek atilarak hiicre pelletleri 1’er mL
1X Anneksin V c¢alisma taponu ile pipetajlanarak siispanse hale getirildi. Hiicre
siispansiyonlarindan 10’ar pL almarak 10’ar pL tripan blue ile karistirilip neubauer

laminda hiicre sayimlar1 yapildi.
« Her tiipteki hiicre says1 100 uL de 10° olacak sekilde ayarlandi.

* 100’er puL hiicre siispansiyonlari lizerine 5’er uLL FITC ve 5’er pL PI ilave edilerek elde

edilen karisimlar yavasca vortekslendi, oda sicakliginda karanlikta 15 dakika inkiibe edildi.

« Inkiibasyon sonunda her bir tiipe 400’er uL 1X Anneksin baglama tamponu ilave edildi.
Tiipler agizlar1 kapali sekilde kopilik kutuya konularak Hematoloji Anabilim Dali

Laboratuvarina ulastirildi. Hiicrelerin Anneksin V analizleri burada bulunan flow sitometri
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cihazinda gergeklestirildi, her tiip i¢in 10 000 hiicre saydirildi ve her deneme 3 kez
tekrarland1 (n=3).

5.7.3. Mitokondri Membran Potansiyeli Analizi
Reaktiflerin Hazirlanmasi

4 °C’de saklanan tiim kit bilesenleri kullanilmadan once oda sicakliginda
bekletilerek erimeleri saglandi. 10X calisma tamponu 37 °C su banyosunda isitilarak
icindeki tuz kristallerinin ¢dzlinmesi saglandi. Sonrasinda distile su ile 1:9 oraninda
seyreltilerek 1X ¢alisma taponu hazirlandi ve kullanilincaya kadar 1X ¢alisma tamponu 37
°C su banyosunda bekletildi. Liyofilize haldeki JC-1 boyasi iceren tiipe 125 pL. DMSO
ilave edildi. Hafif pipetaj ile boyanin ¢oziinmesi saglandi. Hazirlanan 125 pL ana stok JC-
1 boyast 12 375 pL 1X calisma tamponu igerisine ilave edilerek JC-1 calisma soliisyonu

hazirlandi.
Kitin Prensibi

JC-1 (5',6,6'-tetrakloro-1,1',3,3'-tetraetilbenzimidazolilkarbosiyanin iyodiir)
mitokondri membran potansiyelini 6lgmede kullanilan floresans 6zellikte bir boyadir.
Saglikli hiicrelerde JC-1 boyasi hiicre membranini gegip net negatif yiikii -60 mV olan
sitoplazmaya vardiginda yesil floresans vermektedir. JC-1, katyonik 6zelliklerinden dolay1
net negatif yiikii -180 mV olan mitokondriye ge¢me egilimindedir. Mitokondriye gecen
JC-1 boya tanecikleri yiiksek konsantrasyona ulasinca bir araya gelip agregatlagsmaya
ugrarlar ve boya agregatlasmis haliyle kirmizi floresans 1s1ma yapmaktadir. Eger hiicreler
apoptoza gitmisse mitokondri membran potansiyelindeki azalmadan dolayr JC-1 boya
tanecikleri mitokondriye daha az girebilmekte, cogunlugu sitoplazmada kalip yesil
floresans 1s1ma yapmaya devam etmektedirler. Mitokondrideki membran potansiyelinin
azalmasi zamanla sitokrom ¢’nin mitokondriden sitoplazmaya ¢ikisina, kaspaz 9 ve kaspaz

3 enzimlerinin aktiflenmesine neden olacak bir siireci baslatabilmektedir (131).
Mitokondri membran potansiyeli analizi i¢in asagidaki adimlar takip edildi:

e T-25 flasklara 750 000 hiicre/flask olacak sekilde A549 hiicreleri ekildi, son hacim
zenginlestirilmis Ham’s F12 medyum ile 4’er mL’ye tamamland1 ve hiicrelerin flasklara

yapismasi 24 saat beklendi.
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e 24 saat sonunda flask igerikleri uzaklastirildi. Her bir flaska 4’er mL taze
zenginlestirilmis Ham’s F12 medyum ilave edildi. ilgili deney gruplarma ait flasklara son
konsantrasyonu ICsp i¢in 31.7 ug/mL, ICq i¢in 57.1 pg/mL olacak sekilde etanollii
propolis ekstraktindan ve ayn1 hacimde etanolden (¢oziicii etkisini gorebilmek icin) ilave

edilip 72 saat inkiibasyona birakildi.
* Siire sonunda flask igerikleri uzaklastirildi ve flasklar 5’er mL PBS ile yikandu.

e Flasklara 1’er mL tripsin-EDTA c¢ozeltisi eklendi. Flasklar 5 dakika inkiibatorde
bekletildi. inkiibasyon sonras1 4’er mL zenginlestirilmis Ham’s F12 medyum ile hiicreler

falkon tiipler icerisinde topland1 ve hiicre slispansiyonlar1 400 g’de 5 dakika santrifiijlendi.

* Siipernatantlar tiipiin dibinde 50 pL sivi kalincaya dek atilarak hiicre pelletleri 1’er mL

1X ¢alisma taponu ile pipetajlanarak siispanse hale getirildi.

* Hiicre siispansiyonlarindan 10’ar pL alinarak 10’ar pL tripan blue ile karistirilip

neubauer laminda hiicre sayimlar1 yapildu.
* Her tiipteki hiicre sayis1 250 000 olacak sekilde ayarlandi.

* Hiicre siispansiyonlarinin iizerine 500’er pL JC-1 calisma ¢ozeltisi ilave edildi, hafif

pipetaj ile karistirildi. Hiicre siispansiyonlarini iceren tiipler karanlikta 37 °C’de etiivde

bekletildi.

» Siire sonunda tiipler 400 g’de 5 dakika santrifiijlendi. Siipernatant uzaklastirilarak pellet 2
mL 1X calisma taponu ile pipetajlanarak siispanse hale getirildi. Tiipler 400 g’de 5 dakika
santrifiijlendi.

* Siipernatant uzaklastirilarak pellet 1 mL 1X calisma taponu ile pipetajlanarak siispanse

hale getirildi. Tlipler 400 g’de 5 dakika santrifiijlendi.

* Siipernatant uzaklastirilarak pellet 0,5 mL 1X calisma taponu ile pipetajlanarak siispanse
hale getirildi. Tiipler agizlar kapali sekilde kopiik kutuya konularak Hematoloji Anabilim
Dali Laboratuvarina ulagtirildi. Hiicrelerin mitokondri membran potansiyeli analizleri
burada bulunan flow sitometri cihazinda gergeklestirildi, her tiip i¢in 10 000 hiicre
saydirild1 ve her deneme 3 kez tekrarlandi (n=3). Oncelikle her deney grubuna ait iki farkl
1s1ma (yesil ve kirmizi) alanlarina ait degerler birbirlerine oranlanarak her bir 6rnekteki

mitokondri membran potansiyeli degerleri hesaplandi. Sonrasinda ise her deney grubu
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negatif kontrol grubuna oranlanarak goéreceli mitokondri membran potansiyeli degisimleri
elde edildi.

5.8. Kaspaz Aktivitesinin Olgiilmesi
Reaktiflerin Hazirlanmasi

-20 °C’de saklanan liyofilize efektor kaspaz subsrati ve subsratt ¢ozmede
kullanilacak olan tampon kullanilmadan once oda sicakliginda bekletilerek reaktiflerin
erimeleri saglandi. 2.5 mL tampon, liyofilize kaspaz subsrati vialine ilave edildi ve
homojen sekilde ¢oziinmesini saglamak icin hafif ters diiz edilerek karistirildi. Deneyde

kullanilacak kaspaz subsrati1 boylece hazirlanmis oldu.
Kitin ¢calisma prensibi

Kitin 6l¢iim prensibi temelde; kaspaz substrati olan tetrapeptid sekansa sahip DEVD
(Asp-Glu-Val-Asp) bolgesini de iceren liiminojenik oOzellikteki substrata, liisiferaz
aktivitesine ve hiicre lizizine dayanmaktadir. Hiicreler Kaspaz 3/7 Glo reaktifi ile 1:1
oraninda karistirildiginda hiicreler lizize ugramakta, kaspazlarin substrati kesmesi sonucu
aciga cikan aminoliisiferin serbest kalmakta ve liisiferaz tarafindan gergeklestirilen
reaksiyon sonucu parlayan tipte liiminesans sinyal meydana gelmektedir. Sekil 11°de
goriildiigii sekilde gergeklesen reaksiyon sonucu Olgiilen liminesans siddeti dogrudan

toplam efektor kaspaz (3 ve 7) aktivitesi ile orantili olmaktadir (132).

H
Z-DEVD-N _8 N._ COOH
N S
Caspase-3/7
A
H,N S N._ COOH
[ )— +ATP + 0,
Z-DEVD- + N S
UltraGlo™ Luciferase
Mgl. v
= Light =

Sekil 11. Liiminometrik kaspaz 3/7 kitinin ¢alisma prensibi (Farfan’dan, 132).
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Efektor kaspazlardan olan kaspaz 3 ve 7°nin toplam aktivitesinin belirlenmesi igin

asagidaki adimlar takip edildi:

* Beyaz duvarli 96 kuyucuklu steril hiicre kiiltlir pleytine kuyucuk basia 5000 hiicre
olacak sekilde A549 hiicreleri ekildi, son hacim zenginlestirilmis Ham’s F12 medyum ile
200 pL’ye tamamlandi ve hiicrelerin pleyte yapismasi beklendi.

* 24 saat sonra pleyt icerigi tamamen uzaklastirildi. Her bir kuyucuga 200’er pL taze
zenginlestirilmis Ham’s F12 medyum ilave edildi. ilgili deney gruplarina son
konsantrasyonu 35, 75 ve 150 pg/mL olacak sekilde etanollii propolis ekstraktindan ilave

edilip 18 saat inkiibasyona birakildi.

« Inkiibasyon sonunda pleyt igerigi uzaklastirilarak her bir kuyucuga 100’er pL Ham’s F12
medyum ve 100’er uL taze hazirlanmis Kaspaz 3/7 reaktifi ilave edildi.

* Pleyt calkalayicida 30 saniye 400 rpm’de karistirildi ve oda sicakliginda 30 dakika
inkiibe edildi.

* Siire sonunda pleyt okuyucu liiminometrede liiminesans 6l¢iimii gerceklestirildi ve her

deneme her grup i¢in ii¢ kere tekrarlandi (n=3).

* Etanollii propolis ekstraktiyla muamele edilen deney gruplarina ait veriler higbir
muameleye ugratilmayan negatif kontrol grubu verilerine oranland1 ve sonuglar negatif

kontrol grubuna gore goreceli kaspaz aktivitesi olarak verildi.
5.9. Hiicre I¢i ROS Miktarmin Olciilmesi
Reaktiflerin Hazirlanmasi

50 pg CM-H;DCFDA probu igeren viale 1000 pL saf etanol ilave edilerek 87 uM’lik CM-
H,DCFDA ¢alisma ¢ozeltisi hazirlandi.

Yontemin Prensibi

Cesitli radikaller tarafindan oksitlenen CM-H;DCFDA hiicrede olusan ROS
tiretimini 0lgmek i¢in kullanilmaktadir. CM-H,DCFDA; H,DCFDA'nin klorometil tiirevi
olup hiicre i¢i ROS 6l¢giimiinde kullanigh bir indikatordiir. CM-H;DCFDA pasif difiizyonla
hiicre i¢ine girer, esterazlar tarafindan deasetillenir ve tiyol reaktif klorometil gruplar
intraseliiler glutatyon ve diger tiyol iceren bilesiklerle etkilesir. Boylece 2°,7°- DCFH-DA,
floresans 0zelligi olmayan diklorofluoreskin (2°,7°-DCFH) iirlinti haline doniisiir. DCFH
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ortamdaki  reaktif tiirler tarafindan, gilicli = floresans 1s1ma  veren DCF
(diklorofluoreskein)’ye doniisen bir probdur ve aktiflesmesi Sekil 12°de gosterilmektedir
(133, 134).

Sekil 12. DCFH-DA’nin 1s1ma veren DCF’ye doniisiimii (Misir’dan, 134).

Hiicre i¢ci ROS seviyelerinin belirlenmesi deneyinde kullanilacak uygun boya
konsantrasyonu, hiicre sayis1 ve muamele siireleri boliimiizde daha 6nce yapilan bir yliksek

lisans caligmasi (135) g6z Oniine alinarak tasarlandi ve asagidaki adimlar takip edildi:

+ Siyah duvarli 96 kuyucuklu steril hiicre kiiltiir pleytine kuyucuk basina 5000 hiicre olacak
sekilde A549 hiicreleri ekildi, son hacim zenginlestirilmis Ham’s F12 medyum ile 200

uL’ye tamamlandi ve hiicrelerin pleyte yapismasi beklendi.

* 24 saat sonra pleyt icerigi uzaklastirildi. Her bir kuyucuga 200°er uL taze
zenginlestirilmis Ham’s F12 medyum ilave edildi. llgili deney gruplarina son
konsantrasyonu 50, 75, 100, 250 ve 500 pg/mL olacak sekilde etanollii propolis

ekstraktindan ilave edilip 4 saat inkiibasyona birakildi.

+ Inkiibasyon bitimine 30 dakika kala ilgili deney grubuna son konsantrasyonu 1 mM
olacak sekilde H,0, (pozitif kontrol) ilave edildi.

* Siire sonunda pleyt icerigi uzaklastirildi. Her bir kuyucuga 100’er uL. PBS ilave edildi.
Pleytin her bir kuyucuguna son konsantrasyonu 10 pM olacak sekilde 13’er pL. CM-
H.DCFDA ¢alisma ¢6zeltisi eklendi ve c¢alkalayicili etiivde 150 rpm’de karistirilarak 5
dakika 37 °C’de inkiibe edildi.
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+ Inkiibasyon sonunda florometrede eksitasyon icin 492 nm ve emisyon i¢in 527 nm dalga

boylarinda floresans ol¢iimler gerceklestirildi.

* Elde edilen floresans 1s1ma degerleri, hicbir muameleye ugratilmayan negatif kontrol
grubunun verdigi floresans 1s1ma 100 kabul edilerek oranlandi ve bdylece her gruba ait

bagil floresans yogunluklari hesaplandi.
5.10. Gen Ekspresyon Calismalari
CHOP gen ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi i¢in asagidaki adimlar takip edildi:

o T-25 flasklara 200 000 hiicre/flask olacak sekilde A549 hiicreleri ekildi, son hacim
zenginlestirilmis Ham’s F12 medyum ile 4’er mL’ye tamamlandi ve hiicrelerin flasklara

yapigmasi 24 saat beklendi.

* 24 saat sonunda flask igerikleri uzaklastirildi. Her bir flaska 4’er mL taze
zenginlestirilmis Ham’s F12 medyum ilave edildi. ilgili deney gruplarma ait flasklara son
konsantrasyonu 1Csy i¢in 31.7 pg/mL, ICq i¢in 57.1 pg/mL olacak sekilde etanollii
propolis ekstraktindan ilave edilip 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlar gerceklestirildi.

» Siire sonunda hiicreler flasklardan tripsinizasyon islemi ile kaldirildi. 130 g’de 6 dakika
santrifiijlendi. Stipernatant kisimlar dikkatli bir sekilde uzaklastirilip pellet kisimlar1 200°er
uL PBS ¢oziildii ve RNA izolasyon islemleri baslatildu.

5.10.1. RNA izolasyonu

Etanollii propolis ekstratiyla muamele edilen hiicrelerden RNA izolasyonu kullanilan
ticari kitin yonlendirmeleri dogrultusunda asagidaki gibi gerceklestirildi.
*200’er uL PBS ile ¢oziilen hiicre pelletleri tizerine 400’er pL liziz ¢ozeltisi ilave edildi ve

karigim 15 saniye vortekslendi.

* Toplama tiiplerine filtreler yerlestirildi ve 600’er uL hacimdeki karigimlar filtrelere

transfer edilerek 8000 g’de 15 saniye santrifiijlendi.

* Toplama tiiplerindeki s1v1 kisimlar uzaklastirilarak filtreler tekrar tiiplere yerlestirildi. Her
bir filtre tizerine 90’ar uLL DNase inkiibasyon tamponu ve 10’ar pL DNase 1 ilave edilerek

oda sicakliginda 15 dakika bekletildi.

* Filtrelere 500’er uL yikama tamponu 1 ¢ozeltisinden ilave edildi ve tiipler 8000 g’de 15

saniye santrifiijlendi.
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* Toplama tiiplerindeki sivilar uzaklastirilarak filtreler tekrar tiiplere yerlestirildi. Filtrelere
500’er pL yikama tamponu 2 ¢ozeltisinden ilave edildi ve tiipler 8000 g’de 15 saniye

santrifiijlendi.

» Toplama tiiplerindeki sivi uzaklastirilarak filtreler tekrar tiiplere yerlestirildi. Filtrelere
200’er uL yikama tamponu 2 ¢ozeltisinden ilave edildi ve tiipler 13 000 g’de 120 saniye
santrifiijlendi.

* Filtreler dikkatli bir sekilde toplama tiiplerinden ¢ikarilarak yeni steril tiiplere aktarildi.
Her bir filtre lizerine 50’ser uL eliisyon tamponu ilave edildi ve tiipler 8000 g’de 60 saniye

santrifiijlendi.

» Filtrelerden tliplere gecen RNA oOrneklerinin  miktarlar1 ve saflik dereceleri
spektrofotometrik olarak belirlendikten sonra cDNA doniisiimii yapilana kadar -80 °C’de

saklandi.
5.10.2. RNA Orneklerinden ¢cDNA Elde Edilmesi

izole edilen RNA &rneklerinden c¢DNA eldesi ticari kitin ydnlendirmeleri

dogrultusunda asagidaki gibi gerceklestirildi.

* -80 °C’de saklanan RNA o6rnekleri oda sicakliginda erimeleri icin bekletildi. Eriyen RNA
orneklerinin homojenligini saglamak igin bu ornekler 1s1 blogu {izerinde 65 °C’de 10

dakika 1sitilda.

* RNA konsantrasyonlar dlgiilerek kaydedildi. Elde edilen en diisiik RNA konsantrasyonu
baz alinarak diger RNA Ornekleri bu konsantrasyona gelecek sekilde eliisyon tamponuyla

seyreltildiler.

* 1.5 mL hacimli steril tiip igerisinde gerekli reaksiyon ortami Tablo 13’de verilen hacimler

kullanilarak hazirland:.

* Hazirlanan karistm cDNA elde edilecek her bir 6rnek icin dnceden hazirlanmig 250 pL
hacimli tiiplere her birinde 10’ar pL olacak sekilde dagitildi. Dagitilan karigimlar iizerine
de her bir deney grubu i¢in 10’ar uL esitlenmis konsantrasyondaki RNA orneklerinden

ilave edildi.
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Tablo 13. RNA 6rneklerinden cDNA sentezi i¢in gerekli reaksiyon bilesenleri

Reaktifler Her bir 6rnek icin gerekli hacim (uL)
Anchored-oligo dT primer 1
Random hexamer primer 2
Transkriptor reaksiyon tamponu 4
RNase inhibitorii 0,5
dNTP karigimi 2
Reverse Transkriptaz 0,5

e PCR cihazi; 10 dakika 25 °C
60 dakika 50 °C
5 dakika 85 °C olacak sekilde ayarland1 ve cDNA sentezi islemi baglatildu.

 Siire sonunda sentezlenen cDNA konsantrasyonlar1 spektrofotometrik olarak olciildi,
gruplar aras1 farklar1 ortadan kaldirmak adina cDNA konsantrasyonlar1 esitlendi ve RT-

PCR asamasina gecildi.
5.10.3. Real Time PCR Protokolii

Gen ekspresyon ¢aligmalari; ekspresyonu oOlciilmek istenen hedef gen (Roche Real
time ready CHOP-1 Assay ID: 100355, lleri Primer sekans:: 5°-
CAGAGCTGGAACCTGAGGAG-3’, Geri Primer Sekansi: 5’-
CTGCAGTTGGATCAGTCTGG-3’) ve referans gen (Roche Real time ready GAPDH
Assay 1D:143641, Ileri Primer sekansi: 5°-CCCCGGTTTCTATAAATTGAGC-3’, Geri
Primer Sekansi: 5’-CACCTTCCCCATGGTGTCT-3") i¢in spesifik olarak iiretilen UPL
(Universal Probe Library) problar kullanilarak {iretici firmanin yonlendirmeleri
dogrultusunda Roche Light Cycler 480 II marka cihaz kullanilarak gergeklestirildi. RT-
PCR analizi i¢in agagidaki adimlar takip edildi:

1.5 mL hacimli tiip igerisinde hedef gen ve referans gen i¢in ayr1 ayr1 olmak tizere gerekli

reaksiyon ortami Tablo 14’de verilen hacimler kullanilarak hazirlandu.
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Tablo 14. Real Time PCR analizi igin gerekli reaksiyon bilesenleri

Reaktif Her bir 6rnek icin gerekli hacim (uL)

LightCycler 480 Probes master 10
Real time ready assay
(CHOP ya da GAPDH)

PCR safliginda su 4

* Hazirlanan karisim her bir 6rnek i¢in li¢ kuyucuk olacak sekilde RT-PCR igin 6zel olarak
iiretilmis beyaz 96 kuyucuklu pleyte her bir kuyucukta 15’er uL olacak sekilde dagitildi.

Dagitilan karigimlar lizerine de her bir deney grubu icin 5’er pL cDNA 06rnegi ilave edildi.
e Cihaz ayarlar1 Tablo 15°de verilen sablona gore diizenlendi ve RT-PCR analizi
gerceklestirildi.

 Sonuglarin analizi Roche Light Cycler 480-11 cihazinda bulunan Advance Relative
Quantification programui ile yapildi. Goreceli kantitasyon modunda; ilgilenilen hedef genin
deney gruplarinin ekspresyon seviyeleri muamelesiz grup (negatif kontrol) ekspresyon

seviyeleri baglangi¢ alinarak rolatif olarak ifade edildi.
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Tablo 15. RT-PCR protokolii

Tespit formati: Tek Renkli Hidroliz Prob/ UPL Probe

Pleyt tiirii: 96 kuyucuklu
Reaksiyon hacmi: 20 pL

Program Dongii Analiz Modu
On inkiibasyon 1 -
Amplifikasyon 45 Kantifikasyon
Sogutma 1 -
Hedef Sicakhik °C  Elde etme modu  Siire Sicaklik artis hizi (°C/s)
On inkiibasyon
95 - 10 dakika 4.4
Amplifikasyon
95 - 10 saniye 4.4
60 - 30 saniye 2.2
72 Tek 1 saniye 4.4
Sogutma
40 - 30 saniye 2.2

5.11. istatistiksel Yontemler

Sonuglar ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasi ve + standart sapma (mean+SD) alinarak

hesaplandi. Deney sonuglari, SPSS (Statistics Program for Social and Science) 13.0.1

istatistik programina yiiklenerek normal dagilima uygunluklart Kolmogorov-Smirnov Testi

ile kontrol edildi. Normal dagilima uygun olduklar1 goriildiikten sonra ANOVA testi,

gruplar arasindaki iliskinin ortaya konabilmesi igin ise post-hoc Tukey analizleri kullanildi.

P<0.05; istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

74



6. BULGULAR
6.1. Etanollii Propolis Ekstraktinin Antioksidan Ozellikleri

Etanollii propolis ekstraktinin antioksidan giicii; toplam polifenolik icerik, toplam
flavonoid igerik ve demir indirgeme giicii testleri kullanilarak belirlendi ve sonuglar Tablo

16°da verildi.

Tablo 16. Etanollii propolis ekstraktinin antioksidan 6zellikleri (n=3)

Cahisilan Parametre Etanollii Propolis Ekstrakti
Toplam Polifenolik Icerik 124.6+1.5

(mg gallik asit/g propolis)

Toplam Flavonoid Icerik 42.1+0.8

(mg kuersetin/g propolis)
Demir indirgeme Giicii 31142.5

(mg troloks/g propolis)

6.2. Sitotoksisite Analizi Sonuclar:
6.2.1. A549 Hiicre Serisindeki Sitotoksisite Calismalarinin Sonug¢lari
6.2.1.1. Etanollii Propolis Ekstraktinin Sitotoksik Etkisi

Etanollii propolis ekstraktinin A549 hiicre serisindeki sitotoksik etkinligit MTT testi
ile degerlendirildi, veriler negatif kontrol grubuna oranlanarak elde edilen % hiicre
canliliklar1 Tablo 17°de, bu degerlerden elde edilen ve ICsy hesaplanmasinda kullanilan

grafik Sekil 13°de verildi.

Tablo 17. Etanollii propolis ekstraktinin A549 hiicre serisindeki sitotoksik etkisi (n=3)

Etanollii Ekstrakt (ug/mL) 10 25 50 100 250

% Canhhk 88.1+1.1 58.5+1.1 32.2+04 9.7£0.2 7.5+0.3

75



200

150

100 A

% Canlihik

504

0 T T
0 1 2 3
log[Propolis], pyg/mL

Sekil 13. Etanollii propolis ekstraktinin A549 hiicre serisindeki ICs degerini belirlemede
kullanilan logaritmik konsantrasyon-yiizde canlilik grafigi

6.2.1.2. Sisplatinin Sitotoksik Etkisi

Sisplatinin, A549 hiicre serisindeki sitotoksik etkinligi MTT testi ile degerlendirildi,

veriler negatif kontrol grubuna oranlanarak elde edilen % hiicre canliliklar1 Tablo 18’de
verildi.

Tablo 18. Sisplatinin A549 hiicre serisindeki sitotoksik etkisi (n=3)

Sisplatin
0.25 0.5 1 1.25 2.5 5
(ng/mL)
%
85.5£0.5 68.9+1.3 54.9+2.1 40+1 26.1+0.9 16.3£0.4 7.4+0.3
Canhhk

6.2.1.3. Kuersetinin Sitotoksik Etkisi

Kuersetinin, A549 hiicre serisindeki sitotoksik etkinligi MTT testi ile degerlendirildi,

veriler negatif kontrol grubuna oranlanarak elde edilen % hiicre canliliklar1 Tablo 19°da
verildi.

Tablo 19. Kuersetinin A549 hiicre serisindeki sitotoksik etkisi (n=3)

Kuersetin (ug/mL) 1,2 2,4 48 9,6

% Canhhk 79.9£3.5 37.7£0.2 25.3+0.9 13.7+£0.4
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6.2.2. Fibroblast Hiicre Serisindeki Sitotoksisite Calismalarimin Sonuclar

6.2.2.1. Etanollii Propolis Ekstraktinin Sitotoksik Etkisi

Etanollii propolis ekstraktinin fibroblast hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi MTT
testi ile degerlendirildi, veriler negatif kontrol grubuna oranlanarak elde edilen % hiicre

canliliklart Tablo 20’de, bu degerlerden elde edilen ve ICsy hesaplanmasinda kullanilan
grafik Sekil 14°de verildi.

Tablo 20. Etanollii propolis ekstraktinin fibroblast hiicrelerindeki sitotoksik etkisi (n=3)

Etanollii Ekstrakt (ug/mL) 25 50 100 250
% Canhhk 77.8+1.9 61.8+0.5 2741 11.7+£0.8

80 -
60 -

E 40

o

) 20 -
0 T T T 1

1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

log [Propolis], pg/mL

Sekil 14. Etanolli propolis ekstraktinin fibroblast hiicre serisindeki ICso degerini
belirlemede kullanilan logaritmik konsantrasyon-ytizde canlilik grafigi

6.2.2.2. Sisplatinin Sitotoksik Etkisi

Sisplatinin, fibroblast hiicrelerindeki sitotoksik etkisi MTT testi ile degerlendirildi,

veriler negatif kontrol grubuna oranlanarak elde edilen % hiicre canliliklar1 Tablo 21°de
verildi.

Tablo 21. Sisplatinin fibroblast hiicrelerindeki sitotoksik etkisi (n=3)

Sisplatin (ng/mL) 1 2.5 5 10

% Canhhk 98+0.9 78.1+£0.6 38+2.6 22.6+1
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6.2.2.3. Kuersetinin Sitotoksik Etkisi

Kuersetinin, fibroblast hiicrelerindeki sitotoksik etkisi MTT testi ile degerlendirildi,
veriler negatif kontrol grubuna oranlanarak elde edilen % hiicre canliliklar1 Tablo 22°de

verildi.

Tablo 22. Kuersetinin fibroblast hiicrelerindeki sitotoksik etkisi (n=3)

Kuersetin (ng/mL) 4 12 24 36

% Canhhk 75+0.9 58.9+3.2 38.7+1.8 10.7+0.3

6.2.3. 1C5p Degerleri ve Secicilik Indeksleri

Etanollii propolis ekstrakti, sisplatin ve kuersetinin A549 ve fibroblast hiicreleri i¢in
hesaplanan ICsy degerleri ve her iki hiicre serisindeki ICsp degerlerinin oranlanmasiyla elde
edilen secicilik indeksleri Tablo 23’de verildi. Etanollii propolis ekstraktinin sitotoksik
etkisinin segici oldugu goriildii ve daha ileri analizlerle etanollii propolis ekstraktinin ICsg

ve ICqy degerleri kullanilarak bu etkinin temel mekanizmalarinin ortaya konulmasina

calisild.
Tablo 23. ICsy degerleri ve segicilik indeksleri (ICsp degerleri pg/mL birimiyle verildi,
n=3)
Test Materyali A549 Hiicre Serisi ~ Fibroblast Hiicreleri  Secicilik Indeksi
Propolis Ekstrakti 31.7£0.26 76.9+£2.9 24
Kuersetin 1.8+0.13 12.3+0.3 6.8
Sisplatin 0.7+0.01 5.2+0.12 7.4

6.3. Flow Sitometrik Analiz Sonuclari
6.3.1. Hiicre Dongiisii Analizi Sonuglar:

Etanollii propolis ekstraktinin A549 hiicre serisinin hiicre dongiisii iizerindeki etkisi
DNA igerik kiti kullanilarak akim sitometrisi sistemiyle analiz edildi. Negatif kontrol
grubu, etanollii propolis ekstraktiyla ICso Ve 1Cqo konsantrasyonlarda ve ICqp’a karsilik
gelen yiizdede saf etanol ile 72 saat muamele edilen A549 hiicrelerine ait akim sitometrisi
analizi sonuglari sirasiyla Resim 3, 4, 5 ve 6’da verildi. Tablo 24°de ise tiim gruplara ait

hiicre dongiisii analiz sonuglar1 goriilmektedir.
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Resim 3. Negatif kontrol grubunu olusturan hiicrelere ait hiicre dongiisii analiz sonucu
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Resim 4. Etanollii propolis ekstratinin 1Cso konsantrasyonu ile 72 saat muamele edilen
hiicrelere ait hiicre dongiisli analiz sonucu
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Resim 5. Etanollii propolis ekstratinin ICgy konsantrasyonu ile 72 saat muamele edilen
hiicrelere ait hiicre dongiisii analiz sonucu
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Resim 6. Etanollii propolis ekstratinin ICqy konsantrasyonuna esdeger saf etanol ile 72 saat
muamele edilen hiicrelere ait hiicre dongiisii analiz sonucu
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Tablo 24. Hiicre dongiisii analizi sonuglar1 (n=3) [*Negatif kontrol grubuna gére anlamli
artig gorildi (p<0.05), bNegatif kontrol grubuna gore anlamli azalma goriildii

(p<0.05)]
Gy Evresi G, Evresi S evresi
Negatif Kontrol 68.2+4.47 7.8+0.37 23.9+£2.8
Propolis 1Cs 74.6+1.8 1.1+0.7° 24.7+2.3
p (0.221) (0.001) (0.970)
Propolis 1Cgo 78.445.3° 8+0.01 16.7+0.4°
p (0.038) (0.990) (0.007)
Etanol 68.3+0.48 6.6+1.98 25.142.5
p (1.000) (0.381) (0.917)

Elde edilen hiicre dongiisii analiz sonuglarina gore; etanollii propolis ekstraktinin
ICso konsantrasyonun AS549 hiicrelerinin dongiisiini G; evresinde durdurdugu fakat
bulunan degerin istatistiksel olarak anlamli olmadigi, buna cevaben G evresindeki hiicre
toplulugunu anlamli sekilde azalttigi goriildii. Etanollii propolis ekstraktinin ICgp
konsantrasyonun A549 hiicrelerinin dongiistinii G; evresinde durdurdugu ve buna bagh
olarak sentez evresine giren hiicre miktarini anlaml sekilde azalttigi goriildii. Buradan
hareketle etanollii propolis ekstraktinin AS549 hiicre serisinde antiproliferatif etkinlik
sergiledigi sonucuna varildi. Propolis ekstrakti hazirlamada kullanilan etanoliin kullanilan

konsantrasyonda hiicre dongiisii izerinde bir etkisinin olmadigi belirlendi.
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6.3.2. Anneksin V Analizi Sonuclar:

Etanollii propolis ekstraktinin A549 hiicre serisindeki apoptotik etkinligi Anneksin V
kiti kullanilarak akim sitometrisi sistemiyle analizlendi. Negatif kontrol grubu, etanollii
propolis ekstraktiyla ICso ve 1Cqg konsantrasyonlarda ve 1Cqp’a karsilik gelen yiizdede saf
etanol ile 72 saat muamele edilen A549 hiicrelerine ait akim sitometrisi analizi sonuglari
sirastyla Resim 7’de verildi. Tablo 25°de ise tiim gruplara ait Anneksin V analiz sonuglari

gorilmektedir.

Tablo 25. Anneksin V analizi sonuglar1 (n=3) [*Negatif kontrol grubuna gére anlamli
azalma gorildii (p<0.05), bNegatif kontrol grubuna gore anlamh artig goriildii (p<0.05)]

Nekrotik Nekrotik veya Erken
Saglam Hiicre .. Ge¢ Apoptotik Apoptotik
Hiicre .. .
Hiicreler Hiicreler
Negatif
84.9+£3.38 0.47+0.31 12.16+£2.73 2.48+0.36
Kontrol
Propolis 1Cso 71.2+1.5% 1+0.35 22.43+0.72° 5.38+1.08°
D (0.001) (0.275) (0.001) (0.015)
Propolis 1Cq 76+1.26° 1.54+0.2° 20.6+0.98" 1.840.4
p (0.006) (0.019) (0.002) (0.725)
Etanol 85.6+0.23 0.38+0.08 11.13+0.38 2.89+0.53
p (0.976) (0.986) (0.863) (0.934)
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Resim 7. Anneksin V analizi sonucu elde edilen grafikler

Anneksin 'V analiz sonuglarina gore; etanollii propolis ekstraktlarinin 1Csg
konsantrasyonda saglam A549 kanser hiicresi miktarini anlamli olarak azaltip, nekrotik
veya gec apoptotik ile erken apoptotik hiicre sayisini anlamli olarak arttirdigi goriildii.
Etanollii propolis ekstraktinin ICqp konsantrasyonunu ise saglam A549 kanser hiicresi
miktarint anlamli olarak azaltip, nekrotik hiicreler ile nekrotik veya gec¢ apoptotik
hiicrelerin miktarin arttirdigr goriildii. Propolis ekstrakti hazirlamada kullanilan etanoliin

hiicre 6liimii tizerine her hangi bir etkisine rastlanmadi.
6.3.3. Mitokondri Membran Potansiyeli Analizi Sonuclar:

Etanollii propolis ekstraktinin A549 hiicre serisinde mitokondri membran potansiyeli

tizerindeki etkisi JC-1 kiti kullanilarak akim sitometrisi sistemiyle analizlendi. Sekil 15°de
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muamele gérmeyen negatif kontrol grubuna gére goreceli mitokondri membran potansiyeli

degisimleri goriilmektedir.
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Sekil 15. Mitokondri membran potansiyeli analizi sonuglari (n=3) [*Negatif kontrol
grubuna gore anlamli azalma goriildi (p<0.05)]

Etanollii propolis ekstraktinin ICso konsantrasyonu ve saf etanol ile 72 saat muamele
edilen hiicrelerin mitokondri membran potansiyelinde anlamli degisiklik goriilmezken,
propolisin 1Cgg konsantrasyonunun A549 hiicrelerinde mitokondri membran potansiyelini
anlaml derecede azalttig1 goriilmiis (p=0.005) dolayisiyla bu hiicre grubunda mitokondri

bagimli kontrollii hiicre 6liim yolaklarinin aktiflenmis olabilecegi diisiiniilmiistiir.
6.4. Kaspaz Aktivitesi Ol¢iim Sonuglar

Etanollii propolis ekstraktinin A549 hiicre serisinde toplam kaspaz aktivitesi
tizerindeki etkisi liiminometrik kit kullanilarak liminometre sistemiyle analizlendi. Sekil
16’da muamele goérmeyen negatif kontrol grubuna gore goreceli kaspaz aktivitesi

degisimleri goriilmektedir.

84



140 -+
a a
120 -
‘» i
Q 100
e
=
< 80 -
N
(1]
2 o -
©
4
00 40 -
©
(aa]
20 ~
0 -
Negatif Kontrol 35 ug/mL propolis 70 ug/mL propolis 150 pg/mL propolis

Sekil 16. Kaspaz aktivitesi dl¢iim sonuglart (n=3) [*Negatif kontrole gére anlamli artis
goriildii (p<0.05)]

35 ve 75 pg/mL konsantrasyonlardaki etanollii propolis ekstraktiyla 18 saat muamele
edilen A549 hiicrelerinde kaspaz aktivitesinin anlamli olarak arttig1 (p degerleri sirasiyla
0.009 ve 0.037), 150 pg/mL konsantrasyondaki etanollii propolis ekstraktinin ise kaspaz
aktivitesinde anlamli degisiklik (p=0.706) olusturmadigi goriildii.

6.5. Hiicre ici ROS Olc¢iim Sonuclar:

Etanollii propolis ekstraktinin A549 hiicre serisinde hiicre i¢i ROS miktarina olan
etkisi florometrik prob kullanilarak florometre Sistemiyle analizlendi. Sekil 17°de muamele

gormeyen negatif kontrol grubuna gore goreceli hiicre i¢i ROS degisimleri goriilmektedir.
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Sekil 17. Hiicre i¢ci ROS 6lgiimii sonuglar1 (n=3) [*Negatif kontrole goére anlamli artis
goriildii (p<0.05)]

Caligsmada pozitif kontrol grubu olarak kullanilan 1 mM H;0; ve etanollii propolisin
sadece 100 pg/mL konsantrasyonunda hiicre i¢i ROS miktarinda anlamli artig (p=0.0001)
goriildii.

6.6. CHOP Ekspresyon Analizi Sonuclari

Real-time PCR ile gen ekspresyonu c¢alismasina ait amplifikasyon egrileri Resim
8’de verildi. Etanollii propolis ekstraktinin A549 hiicre serisinde ER stresi belirteclerinden
olan CHOP proteininin mRNA ekspresyonu iizerine etkisi, konsantrasyona ve muamele
stiresine bagli olarak muamele gérmeyen negatif kontrole gore kat olarak Sekil 18’de siitun
grafigi olarak verildi. CHOP ekspresyonu propolisin ICsp konsantrasyonunda negatif
kontrole gore 72. saatte anlami olarak artarken (p=0.003), 1Cq konsantrasyonda 48. saatte
anlamli artis  (p<0.0001) goriildi. FElde edilen sonuglar kendi aralarinda
degerlendirildiginde ICsp konsantrasyonda 72. saat degeri, 24 ve 48. saate gére anlamli
yiikksekken (p=0.002) diger saatler arasinda anlamli fark goriilmedi (p=1). I1Cq
konsantrasyonda ise 48. saat degeri, 24 ve 72. saate gore anlaml yiiksekken (p=0.001 ve
p=0.009) diger saatler arasinda anlamli fark goriilmedi (p=1).
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Resim 8. CHOP mRNA ekspresyon analizinde elde edilen amplifikasyon egrileri
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Sekil 18. CHOP mRNA ekspresyon analizi sonuglar (n=3) [*Negatif kontrole gore anlamli
artis goriildi (p<0.05)]
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7. TARTISMA ve SONUC

Kanser; hiicre sinyal yolaklarinda meydana gelen c¢oklu degisimler sonucu ortaya
cikan genetiksel Oykiiyli de barindirabilen heterojen bir hastaliktir (65). Diinya Saglik
Orgiitii verilerine gore dliimlerin % 63’0 kanser ile iliskilidir. Akciger kanseri diinyada en
yiiksek mortaliteye sahip kanser tiirlidiir ve erken evrelerde saptanamamasi hastaligin hizl
seyrine, bu da hastanin yasam siiresinin azalmasina sebep olmaktadir (2). Giiniimiizde
cerrahi miidahale, kemoterapi, radyoterapi, hormon replasmani1 ve immunoterapi kanserle
miicadele de basvurulan esas metodlar olmakla birlikte bazen tamamlayict ve alternatif
tedavi amagli dogal iriinlerin kansere karsi kullanimi da goriilmektedir. Kemoterapi
kanserle miicadelede siklikla bagvurulan metod olup etkisizlik, ciddi toksisite ve ¢oklu ilag
direnci gibi dezavantajlar basar1 ylizdesini diisiirmektedir (4). Bundan dolay1 antikanser
ilaglara kars1 olan direnci yenebilmek icin yeni stratejilere ihtiya¢ duyulmaktadir (5). Iste
bu noktada dogal iiriinlere yeni ilag kesifleri icin potansiyel hammadde goziiyle bakilmakta
ve dogal iiriinlerde bulunan polifenoller bu anlamda yapilar1 ve aktiviteleri ile 6n plana
cikmaktadir. Dogal iiriinlerin gerek biitiin haldeki ekstraktlarinin, gerekse dogal iirtinlerden
izole edilen bilesiklerin antikanser etkilerinin arastirilmasi oldukga popiiler calisma

alanlarindan birisi haline gelmistir (98).

Ozellikle son yillarda dogal ari iiriinlerinin gerek in vivo ve gerekse in vitro
antikanser etkinliklerinin ortaya konmasi, bu 6zelligin de timor hiicre biiylimesini ve
metastaz1 engelleyerek ya da apoptozu arttirarak ortaya c¢iktiginin belirlenmesi bilim
camiasinda heyecan yaratmistir (136). Giincel literatiirde propolisin antitiimdral ve
immunomodiilator etkilerine yogunlasan ¢ok sayida c¢alismanin mevcut oldugu
goriilmektedir. Bu ¢alismalarda in vivo ve in vitro deneylerle propolisin bu etkilerinin
mekanizmalar1 arastirilmakta, sonuclar kullanilan propolisin kimyasal kompozisyonu,
botanik orjini verileri ile yorumlanmakta ve caligmalar derleme makalelerinin konusu
haline gelmektedirler (8, 9). Boyle oldugu halde Tiirk propolisinin kanser hiicre serilerinde

sitotoksik etkinligini konu alan ¢alismalar sinirli oldugu goriilmektedir (10-13).

Dogal friinlerin insanlar i¢in kullanilabilirligini belirlemede yapilacak ©n
calismalarda oncelikle in vitro metodlarin kullanilmasi onerilmektedir. Klinik denemeler
ancak in vitro galigmalardan pozitif sonug¢larin alinmasi durumunda tavsiye edilmektedir.

Ustelik gerek in vitro gerekse in vivo c¢alismalarda alinan pozitif sonuglarin klinik
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caligmalarda her zaman Ongorildiigi sekilde elde edilemeyecegi de vurgulanmaktadir
(137). Bu nedenle bu ¢alismada Tiirk propolisinin etanollii ekstraktinin diinya genelinde en
yiiksek insidansa sahip kanser tiirii olan akciger kanserinin kiigiik hiicreli olmayan tipinden
elde edilmis A549 serilerindeki sitotoksik etkisinin oncelikli olarak in vitro kosullarda

belirlenmesi planlandi.

Propolis; recinemsi yapisindan dolayr ham halde kullanilamamakta, g¢esitli
coziiciilerle ekstrakt haline getirilmektedir. Bu islem esnasinda inert bilesenlerin
uzaklastirilmasinin ve polifenolik igerigin korunmasinin dikkat edilmesi gereken hususlar
oldugu vurgulanmaktadir. Cesitli derisimlerdeki (% 70-100) etanol ile hazirlanan propolis
ekstraktlarinin mumsu bilesik icermedigi ve polifenolce zengin oldugu vurgulanmaktadir.
Ekstraksiyon oOncesinde propolis numunesinin dondurulmasi, sonrasinda kiiciik
parcaciklara ayrilmasi ve hatta toz haline getirilmesi 6nerilmektedir. Propolis numunesine
1:10 veya 1:20 (w/v) oraninda ¢oziicii eklenmesi, oda sicakliginda ya da inkiibatorde belirli
sicakliklarda inkiibe edilerek maserasyon yontemiyle ekstrakt elde edilmesi tavsiye
edilmektedir (49, 138). Propolis ekstraksiyon islemlerinde farkli yontemler ve ¢oziiciiler
kullanilmakta ve kullanilan ekstraksiyon yontemine ve ¢dziiciiye gore de propolis
ekstraktlar1 farkli aktiviteler sergileyebilmektedirler. Propolis ekstrakti hazirlamada en sik
kullanilan ¢dziicii etanol olup, zaman zaman metanol ve sulu propolis ekstraktlari da tercih
edilmektedir. Etanollii propolis ekstraktinin fenolik asitler ve flavonoidler agisindan zengin
oldugu immunomodiilator, kimyasallarin zararli etkilerini 6nleyici ve antitiimor etkilerinin
bulundugu ortaya konmustur (18). Buradan hareketle literatiirle uygun sekilde olmasina
dikkat edilerek bu c¢alismada kullanilacak propolis numuneleri 6nce donduruldu,
sonrasinda toz haline getirildi ve toz haldeki propolis numuneleri 1:20 (w/v) oraninda saf
etanol ile karistirilarak inkiibatorde 60 °C’de inkiibe edilerek maserasyon yontemi ile

ekstrakt haline getirildi.

Propolisin giinliik hayat icerisindeki kullaniminin artmasi, hazirlanan propolis
ekstraktinin temel iceriginin hizli ve ucuz metodlarla saptanmasini gerekliligini de
dogurmustur. Bu amagla toplam fenolik ve flavonoid igerigin belirlenmesi, demir
indirgeyici gii¢ tayini en sik bagvurulan rutin kontrol testleri haline gelmistir (138, 139).
Bundan dolay1 hazirlanan etanollii propolis ekstraktinin temel icerigi ve antioksidan
karakteri toplam polifenol ve toplam flavonoid igerik ile demir indirgeme giicii testleri

kullanilarak belirlendi.
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Sunulan ¢aligmada Tiirk propolisinin etanollii ekstraktinin toplam polifenolik igerigi
124.6 mg gallik asit/g propolis olarak bulunurken; literatiirde Diinya’nin farkli yerlerinden
toplanan propolis numunelerinin etanollii ekstraktlarindaki toplam polifenolik igeriklerin;
31-299 mg gallik asit/g propolis degerleri arasinda degistigi (140), kirmizi Brezilya
propolisi i¢in 152 mg gallik asit /g propolis (141), Cin propolisi i¢in 175 mg gallik asit/g
propolis (142), Tiirk propolisi i¢in 122 mg gallik asit /g propolis (122) degerlerinin
verildigi goriilmistiir. Sunulan ¢alismada Tiirk propolisinin etanollii ekstraktinin toplam
flavonoid icerigi 42.1 mg Kkuersetin/g propolis olarak bulunurken; Diinya’nin farkli
yerlerinden toplanan propolis numunelerinin etanollii ekstraktlarindaki toplam flavonoid
icerik degerlerinin; 2.5-176 mg kuersetin/g propolis arasinda degistigi (140), Cin propolisi
icin 45 mg kuersetin/g propolis (142) ve Tiirk propolisi i¢in ise 48 mg kuersetin/g propolis
(122) degerleri bildirilmistir. Sunulan c¢alismada Tiirk propolisinin etanollii ekstraktinin
demir indirgeme giicii 311 mg troloks/g propolis olarak bulunurken; Iran’mn farkli
yerlerinden toplanan propolis numunelerinin etanollii ekstraktlarinin demir indirgeme giicii
degerlerinin 32-1650 mg troloks/g propolis arasinda degistigi (143), Tiirk propolisinin
etanollii ekstraktinin demir indirgeme giicii degerlerinin ise 237 mg troloks/g propolis
(122) olarak bildirildigi gorilmistiir. Calismada elde edilen toplam polifenol igerik, toplam
flavonoid igerik ve demir indirgeme giicii degerlerinin literatiir verileriyle uyumlu oldugu
goriildi. Aradaki kiigiik farkliliklar, propolisin toplandigi bdlgenin iklimsel, bitkisel
farkliliklarindan, toplandig1 mevsimden, ekstraksiyon metodundan ya da propolis toplayan

ar1 irkindan (6) kaynaklaniyor olabilir.

Gilinlimiizde hiicre canliliginin, proliferasyon hizinin ve sitotoksisitenin belirlenmesi
icin siklikla tripan blue, MTT, nétral red, LDH, ATP gibi yontemler kullanilmaktadir
(112). Bu nedenle ¢alismada etanollii propolis ekstraktinin sitotoksik etkinligini belirlemek
icin hassas, kantitatif ve giivenilir bir kolorimetrik metot olan ve benzer caligsmalarda da
(10-13) kullanilan MTT yo6ntemi tercih edildi. Bir dogal bilesigin kemopreventif ya da
kemoterapotik agidan etkili ve kabul edilebilir oldugunu gosteren bazi kriterler belirlenmis
olup bu kriterlerin en onemlisi kullanilan dogal iirlinlin kanserli hiicrelerde gosterdigi
sitotoksik etkiyi normal ve saglikli hiicrelerde gostermemesidir (86). Bu nedenle
sitotoksisite ¢alismalari, AS549 kanser serileri ile paralel olarak normal fibroblast
hiicrelerinde de siirdiiriildii ve etanollii propolis ekstraktinin A549 hiicrelerinde normal

hiicrelere gore 2.4 kat daha segici sekilde sitotoksik etki gosterdigi belirlendi.
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Literatiir incelendiginde degisik cografik bolgelerden toplanan propolis
numunelerinden elde edilen ekstraktlarin ¢esitli kanser hiicre serilerinde in vitro sitotoksik
etki gosterebildiginin  bildirildigi goriilmektedir. Portekiz propolisinin metanolli
ekstraktinin renal kanseri (144), Yunan propolisinin biitanollii ekstraktinin kolon kanseri
(145), Tayland propolisinin metanollii ekstraktlariin karaciger, mide ve kolon kanseri
(125), kirmiz1 Brezilya propolisinin etanollii ekstraktinin larinks ve over kanseri (141),
Sirp propolisinin etanollii ekstraktlarinin kolon kanseri (146), Tiirk propolisinin sulu ve
DMSO’lu ekstraklarinin prostat kanseri (13), sulu ve etanollii ekstraktlarinin larinks kanser

(135) hiicre serilerinde sitotoksik etki gosterdikleri bildirilmektedir.

Propolis ekstraktlarinin A549 hiicre serilerindeki sitotoksik etkisinin incelendigi
caligmalarda ise; Koudhi ve arkadaslar1 Tunus propolisinin etanollii ekstraktlarinin
sitotoksik etkinligini de kapsayan ¢alismalarinda ekstraktin kolon (HT-29) ve larinks (Hep-
2) hiicrelerinde normal fibroblast hiicrelerine gore (ICs0=55 pg/mL) secici bir sekilde
sitotoksik etki gosterdigini fakat ayni segiciligin A549 hiicre serisinde (IC5=200 pg/mL)
goriilemedigini bildirmislerdir (147). Herrera ve arkadaslari ise Kiiba’nin farkli yerlerinden
toplanan propolis numunelerinin  DMSO’lu  ekstraktlarinin  A549 hiicre serisinin
cogalmasini segici bir sekilde inhibe ettigini ve fibroblast hiicrelerine gore secicilik
indeksinin 0.8-3.2 arasinda degistigini, apoptotik bulgulara rastlanmayip nekrotik
goriintliler elde edildigini belirtmislerdir (130). Bu acidan bakildiginda Tiirk propolisinin
etanollii ekstraktinin da diger bolge propolislerinden elde edilen ekstraktlar gibi A549

hiicre serisinde sergiledigi sitotoksik etkinin se¢ici oldugu belirlendi.

Calismada Tiirk propolisinin etanollii ekstraktlarinin A549 hiicre serisi {izerindeki
secici sitotoksik etkinliginin mekanizmasini belirleyebilmek benzer c¢alismalarda
kullanilmast onerilen yontemler ile (66, 97, 116, 148) ekstraktin hiicre dongiisiine ve
apoptoza olan etkileri arastirildi. Sitotoksik etki mekanizmalarinin arastirildig:
calismalarda sitotoksisite deneylerinden elde edilen degerlerden hesaplanan ICsg
degerlerinin ya da 1Csp degerine yakin konsantrasyonlarin kullanilmasi tercih edilen bir
yaklagimdir. Artan konsantrasyonunun etkisini gorebilmek adina 1Csy konsantrasyonu
yaninda ICsp’nin yaklasik iki kati konsantrasyonu ifade eden ICgy konsantrasyonu da
beraberce kullanilabilmektedir (149, 150). Bu nedenle flow sitometrik analizlerde ve gen
ekspresyonu calismalarinda A549 hiicre serisi i¢in etanollii propolis ekstraktinin 1Csq Ve

ICqo konsantrasyonlari tercih edildi.
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Hiicre dongiistiniin kusursuz bir bigimde ilerleyisinde her bir evreden bir digerine
gecisin "kontrol noktalar1" adi verilen sensér mekanizmalar tarafindan siirekli izlendigi
bilinmektedir. Hiicre dongiisii kontrol noktalariin islevsizligi kanser gibi asir1 hiicre
cogalmasiyla karakterize hastaliklarin gelismesine neden olabilmektedir. Bu nedenle
kanser hiicrelerini hiicre dongiisiiniin belirli evrelerinde durdurabilmek antikanser terapide
hedef yaklasimlardan birisidir (94). Buradan yola ¢ikarak gerceklestirilen hiicre dongiisii
analizinde, propolis ekstraktinin 6zellikle ICgp konsantrasyonunun A549 hiicrelerini hiicre
dongiisiiniin G; evresinde durdurdugu ve sentez evresine giren hiicre sayisini azalttigi
goriildii. Propolisin ve ondan izole edilen bilesiklerden o6zellikle krisin, kuersetin ve
CAPE’nin farkli kanser hiicre serilerinde (glioma, kolon, meme, prostat, histiyositik
lenfoma gibi) gosterdikleri antiproliferatif etkinin hiicre dongiisiinii G; ya da G/M
evrelerinde  durdurabilmelerinden, mekanizmanin ise siklinler ve CDK’larin
ekspresyonlarinin azaltilmasit ya da p21 ve p27 gibi hiicre dongiisli inhibitorlerinin
arttirilmasi aracilign ile isledigi belirtilmektedir (8, 9, 151). Yapilan literatiir taramalarinda
propolisin A549 hiicre serilerinin hiicre dongiisii tizerindeki etkisini ortaya koyan bir
calisma bulunamamis olmakla birlikte, Tirk propolisinin etanollii ekstraktinin A549
hiicrelerini hiicre dongiistiniin G; evresinde durdurabilmesinin  muhtemel sebepleri;
CDK2/siklin E kompleksinin inhibe edilmesi ya da p21 ve p27 ekspresyonunun arttirilmasi

olabilir ve etkinin bu yoniiyle de arastirilmasinin gerektigi kanaatindeyiz.

Etanollii propolis ekstraktinin A549 hiicrelerinde apoptoz ve ER stresi iizerine
etkilerinin arastirildigi ¢alismalarda; ekstraktin ICsq konsantrasyonunun sadece anneksin V
pozitif dolayisiyla erken apoptotik hiicre sayisimi arttirdigi, saglikli hiicre sayisini azalttigi,
mitokondri membran potansiyelini degistirmedigi, CHOP protein ekspresyonu artisindan

dolay1 ER stresini ve kaspaz aktivitesini arttirdig1 belirlendi.

Ekstraktin ICqo konsantrasyonunun ise anneksin V analizinde nekrotik ya da geg
apoptotik sinifina giren hiicre sayisini arttirdigi, saglikli hiicre sayisini azalttigi, mitokondri
membran potansiyelini azaltip, CHOP protein ekspresyonu artisindan dolayr ER stresini ve

kaspaz aktivitesini arttirdigi belirlendi.

Literatiirde propolis ve propolisten izole edilen maddelerin apoptoz iizerine
etkilerinin arastirildigi calismalar incelendiginde; Kamiya ve arkadaslar1 kirmizi Brezilya

propolisinin etanollii ekstraktlarnin meme (MCF-7) kanseri hiicre serilerinde kaspaz
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aktivitesini arttirarak DNA fragmentasyonu olusturdugunu, Bax artisina ve Bcl-2
azalmasina neden olarak apoptotik prosesleri harekete gecirdigini, CHOP ekspresyonunu
arttirarak ER stresi ilizerinden mitokondriyal apoptoz mekanizmasinin aktiflendigini
bildirmislerdir (152). Akao ve arkadaglar1 Brezilya propolisinin etanollii ekstraktinin ve
ondan izole edilen baccharin, drupanin ve artepilin C bilesiklerinin apoptozu arttirmak
suretiyle kolon (SW-480) ve Ilosemi (HL-60) hiicre serilerinde apoptotik etki
gosterdiklerini vurgulamislardir (153). Yine propolisin ana bilesenlerinden olan kuersetinin
meme (MCF-7) kanseri hiicre serilerinde; hem dis apoptoz yolagini aktifleyerek, hem ER
stresini dolayisiyla artmis ER stresi belirteclerinden CHOP ekspresyonunu 24 ve 48.
saatlerde arttirarak mitokondri bagimli apoptozu indiikleyerek, hem de hiicre dongiisiinii S

fazinda tutuklayarak sitotoksik etki gdsterebildigini bildirilmektedir (154).

Elde edilen sonuglar ve literatiir bilgileri 15181nda ekstraktin ICyy konsantrasyonunda
goriilen proapoptotik etkinin; i¢ apoptoz yolagmin ve ER stresinin indiiklenmesi sonucu
artan kaspaz aktivitesi lizerinden ger¢eklesmis oldugu, ekstraktin ICsy konsantrasyonunda
goriilen proapoptotik etkinin ise indiiklenmis ER stresi iizerinden mitokondriden bagimsiz,

artmis kaspaz aktivitesi ile ortaya ¢ikmis olabilecegi kanaatine varildi.

Propolis ekstraktinin sitotoksik etkisinin hiicre dongiisii ve apoptoz yolaklari
tizerinden nasil gergeklestigi konusunda fikir vermesi agisindan propolis ile muamele
edilen ve edilmeyen hiicrelerde hiicre ici ROS miktar1 bu amagcla sik¢a kullanilan floresan
bir prob olan CM-H,DCFDA kullanilarak 6l¢tildii (133, 134). Hiicre i¢i ROS seviyelerinin
belirlenmesi deneyinde kullanilacak uygun boya konsantrasyonu, hiicre sayist ve muamele
siireleri boliimiizde daha once yapilan bir yiiksek lisans c¢alismasi (135) g6z Oniine
alinarak, Ol¢iimde kullanilan florometre sisteminin tayin {ist siirim1 gegmeden sonug
alabilmek {lizere tasarlandi. Bu nedenle calismanin biitiiniiyle korelasyon gostermesi
gereken 72 saatlik muamele siirelerinde elde edilen biiylik floresans igimalar dogru
Olclilemedigi i¢in hiicre ici ROS o6l¢iimii 4 saatlik muamele stirelerinde gerceklestirildi.
Propolisin zengin polifenolik igerigine bagl olarak Janus etki gosterdiginin goriildiigii
calismada propolisin etanollii ekstraktinin 100 pg/mL konsantrasyonda hiicre i¢i ROS
miktarin1 anlamli olarak arttirdigi goriildii (P<0.05). 50 ve 75 pg/mL konsantrasyonlarda
goriilen hiicre i¢ci ROS miktarindaki azalmanin ekstraktin antioksidan 6zelligi ile serbest
radikalleri siiplirme aktivitesinden, 100 pg/mL konsantrasyonun tizerindeki hiicre ici ROS

miktarindaki azalmasinin ise ekstraktin hiicre canliligini agir1 azaltmasindan kaynaklaniyor
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olabilecegi kanaatine varildi. Bu ¢alisma ile hazirlanan etanollii propolis ekstraktinin
uygun konsantrasyon ve muamele siirelerinde hiicre ici ROS miktarini arttirabildigi

sonucuna varildi.

Polifenollerin ve polifenolce zengin ekstraktlarin antikanser ve apoptoz uyarici
ozellik gostermeleri, onlarmn antioksidan giiciinden ziyade pro-oksidan oOzellikte
olabilmelerinden kaynaklanmaktadir (155). Metabolik hizi normal hiicrelere gore son
derece yiiksek olan kanser hiicrelerinde, transferrin reseptoriiniin artmis ekspresyonu
nedeniyle fazla miktarda agir metal bulunabilmektedir. Bu fazla miktardaki agir metal
varliginda antioksidanlarin kendileri okside olup pro-oksidan karakter sergileyebilmektedir
(85). Omegin polifenollerin pro-oksidan ozelligi neticesinde hiicre icinde artan ROS
kanserli hiicrelerde apoptotik DNA fragmentasyonuna neden olabilmektedir (155).
Literatiirde propolis ekstraktlarinin ve propolisten izole edilen bilesiklerin yiiksek
konsantrasyonlarda hiicre i¢ci ROS miktarint arttirarak sitotoksik etki mekanizmalarini
harekete gegirebildigine dair ¢aligmalar mevcuttur. Cin propolisinin etanollii ekstraktinin
meme kanseri (MCF-7 ve MDA-MB-231) hiicre serilerindeki sitotoksik etkinliginin;
ekstraktin yiiksek konsantrasyonlarda Janus ozellik sergileyerek hiicre ici ROS miktarini
arttirarak, mitokondri membran potansiyelini azaltarak ve apoptozu indiikleyerek
gerceklestirdigi (156), Sili propolisinin etanollii ekstraktinin agiz (KB), kolon (Caco-2) ve
prostat (DU-145) hiicre serilerindeki sitotoksik etkisinin, ekstraktin bu hiicre serilerinde
ROS artisina bagli olarak DNA hasar1 olusturarak gosterdigi (157) bildirilmektedir. Lee ve
arkadaglart ise propolis iceriginde bulunan CAPE’nin C6 glioma hiicre serisindeki
sitotoksik etkinliginin CAPE’nin; mitokondriyal apoptoz yolagi iizerinden kaspazlar
aktifleyerek, Bax ve Bak gibi proapoptotik proteinleri arttirarak, Bcl-2 gibi antiapoptotik
proteinleri ve hiicre i¢i glutatyonu azaltmak suretiyle hiicre i¢ci ROS miktarini arttirarak
kanser hiicrelerini 6ldiirebildigini savunmuslardir (149). Diyetle meyve ve sebzelerden
aliabilen, propolisin de bilesenlerinden biri olan kuersetin ¢ok gii¢lii antioksidan
karakterde bir flavonoiddir. DNA hasarin1 engelleyebildigi i¢in kemopreventif 6zellikte
oldugu bildirilmektedir. Bunun yani sira kuersetinin doza, maruz kalma siiresi ve hiicre
tipine gore pro-oksidan karakter sergileyebildigi ve kanser hiicrelerinde DNA hasari
yapabildigi de gosterilmistir. Ayrica PI3K ve Akt sinyal yolaklarini inhibe edebildigi, Bcel-
2 gibi antiapoptotik protein miktarini azaltabildigi, survivin gibi kaspazlara dogrudan

baglanarak onlar1 inhibe eden proteinleri inaktive etmek suretiyle kaspaz aktivasyonu
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saglayabildigi ve antioksidan enzim ekspresyonunu azaltarak ROS artigina sebep olabildigi

de vurgulanmaktadir (1).

Tirkiye’nin farkli yerlerinden toplanan propolis numunelerinde daha ¢ok kuersetin,
benzoik asit, kafeik asit, ferulik asit, krisin, mirisetin, kumarik asit gibi bilesikler
saptanirken; vanilik asit, klorogenik asit, epikatesin, rutin, siringik asit ve o-kumarik asit
gibi bilesiklerin az miktarlarda bulundugu bildirilmektedir (139, 158-160). Uzel ve
arkadaslarinin ~ yaptiklar1 c¢aligmada ise Trabzon yoresinden toplanan propolis
numunelerinin basta pinocembrin olmak iizere isalpinin, pinostropin, naringenin, Krisin,
3,4,7-trimetoksi flavanon, pinobanksin, kuersetin, galangin, apigenin, benzoik asit ve
kafeik asit gibi bilesiklerce zengin oldugunu gosterilmistir (161). Cesitli dogal tiriinlerden
hazirlanan ekstraktlarin sitotoksik 6zelliklerinin incelendigi ¢alismalarda, Oncelikle
ekstraktin biitiin haldeki etkisinin incelendigi ve sonuglarin sinerjik etkiye atfedildigi
goriilmektedir. 1lerleyen calismalarda ise etkinin goriildiigii fraksiyondan ¢esitli
izolasyonlar yapilarak igerikteki bilesenlerin bireysel etkileri degerlendirilmektedir (162).
Bu calisma, Tiirk propolisinin etanollii ekstraktinin A549 hiicre serisindeki sitotoksik
etkisinin; hiicre dongiisiiniin durdurularak, apoptozun, ER stresinin ve hiicre i¢i ROS
miktarinin arttirilarak ortaya c¢iktigini belirleyen ilk ¢alisma olup, propolisin belirlenen
secici sitotoksik etkisine igeriginde bulunan tiim bilesenlerin katki verebilmis olabilecegi
sonucuna varilmigtir. Buradan hareketle, kullanilan propolis numunelerinin igeriginin
aydinlatilip, ¢aligsmalarin farkli kanser hiicre serilerinde ve deneysel yaklagimlarla devam
ettirilmesinin, klinik ¢calismalarin Oniinii agabilecegi diisiiniilmektedir. Bu ¢alismalardan da
elde edilecek miispet verilerle propolisin alternatif, tamamlayici bir iiriin olarak gida ve
ilag endiistrisine adaptasyonunun saglanabilecegi, kansere kars1 kullanilabilecegi

ongoriilmektedir.
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