T.C.
YIL.DIZ TEKNIiK UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

JUGLONUN C6 GLIOMA HUCRE HATTINDAKI SITOTOKSIK,
APOPTOTIK VE ANTI-PROLIFERATIF ETKILERININ
INCELENMESI

Ekin BEKTAS

YUKSEK LISANS TEZI
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Programi

Danigsman

Prof. Dr. M. Hamza MUSLUMANOGLU

Ocak, 2022



T.C.
YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU

JUGLONUN C6 GLIOMA HUCRE HATTINDAKI SITOTOKSIK,
APOPTOTIK VE ANTI-PROLIFERATIF ETKILERININ
INCELENMESI

Ekin BEKTAS tarafindan hazirlanan tez calismasi 12.01.2022 tarihinde asagidaki
jiiri tarafindan Yildiz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Programi YUKSEK
LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Prof. Dr. M.Hamza MUSLUMANOGLU
Yildiz Teknik Universitesi
Danisman

Jiiri Uyeleri

Prof. Dr. M.Hamza MUSLUMANOGLU, Danisman

Yildiz Teknik Universitesi

Prof. Dr. Ismail KOCACALISKAN, Uye

Yildiz Teknik Universitesi

Prof. Dr. Emre TEPELI, Uye

Istanbul Atlas Universitesi




Damismamim Prof. Dr. M.Hamza MUSLUMANOGLU sorumlulugunda tarafimca
hazirlanan Juglonun C6 Glioma Hiicre Hattindaki Sitotoksik, Apoptotik ve Anti-
Proliferatif Etkilerinin Incelenmesi bashikli calismada veri toplama ve veri
kullaniminda gerekli yasal izinleri aldigimi, diger kaynaklardan aldigim bilgileri
ana metin ve referanslarda eksiksiz goOsterdigimi, arastirma verilerine ve
sonuclarina iliskin carpitma ve/veya sahtecilik yapmadigimi, calismam siiresince
bilimsel arastirma ve etik ilkelerine uygun davrandigimi beyan ederim. Beyanimin

aksinin ispat1 halinde her tiirlii yasal sonucu kabul ederim.
Ekin BEKTAS

Imza



Aileme
ve

biricik esime



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca beni her konuda yonlendiren, bilgi ve sevgisini
esirgemeyerek bana siirekli destek olan danisman hocam, Sayin Prof. Dr. M.

Hamza MUSLUMANOGLUna,

Tezimi iyilestirmem ve diizenlememde bana yardimci oldugu ve ayni zamanda
laboratuvarda yasadigim sorunlarda desteklerini sundugu icin Ars. Gor. Mine

KUGAK’a,
En biiyiik destekcim, esim Firuze UNLU BEKTAS'a,

Galismalarimizda karsilikli bilgi alisverisi yaptigimiz ve yardimlastigimiz Tolga

ONTURK,

Tezin qPCR asamasinda yardimlarini esirgemedikleri icin tiim Next Genetic

Center, Molekiiler Biyoloji Boliimii'ne,

Tez calismam siiresince ilgi ve destegini yanimda hissettigim Molekiiler Biyoloji

ve Genetik boliimiindeki degerli bilim insanlarina,
Sonsuz saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Ekin BEKTAS

iv



ICINDEKILER

SIMGE LISTESI vii
KISALTMA LISTESI vii
SEKIL LISTESI ix
TABLO LISTES] X
OZET xi
ABSTRACT xiii
1 GIRIS 1
1.1 LiteTatir OZEti....oevieveeiivieeeieeeeeeeeteeeeeeeteeeeee et eeeseereeeeseeseeseneeseeneaeenens 1
1.2 TEZIM AINACT ..uuueeieeeiiiiiiiieeeeeeeeeetttutataeeeeeeeeetttasnnaaaeeeeeeeeetnnnnnanaeeeeeeeeenes 2
1.3 HIPOTEZ «eeeteeuieee ettt ettt e e e e e e e et ttteaa e e e e e e eeeeeeasaaaeeeeeeeeeeennes 2

2 GENEL BILGILER 3
D I =T 1<) A\ =T U PPN 3
2.1.1 ONKOZENOMIK ....occuvieniiieiiieciieeiie ettt e 4

2.1.2 KanSer TeAAVISI ......eceeuirierieriieniieiieeieetestteieeie sttt et ae e saeesieens 6

2.2 JUGLOM .« s 7
2.3 C6 Rat Glioma HUcre Hattl ...coeeeueeeeiiiiieeeeieeeiiiiieeeeee e eeeieeeeeeee e 10

D Y/ N PO PP PO PP PPPPPPPPIN 11
2.5 W ST s 12
2.6 Koloni FOIMAaSYON TESTi...uuuuuuuuuenunniiiiiiiieee s aaes 13
2.7 Yara IVileSme TeSti.....ocveuieieeieeiieeeeieeeeeeeeeeeeee et eee e eee e eeseeesaeeseeneeaeeaea 13
2.8 DAPI BOYAIMA c.evvuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e et 14
2.9 RT-QPCR YONEEIMI ..uuuuuuiiiiiiiiiii s 14
2.10RT-qPCR Yonteminde Kullanilan Genler .........cccceeeiviiiiiiiiiiiiiiiinnes 15

3 MATERYAL VE METOT 17
3.1 MaAterVal...oeeeeeeeeieeeeeeeee et e e e e e e e e e e e 17
3.1.1 Deneylerde Kullanilan Cihazlar...........ccccooceniiiniiiinniniiienceceee 17

3.1.2 Deneylerde Kullanilan Kimyasallar.........c..ccocevieninninieniienieneeene 17

K 20\ (<] €0 ] PP PPPPP PPN 18



3.2.1 Hiicre Kiltiirti YOntemleri ........cooceevieriiieniennieiienieesieeeeeeeeee e
3.2.2 Juglon Stok Sollisyonu Hazirlanmasi ..........ccceevveevieenienniiessieeneeenne.
3.2.3 Sitotoksisite ANAliZIeri ......cceevvieriiiiiiiieeee e
3.2.4 Proliferasyon AnNalizleri.........cccceeevuierieeiiieniieeieeee e
3.2.5 DAPI BOVAIMA....ciiiiiiiiiiiiiiiiieeee ettt ettt e e et e e e e e e
3.2.6 Molekiiler Biyolojik AnalizIer..........cccceceeeiienieeiieeiiecie e
3.2.7 Istatistiksel ANALIZIET ............ooveevveeeeeeeeeeeeeeeeeee e

4 BULGULAR

4.1 Sitotoksisite ANAlIZIeTi......cceeeiiiiiriiiiiiiiieeeeee et e e
4.1.1 MTT YONEEIMI.c..eeiiiiiiiiiieeiiiee ettt ettt e st e sieee s
4.1.2 WST-1 YONERIMI ..eeruvreiiiiieeiieeeiieeeeieeeeireeesreeeeree e e sreeesneee s e s

4.2 Proliferasyon AnalizIeri.......ccceieeiuieeiiiiiiiiieiieiiiieeeeieee e
4.2.1 Koloni Olugum TeSti.......ccoeruiriirieniieieeieeiesiesieesieeie e
4.2.2 Yara IyileSme TSt ......cccvuevveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeee e snen

4.3 DAPI BOYAIMA ....ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciiiiiiicce ettt eeettraee e e e eeeeeaes

4.4 Molekiiler Biyolojik Analizler ..........c..eeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e
4.4.1 Total RNA Miktarinin Belirlenmesi.........ccccoevveeniiriiieniiienieeieenenne,
4.4.2 Total RNA'nin Jel Uzerinde Analizi ...........cocoveveeveveveeeeeeeeieeeeeeeennn
4.4.3 cDNA Miktarinin Belirlenmesi.......cccceevveeviieniieenieiiienieeie e
4.4.4 Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR) Yontemi......

5 SONUG VE ONERILER

5.1 SOMUG ... ittt st e et e e et e e et s eeae s eta s enaaeees

5.2 TaAITISINIA . ..uuiiiiieiiiie ettt ettt e ette e et s etaeeetaeeeaaeeersneseranssenanssennnnsees

5.3 OMETILET.....cveevieeeteeteeeeeeteet ettt ettt ete et eaeese et ensessesenseseeseneereesenea

KAYNAKCA

TEZDEN URETILMIS YAYINLAR

vi



SIMGE LISTESI

rpm

ng
nm
°C
Xg
%

Dakikadaki devir sayisi
Delta

Gram

Hacim

Kiitle

Letal doz
Mikrogram
Mikrolitre
Mikromolar
Miligram

Mililitre
Milimolar

Mol

Molar

Molekiiler Agirlik
Nanogram
Nanometre

Santigrat

Yer ¢ekimi ivmesinin katlar1

Yiizde

vii



KISALTMA LISTESI

BAX
BCL-2
BCR
cDNA
CO,

Ct
DAPI
DEPC
DMSO
dNTP
EDTA
FBS
FDA
IUPAC
Log
MMP
MOPS
mRNA
MTT
NAD
PARP1
PBS
RT-qPCR

WST-1
XTT

BCL-2 Iliskili X Proteini

B hiicreli lenfoma-2

Kesme Noktas1 Kiime Bolgesi Proteini
Komplementer DNA

Karbondioksit

Dongt Esigi

4' 6-diamidino-2-fenilindol

Di Etil Piro Karbonat

Dimetil Siilfoksit

Deoksiribo niikleozit trifosfat

Etilen Di Amin Tetra Asetik Asit

Fetal Bovin Serum

Birlesik Devletler Gida ve ilac Dairesi
Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
Logaritma

Matriks Metalloproteinaz

3-(N-morfolino) Propan Siilfonik Asit

Mesajc1 RNA
(3-(4,5-Dimetiltiyazol-2yl)-2,5-Difeniltetrazolyum Bromid)
Nikotinamid Adenin Diniikleotit
Poli[ADP-riboz] Sentaz 1

Potasyum Fosfat Tamponu

Ters Transkrisptaz Ger¢cek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Ultraviyole

Suda Coziiniir Tetrazolyum Tuzlar

2, 3 bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide

viii



SEKIL LISTESI

Sekil 2.1 Juglonun Kimyasal YapiSl........oeeeeuuieiiiieiiiiiriiiiieieeeeeeeeeiieeeeeee e 8
Sekil 2.2 Isik mikroskobunda C6 hiicreleri.........cceeeiiiieriiiiiiiiiiieeiiiiiiiiieeeeeen. 11
Sekil 2.3 MTT'nin formazana dONUSUMIU. «.ceeeerureeeririiiieeeeiieee et 12
Sekil 2.4 Ger¢ek zamanli PCR’da bir SYBR Green floresan grafigi...................... 14
Sekil 4.1 MTT yontemi sonucu canliliga gore mor renk alan hiicreler................ 27
Sekil 4.2 Kontrol grubunun ve farkli doz uygulanmis deney gruplarinin
absSOrbans deZerleri.......uuuuuuuuui e 27
Sekil 4.3 Normalize edilmis absorbans degerlerinin juglonun logaritmik
degerlerine gore grafik €Zrisi......ccceveevueiiiiiiiiiieiieiieeee e, 28
Sekil 4.4 WST-1 yontemi sonucu canliliga gore renk degistiren hiicreler........... 29
Sekil 4.5 Kontrol grubunun ve farkli doz uygulanmis deney gruplarinin
absSOrbans AEZeTrleri.... ... uuuueuii e 29
Sekil 4.6 Normalize edilmis absorbans degerlerinin juglonun logaritmik
degerlerine gore grafik €8risi.....ccceeeeeeeeeieeieiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 30
Sekil 4.7 Gorlintir hale getirmek icin boyanan hiicrelerin kolonileri................... 30
Sekil 4.8 Kontrol grubu ve deney gruplarinin koloni sayilar1 ve aralarindaki
farkin istatistiksel degerlendirmesi............cccceeeeeeeiiiiiiiiiiii, 31
Sekil 4.9 Hiicrelerde yaranin olusturuldugu giiniin ve 24 saat sonrasinin sirasiyla
GOTUNETLOT T e 32
Sekil 4.10 Yara iyilesme yiizdelerinin grafigi........ccccecooueeiiiniiiiiiinniiiieiiiieeen, 33
Sekil 4.11 Kontrole gore yara iyilesme oranlarinin istatistiksel degerlendirmesi 33
Sekil 4.12 DAPI ile boyanan hiicrelerin sirasiyla 5x ve 10x goriintiileri ............. 34
Sekil 4.13 Doz uygulanmus kiiltiirlerdeki hiicre sayisinin doza bagiml istatistiksel
degerlendirmesi....cccceeeeeeeiieiiiiiiiieeeeee, 35
Sekil 4.14 Jel iizerinde yiiriitiilen total RNA (sirasiyla kontrol, 5 uM ve 10 uM)
SOTIUGIATT ..ttt et e e e e e e 36
Sekil 4.15 Belirlenen Genlerin Anlatim Seviyelerindeki Degisimler ................... 37

ix



TABLO LISTESI

Tablo 3.1 Thermal Cycler 1€aKSiyOnU .........uuuuuuueuuuueiniiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeanaaen 25
Tablo 3.2 RT- qPCR ileri ve ters Primerler ............uueeeeeuuuueuueeiiiiieieieneneeennenennnnnnns 25
Tablo 3.3 gPCR ic¢in PCR cihazi PrOgrami .............eueueueuuuueeunennnneeeeiennneennennnnnnnnnns 26
Tablo 4.1 Kontrol ve deney gruplarinin koloni sayilart .......c.cccceeeeeeiiieeiinnnneen. 31
Tablo 4.2 Test gruplarindan 2 farkli zamanda alinan 6l¢iim sonucu.................. 33
Tablo 4.3 Hiicrelerin 24 saat sonunda sayilar1 ve kapladigi alan yiizdeleri. ........ 35
Tablo 4.4 Total RNA’larin nanodropla 6l¢ctim sonuglart .........eceeeeeeeeiieeeeennnnnee. 36
Tablo 4.5 Tamamlayici DNA’larin nanodropla 6lciim sonuglart ...........ceeenneeeee. 37



OZET

Juglonun C6 Glioma Hiicre Hattindaki Sitotoksik, Apoptotik
ve Anti-Proliferatif Etkilerinin Incelenmesi

Ekin BEKTAS

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Prof. Dr. M. Hamza MUSLUMANOGLU

Juglon, Juglandaceae ailesine iiye bitkilerde yapraklarda, kokte, kabuklarda ve
meyvelerinde dogal olarak bulunan bir organik bilesiktir. Bircok bitki tiiriinde
toksik ve biiylime durdurucu o6zellige sahiptir. Gida ve kozmetik endiistrisinde
boya maddesi olarak kullanilmaktadir. Juglon, ceviz tiirlerinden ekstrakte
edilebildigi gibi yapay olarak da sentezi gerceklestirilebilen bir bilesiktir. Ac¢ik
havaya maruz kalmasi, juglonun degredasyona ugramasina sebep olmaktadir,
ayrica bazi bakteri tiirlerinin juglonu metabolize edebildigi de kesfedilmistir.
Glioma, glial hiicrelerin cesitli sebeplerle kontrolsiiz boliinmeye baslamasiyla
ortaya cikan tlimorlesme tiiriidiir. Beyin kanseri olarak da adlandirilan bu
tiimorler, dort farkli kategoride siniflandirilmaktadir. Dordiincii kategoride yer
alan ve en saldirgan sinif olan bu tiire glioblastama denilmektedir. C6 glioma
hiicre hatt1 Rattus norvegicustan izole edilmis, beyin glial hiicrelerinden koken
alan bir tiimor hattidir. Bu calismada, C6 glioma hiicre hattina juglon uygulamasi
yapilmasi ve sitotoksik etkilerin MTT ve WST-1 testleriyle go6zlemlenmesi
gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler, iki testin sonuclarinin birbirleriyle

yakindan iliskili oldugunu ve juglonun sitotoksik etkilerinin bu hiicre hattinda

xi



mevcut oldugunu gostermistir. Belirlenen ICs, degeri sonrasinda koloni formasyon
testiyle hicrelerin juglon dozaji uygulamasi sonrasi koloni olusturma ve
proliferasyon yetenekleri incelenmistir. Yara iyilesmesi testiyle bu goézlemler
pekistirilmis ve hiicrelerin migrasyon yetenegi gozlemlenmistir. DAPI boyama
yapilarak  hiicrelerin floresan mikroskobunda morfolojik incelemeler
gerceklestirilmistir. Son asama olarak RT-qPCR yapilarak belirlenen kanser iligkili
genler {lizerindeki ifade seviyeleri karsilastirilmistir. Yapilan tiim incelemeler
sonrasi istatiksel analizler gerceklestirilerek, istatistiksel olarak anlamli bulunan
sonuglar gosterilmistir. Ortaya konulan veriler dogrultusunda, juglonun C6 Rat

glioma hattinda anti-proliferatif ve apoptotik etkileri belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Glioma, juglon, sitotoksisite, RT-qPCR, kanser.

YILDIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Investigation of Cytotoxic, Apoptotic and Anti-Proliferative
Effects of Juglone on C6 Glioma Cell Line

Ekin BEKTAS

Department of Molecular Biology and Genetics

Master Thesis

Supervisor: Prof. Dr. M. Hamza MUSLUMANOGLU

Juglone is an organic compound found naturally in the leaves, roots, bark and
fruits of plants belonging to the Juglandaceae family. It has toxic and growth
inhibiting properties in many plant species. It is used as a dyestuff in the food and
cosmetic industry. Juglone is a compound that can be synthesized artificially as
well as extracted from walnut species. Exposure to open air causes juglone to
degrade, and it has also been discovered that some bacterial species can
metabolize juglone. Glioma is a type of tumorigenesis that occurs when glial cells
begin to proliferate uncontrollably because of various reasons. These tumors, also
called brain cancer, are classified into four different categories. This type, which
is in the fourth category and the most aggressive class, is called glioblastoma. C6
glioma cell line is a tumor line derived from brain glial cells derived from Rattus
norvegicus. In this study, juglone application to C6 glioma cell line and
observation of cytotoxic effects by MTT and WST-1 tests were performed. The data
obtained showed that the results of the two tests were closely related and the
cytotoxic effects of juglone were present in this cell line. After the determination

xiii



of ICs value, colony formation and proliferation abilities of the juglone treated
cells were examined with the colony formation test. These observations were
reinforced by the wound healing test and the migration ability of the cells was
observed. Morphological examinations of the cell groups were performed under
fluorescent microscopy by DAPI staining. As a final step, the expression levels on
the cancer related genes determined by RT-qPCR were compared. After all the
examinations, statistical analyzes were performed and the results that were found
to be statistically significant were shown. In line with the data presented, the anti-
proliferative and apoptotic effects of juglone were determined in the C6 Rat

glioma line.

Keywords: Glioma, juglone, cytotoxicity, RT-qPCR, cancer.
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Kanser gliniimiizde insanliga en cok etki eden ve 6liimlerin biiyiik bir kismindan
sorumlu olan tedavisi karmasik ve uzun olan bir hastaliktir. Kanser tiirleri ve

bunlara bagli 6liimler toplam 6liimlerin yilizde 15,7’sinden sorumludur. [1]

Gelisen bilimsel yontemler ve arastirma metotlar1 sayesinde kanser arastirmalari
son yillarda hiz kazanmistir. Umut vadeden yeni sonuclarla birlikte kanser eskisi
kadar oliimciil ve ¢oziimsiiz bir hastalik olmaktan uzaklasmaktadir. 1971’den bu
yana sadece Amerika Birlesik Devletleri'nde kanser arastirmalarina 200 milyar
dolar harcanmistir. Sonug¢ olarak kanserden oliim oranlar1 yiizde 5 oraninda

azalmastir. [2]

Kanser arastirmalarinda juglonun etkilerinin incelendigi bircok calisma
mevcuttur. Kolon kanseri hiicre hattinda juglonun hiicre proliferasyonunu azaltan
ve apoptozu arttirdigini gosteren c¢alisma vardir. [3] Juglon 21. Yiizyilda
bulunmus ya da yeni kesfedilmis bir madde degildir. Juglonun kanser iistiine
etkilerinin arastirilmasi son zamanlarda hiz kazanmistir. Juglonun cesitli insan
kanser hatlarinda sitotoksik etkileri oldugu bulunmustur. Bu kanser hatlarina

prostat kanseri, gogiis kanseri, deri ve akciger kanseri dahildir. [4]

Juglonun kombine ajan olarak kullanildigi ve pankreas hiicrelerinde yapilan
calismalar da mevcuttur. [5] Bunun yaninda, juglonun sadece insan kanser
hatlarinda degil ayn1 zamanda rat kanser hatlarina olan etkilerini inceleyen
calismalar bulunmaktadir. Bu calismalarla juglonun etki mekanizmasi ve ne yonde

etki ettigi aydinlatilmaya calisilmaktadir. [6]

Bagka bir calismada ise juglonun rat melanoma hiicrelerine sitotoksik ve
genotoksik etki gosterdigi bulunmustur. [7] Juglonun kanser hatlarina olan bu
etkisi daha ileri arastirmalar yapilmasina onciiliikk etmektedir. Juglonun kanser

hatlarina olan sitotoksik ve anti-proliferatif etkilerinin yami sira anti-bakteriyel



etkilerinin oldugunu gésteren calismalar da bulunmaktadir. Ozellikle
antibiyoktiklerle kombine olarak kullanildiginda antibiyotik efektifligini

arttirdigini gosteren calismalar mevcuttur. [8, 9]
1.2 Tezin Amaci

Bu calismada sekonder bir metabolit olan juglonun, rat glioma kanser hattinda
olan sitotoksik, apoptik ve anti-proliferatif etkilerini gostermek, gozlemlemek
amaclanmistir. Juglon, dogal yollarla elde edilebilen ve uzun zamandir cesitli
sektorlerde kullanimi s6z konusu olan bir madde oldugu icin avantajhidir.
Gilinliimiiziin en biiylik sorunlarindan biri olan kansere olan etkisini gozlemlemek
ve bilgi kiitliphanesine katkilar saglamak icin bu ¢alisma yapilmistir. Bu sayede
juglonun daha ileriki calismalarda kullanilmasi1 ve potansiyel bir terapotik ajan

olup /olmadiginin gosterilmesi amaglanmistir.
1.3 Hipotez

Juglonun C6 rat glioma kanser hattinda sitotoksik etkilerinin gozlemlenmesi
kurguland: ve bu etkiye bagl olarak juglonun bu hiicre hattinda anti-proliferatif
ve apoptotik etkilerinin de var olacagi kurgulandi. Elde ettigimiz verilerle yapilan
istatiksel anlam analizleri sonucunda bu etkilerin anlamli seviyede olmasi
beklendi. Yapilan RT-qPCR deneyiyle de bu etkilerinin gen regiilasyonlarinda
farkliliga yol acacagi kurguland.



2

GENEL BILGILER

2.1 Kanser Nedir

Viicudun bircok bolgesine yayilabilen veya baska kisimlara yayilma potansiyelini
barindiran anormal hiicre biiylimesine bagli bir hastalik tiiriine kanser
denilmektedir. Kanserin belirtilerinden birka¢i yumru olusumu, uzun siireli
okstiriik, bagirsak hareketlerinde degisiklik ve kilo kayb1 olarak séylenebilir. Bu
belirtiler kanserin bir semptomu olabilirken baska rahatsizliklar1 da isaret ediyor
olabilir.[10] Giinlimiizde insanlar1 etkiledigi bilinen 100’den fazla kanser tiirii

tanimlanmistir.[11]

Yunanca kokenli eski bir kelimedir ancak modern tip bilimine Ingilizce olarak 17.
Yiizylldan sonra giris yapmistir. Kelimenin kokeni yengec demektir, timor

anlamina da gelmektedir. [24]

Titiin ve tlrevlerinin kullanimi kansere bagli oOliimlerin yaklasik %22'sini
olusturmaktadir.[12] Diger %10'luk kisim ise kotii beslenme, yetersiz fiziksel
aktivite, obezite veya yiiksek alkol tiiketiminden kaynaklanmaktadir.[13, 14]
Gelismekte olan {iilkelerde kanser sebeplerinin %15'ini insan papilloma viriisii
enfeksiyonu, Helicobacter pylori, hepatit B, hepatit C, Epstein-Barr viriisii ve insan
immiin  yetmezlik virtisi (HIV) ve bunlara bagli enfeksiyonlar
olusturmaktadir.[12] Iyonlastirici radyasyon ve cevrsel kirleticiler, kimyasallar da
diger etkenlerdendir. [15] Bu faktorler DNA hasarina yol acarak genlerde
mutasyonlarin ortaya cikmasina sebep olurlar. Bu mutasyonlar kanserle iligkili
genlerde meydana gelmisse ve geri doniistiirilemez sekildeyse kanserlesme
baslamis demektir. [16] Kanserler kalitsal olarak da ortaya cikabilirler ama bu

oran %5-10 civarindadir.[17]

Sigara kullanmamak, bol sebze ve meyve tiiketerek saglikli beslenmek, bulasici
hastaliklara karsi asilanmak ve giines 1s1¢ina dogrudan maruz kalmanin Oniine

gecmek bazi kanser tiirlerine yakalanma ihtimalini azaltabilir. [18, 19] Kanser



genellikle radyoterapi, cerrahi yontemler, kemoterapi ve hedefe yonelik tedavinin
bazi1 kombinasyonlariyla gerceklestirilir. Agr1 ve semptomlar1 azaltmak tedavinin
onemli bir parcasidir. Hastaligi ilerlemis kisilerde palyatif bakimin Onemi
biiyiiktiir. Hayatta kalma ihtimali, tedavinin baslandig1 zamana, kanser tipine ve

hastaligin ne kadar yayilmis olmasina baghdir. [16, 20]

2015 yilinda kanser hastaligina sahip olan kisi sayis1 yaklasik 90,5 milyondu. [21]
2019 yilinda yaklagik olarak 18 milyon kanser vakasi ortaya ¢ikmis ve 8,8 milyon
kisi kanser ve buna bagli nedenler sebebiyle hayatin1 kaybetmistir. (Oliimlerin
yaklasik %15,7'si).[22] Erkeklerde en yiiksek oranda goriilen prostat kanseri,
akciger kanseri, kolon kanseri ve mide kanseridir. Meme kanseri, kolorektal
kanser, akciger kanseri ve rahim agzi kanseri kadinlarda en yiiksek oranda goriilen

kanserlerdir. [23]
2.1.1 Onkogenomik

Kanser temel olarak doku biiylimesinin diizenlenmesinde meydana gelen
sorunlardan kaynaklanan bir hastaliktir. Normal bir hiicrenin kanser hiicresine
doniisebilmesi i¢in hiicre biiylimesinin ve farklilasmasinin diizenlenmesinden

sorumlu genlerin degisiklige ugramasi gerekir.[25]
Kanser iligkili genler baslica ii¢ kategoriye ayrilir:

e Onkogenler, hiicre boliinmesini ve cogalmasimi tesvik eden genlerdir.
Normalde proto-onko gen olarak bulunan hiicreler mutasyona ugrayinca
onkogen halini alir. [26]

e Timor baskilayici olarak gorev yapan genler, hiicre cogalmasini ve
hiicrelerin hayatta kalmasinin oniine gecen genlerdir. Malign
transformasyon, yeni onkogenlerin ortaya ¢ikmasini, diizgiin onkogenlerin
beklenmeyen fazla ifadesi veya timor baskilayan genlerin yeterli seviyede
anlatimi olmamasi veya etkisiz hale getirilmesi yoluyla meydana gelebilir.
Temel olarak, saglikli bir hiicrenin kanser hiicresine déniismesi i¢in birden
fazla gende degisiklik olmus olmasi gerekmektedir. [26]

e DNA tamir genleri, kanserli hiicrelerde calismadiklar: icin hatali hiicreler

boliinerek ¢ogalmaya devam eder. [25]



Genetik degisimler farkli miktarlarda ve farkli yolaklarla kendini gosterebilir.
Mitozda oolusabilecek hatalar biitiin bir kromozomun eksiklikligine veya kaybina
yol acabilir. Genellikle meydana gelen, genomik DNA'min niikleotid dizisinde

meydana gelen mutasyon tiirleridir.

Cogu kritik seviyedeki mutasyon, bir kromozomun bir kisminin kayb1 durumunu
veya fazladan bir parcanin kazanilmasini durumunu icerir. Genomik uzama, bir
hiicre, cogunlukla birden fazla onkogen ve yanyana genomik iiriin iceren kii¢iik
bir kromozomal boélgenin kopyalarini kendisine dahil ettiginde ortaya cikar.
Translokasyon genelde iki farkli kromozomal bolge, belirli bir lokasyonda
beklenmeyen bir sekilde kaynastiginda meydana gelir. Bu duruma 6rnek olarak,
Philadelphia kromozomunu veya kronik miyeloid l6semide ortaya ¢ikan ve 9 ve

22 numarali1 kromozomlarin translokasyonunu verebiliriz.[28]

Hayatta olan hiicrelerin DNA'sinda bulunan verilerin replikasyonu, mutasyonlarin
meydana gelmesi ihtimalini tasir. Kompleks hata Onleme ve hata giderme
mekanizmalari, bu asamay1 hatasiz gerceklestirebilmek icin vardir ve hiicrenin
kansere yakalanmasini énler. Onemli bir sorun meydana gelirse, hasar almis olan
hiicre, apoptoz adi verilen programlanmis hiicre 6liimii ve bunlarin yolaklariyla
kendi kendini yok edebilir. Hata kontrol basamaklar1 basarisiz olursa veya
calismazsa, mutasyonlarin varligi devam edecek ve hatalar yavru hiicrelere de

gececektir.

Bazi durumlar, hatalarin ortaya cikma ve yayilma ihtimalini yiikseltir. Bunlara
ornek olarak, kanserojenler olarak adlandirilan maddeleri ve bunlarin temasini,
tekrar eden doku yaralanmalari, iyonlastirici radyasyonu, i1siy1 veya hipoksi

durumunu barindirabilir. [27]

Kanser kaynagi olan hatalar birikebilirler. Eger hiicrenin hata diizeltme
mekanizmasinda bir mutasyon meydana gelirse, o hiicrede ve yavru hiicrelerde
hatalarin daha hizli birikmesine sebep verebilir. Onkogende meydana gelen baska
bir mutasyon, hiicrenin orijinal kopyalarindan daha hizli iiremesine neden olabilir.
Baska bir mutasyon da apoptozun sinyal yolunun diizgiin calismasini engelleyerek
ve bu sayede hiicreyi 6liimsiizlestirerek bir tiimor baskilayici genin kaybolmasina

sebep verebilir.



Saglikli bir hiicrenin kanserli bir hiicreye doniisiimii, adim adim hiicrenin diizgiin
doku olusumunu kisitlayan daha ¢ok kontrolden kacmasini saglayan, daha ciddi
hatalara sebep olan bastaki hatalarin yol actig1 bir zincirleme tepkimeyi andirir.
Bu hiicre isyanina benzer durum, uygun olmayanin istenmeyen bir hayatta
kalmasidir. Kanser biiyiimeye basladiginda, klonal evrim denilen bu devaml

siirec, ilerlemeyi daha istilaci ve saldirgan kisimlara ilerletir. [29]

Kanserin karakteristik yetenekleri, apoptozdan kacinma, kendi kendine biiyiime
sinyali olusturma, biiyimeyi engelleyen sinyallere karsi duyarsizlik, devamli
damar olusumu, simirsiz seviyede kendini kopyalama potansiyeli, metastaz
yapabilme yetenegi, enerji metabolizmasinin degismesi ve yeniden
programlanmasi, bagisiklik sisteminden kaginma olarak farkli kategorilere

siniflandirilabilir. [30]
2.1.2 Kanser Tedavisi:

Glinlimiizde kanserin tedavisinde kullanilan bir¢ok ara¢ ve yontem mevcuttur.
Bunlar cerrahi miidahale, radyoterapi, hedefe yonelik tedavi, hormon tedavisi ve
palyatif bakimi icerir. Kullanilacak olan tedavi yontemleri doktorlar tarafindan

hastanin durumuna bagl olarak kararlastirilir.

Kemoterapi, sitotoksik ve anti-neoplastik ilaclarin (kemoterapotik ajanlar)
kanserin tedavisinde kullanimidir. Alkilleyici kimyasallar ve antimetabolitler gibi

biiyiik kategorilere ayrilan bir¢ok ilac tiirii bu yontemde kullanilmaktadir. [31]

Geleneksel kemoterapotik kimyasallar ve maddeler, kanser hiicrelerinin ortak
ozelligi olan hizli bir sekilde boliinme yetenegi olan hiicreleri oldiirerek, etkisiz
hale getirerek etkisini gosterir. Sitotoksik etkili ilaclarin tek tedavi ajani olarak
degil de kombine olarak verilmesinin torepatik etkiyi arttirdigi bulunmustur;
kombinasyon tedavisi ad1 verilen bu siireg, sagkalim ve tiimore yanit oranlarinda

ve hastaligin ilerlemesini engellemede avantaja sahiptir. [32]

Bir incelemeye gore, kombine tedavinin metastaz yapmis meme kanserini tedavi
etmede daha basarili oldugu gosterilmistir. Hayatta kalma ve toksisite
diistintildiiginde, kombine kemoterapinin daha iyi sonuclara yol acip agcmadigi

tartismalidir.[33]



Hedefe yoOnelik tedavi, normal ve kanser hiicreleri arasindaki 6zel molekiiler
farkliliklar1 hedef alan bir kemoterapi tiiriidiir. Bcr-Abl inhibitorleri kronik
miyeloid 16seminin (KML) tedavisinde kullanilir ve 6rnek olarak gosterilebilir.
[20] Giinlimiizde bircok kanser tiirii i¢in hedefe yoOnelik tedaviler mevcuttur.
Kemoterapi tedavisinin ne derecede basarili oldugu diger doku ve organlar verdigi
hasarin ne seviyede oldugu ile iligkilidir. Kemoterapi nihai bir ¢6ziim saglamasa
da ilerde ameliyatin uygun olacagi beklentisiyle agr1 gibi semptomlari baskilamak
veya ameliyati uygun olmayan bir tiimoriin boyutunu kii¢iiltmek icin tercih

edilebilir.

Radyoterapi, iyonlastirici radyasyonun kullanilmasidir ve semptomlari hafifletmek
veya tedavi icin uygulanir. Kanserli dokunun DNA'sina zarar vererek kanser
hiicrelerini 6ldiirmeyi amaclar. Kemoterapide oldugu gibi, farkli kanser tiirleri

radyasyon tedavisine farkli sonuclar vermektedir. [34]

Radyasyonla tedavi etme yontemi yani radyoterapi bir¢ok hastada tedavi etme
amacli bir yontem olarak kullanilir. Radyasyon, cilt kanserlerini tedavi etmek icin
genellikle diisiik enerji seviyesinde bulunan X-isinlarini kullanirken, viicuttaki

kanserler icin daha yiiksek enerjili X-1sinlar1 kullanilir. [35]

Cerrahi yontem, izole olan kanser kitlelerinin cogu icin 6ncelikli tedavi yontemidir
ve hasta refahinda ve hayatta kalim siiresinde etkili olabilir. Lokalize kanserde,
cerrahi yontem genel olarak belirli durumlarda boélgedeki lenf diigiimleri ile

birlikte tiim kitleyi cikarmaya calisir. [36]

2.2 Juglon

5-hidroksi-1,4-naftaledion (IUPAC) olarak da adlandirilan Juglone, molekiiler
formiili C,0HsO5 olan organik bir bilesiktir. Juglon, Juglandaceae familyasindaki
bitkilerin, o6zellikle kara ceviz yapraklarinda, koklerinde, kabuklarinda,
meyvelerinde ve kabugunda dogal olarak bulunur ve bircok bitki tiirti i¢in toksiktir
veya biliyimeyi geciktirir. [37] Juglon endiistride boya maddesi olarak ya da

herbisit olarak kullanilabilmektedir.
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Sekil 2.1 Juglonon kimyasal yapisi. [74]

Ceviz agaclarinin diger bitkiler istiinde olusturdugu zararh etkileri insanlar cok
uzun zamanlardan beri incelemektedir. Yunanistan ve Roma gibi eski uygarliklar,
cevizi sitotoksik Ozellikleri icin, Giliney Amerika'da yasayanlar da kesilmis

kabuklari suya atarak kolayca balik avlamak icin kullandilar. [38]

Buna ragmen, juglon 19. yiizyila kadar izole edilmedi. Iki bilim insani olan, A.
Vogel Jr. ve C. Reischauer, bilesigi 1851'de ceviz agacindan izole etmeyi
basardilar. O zamanlar juglon nusin olarak bilinmekteydi. Juglon daha sonra ilk
kez 1887'de A. Bernthsen ve A. Semper tarafindan sentezlendi ve karakterize

edildi.

1921 yilinda M.T. Cook, Juglans nigra tiirli cevresindeki domates bitkilerinin,
ozellikle solmus yapraklarindan olumsuz etkilendigini buldu. [39] Schneiderhan,
Juglans nigra ve Juglans cinerea'nin elma agaclarina birtakim zararl etkilerinin
oldugunu gozlemledi. Ceviz agaclarinin ortalama 11,9 metre yakininda bulunan
agaclarin 6li oldugu belirlendi. Ayrica, elma agaclarinin bazi yerel cesitlerinin

cevizlere karsi daha direncli olma egiliminde oldugunu kesfetti. [40]

A.B. Massey, yonca tarlalarindaki ceviz agaclar ¢evresindeki yoncalarin 6ldiigiini
gozlemledi. Birkac deneyden sonra, Massey ceviz agaclarinda toksik etkili
oldugunu diisiindiigii maddenin suda ¢6ziinmedigi cikarimina vardi, bu nedenle
koklerdeki ve kabuktaki bilesigin agactan ayrildiktan sonra kimyasal olarak
farklilasmas: gerektigini belirtti. [41] Bilesik, 1928 yilinda E.F. Davis tarafindan

tanimlandi ve diger bitkiler icin toksik oldugu dogrulanmis oldu. [42]



1942'de B.I. Brown, domates ve yoncanin ¢imlenmesinin ve fide biliylimesinin
ceviz koklerinin parcalariyla temas ettiginde yavasladigini gosterdi ve juglonun

biyolojik hasarina bilimsel olarak daha fazla kanit sunmus oldu. [43]

Ceviz agaci ilk tarihlerden beri geleneksel tip alaninda kullanilmistir. 1900'lerin
basinda Amerika'da hekimler bazi cilt hastaliklarinin tedavisi icin juglon recete

ettiler.[44]

Juglon, enzimatik hidrolizden sonra hidrojuglon, 1,5-dihidroksinaftalinin
oksidasyonu ile elde edilir. [45] 5,8-dihidroksi-1-tetralonun giimiis oksit (Ag20),
manganez dioksit (MnO2) veya 2,3-dikloro-5,6-disiyano-1,4-benzokinon (DDQ)
ile oksidasyonu ile de elde edilebilir. [46]

Juglone, taze agirlikca %2-4 oraninda ceviz meyvesinin kabugundan elde

edilebilir. [47,48]

Oksitlenmeden Once, ceviz tiirii bitkilerde juglon renksiz hidroksijuglon formunda
bulunur. Havaya maruz kaldiginda hizla juglona oksitlenir. Hidroksijuglonun
kolayca bozunduguna dair kanit olarak ceviz kabuklarinin tazeyken kesildikten

sonra saridan siyaha degismesinde belirgindir. [49]

Kara ceviz koklerinin bulundugu toprakta yasayam yerel bakteriler, 6zellikle de
Pseudomonas putida J1, juglonu metabolize edebilir ve onu birincil enerji ve
karbon kaynagi olarak kullanabilir. [50] Bu yiizden juglon, iyi havalandirilmis
topraklarda cok etkili bir sitotoksin degildir. [51]

Juglon allelopatik bilesiktir, baska bir bitkinin biiylimesini engelleyen bir bitki
tarafindan tiretilen bir maddedir. Juglon, bitkilerin ¢imlenmesini kok ve govde
sistemlerinin biliylimesini etkilediginden daha az etkiler. Baz1 altindaki
konsantrasyonlarda birtakim igne yaprakli bitki tohumlarinda cimlenme oranini

artirmistir. [52]

Juglone, metabolik yolaklar icin gerekli olan bazi enzimleri inhibe ederek etkisini
gosterir. Bu da mitokondride solunumu engeller, misir ve soya gibi yaygin
bitkilerde fotosentezi engeller. [53, 54] Bunlarin yani sira, juglonun stoma islevi
tizerindeki etkisi nedeniyle bitkiler ve su arasindaki etkilesimi etkiledigi

gosterilmistir. [55]



Calismalar, juglonun muisir iiriinlerinin verimini etkiledigini gostermistir; ancak
budama ve kok engellerinin kullanimi bu etkileri biiyiik 6lciide azaltmaktadir.
[56] Bazi akcaagac (Acer), hus (Betula) ve kayin (Fagus) tiirleri de dahil olmak

izere bir dizi bitki ve agac juglona dayaniklidir.

Bircok otobur bocek icin son derece zehirlidir. Bununla birlikte, bazilari, 6rnegin
Actias luna (Ay giivesi), juglonu (ve ilgili naftokinonlari) toksik olmayan 1,4,5-
trihidroksinaftalin'e detoksifiye edebilir. Ayrica farelerde olgun ve olgunlagsmamis
Hymenolepis nana iizerinde antelmintik (parazitik solucanlari disar1 atan) aktivite

gostermistir. [57]
Naftokinonik bilesikler ayrica antimikrobiyal aktivite gosterirler. [58, 59, 60]

Juglone glinlimiizde antikanser oOzellikleri icin arastirilmaktadir. [61]
Karsinojenlere maruz kalmis sicanlarda bagirsak tiimorii olasiligini azalttigi
gosterilmistir.[62] Juglonun antikanser oOzelliklerini gosterdigi potansiyel
yolaklardan biri, semikinon radikalinin olusumudur; semikinon radikali, yiiksek
konsantrasyonlarda bulundugunda apoptoza yol acabilen siiperoksit anyon
radikallerinin olusmasina neden olur.[63] Siiperoksit anyon radikalinin
olusmasina neden olan juglondan semikinon radikaline dogru gerceklesen bu

dontiisiim sitozolde ve mitokondride gerceklesir. [64]
2.3 C6 Rat Glioma Hiicre Hatt1

Gliomalar, glial hiicrelerden koken alan tiimorlerdir ve merkezi sinir sisteminin
sik goriilen tiimorleridir.[65] Glioma hiicre biolojisini anlamak icin kullanilan
bir¢cok model hiicre kullanilmaktadir. Bunlar arasinda en bilindik ve kullanimi
yaygin olanlardan biri de C6 glioblastoma hiicreleridir. C6 glioblastoma hiicreleri
ilk kez Benda ve 7 arkadaslar1 (1968) tarafindan N-nitrozo metil iire ile
glioblastom olusturularak Wistar furth tiiri sican beyinlerinden elde edilmistir.

[66]

C6 hiicreleri fibroblast benzeri morfoloji sergiler, poligonal formdadir ve
tutunduklan yiizeyde iyi cogalirlar. Aktin filamentleri, C6 hiicrelerinde plazma
zarinin hemen altinda bir kortikal ag olusturur ve ayrica kas disi1 hiicrelerin

sitoplazmasinda gozlenen kontraktil aktin stres lifleri demeti olusturur.
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Fosfomiyosin II, stres liflerinde ve hiicre zarinin altinda tespit edilebilir. Hiicreler,
iyi tanimlanmis bir lamellipodium tarafindan polarize edilir. Fosforillenmis
miyozin hafif zincirini (MLC) ve aktin filamentlerini bozan bir aktin baglayici
protein olan diisiik kofilin seviyeleri, cok sayida lamellipodia olusumunu tegvik
ederek hiicre polarizasyon kaybina, stres lifi ayrilmasina ve hiicre hareketine
neden olur. Hiicreler kiiresel hale gelir ve iskeletleri birleserek uzunlamasina

biliylime gosterir. Yiizey alanlarina kiyasla yuvarlak hiicrelerin hacmi biiytiktiir. F-

aktin cogunlukla hiicre yiizeyinde ve uzama sirasinda yogunlasir.[67]

Sekil 2.2 Isik mikroskobunda C6 hiicreleri

2.4 MTT

MTT testi, hiicre metabolik aktivitesini 6lcmek icin renk degisimine dayanan bir
yontemdir. MTT’nin yani sira WST ve XTT testleri de benzer mekanizmalari
kullanarak 6l¢iim gerceklestirir. [68] NAD(P)H'ye bagli oksidorediiktaz enzimleri,
belirli kosullar altinda, canli olan toplam hiicrelerin sayisin1 gosterebilir. Bu
enzimler, tetrazolyum boyasi MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiirii, rengi mor olan ¢6ziinmeyen formazana indirgeme
ozelligine sahiptir. [69] Tetrazolium boyasina dayanan deneyler potansiyel tibbi
ajanlarin ve toksik materyallerin sitotoksisitesini veya sitostatik aktivitesini 6l¢cmek
icin kullanilir. MTT reaktifi 1s18a hassas oldugundan testler genellikle karanlikta

yapilir. XTT testi WST’nin de oldugu gibi suda ¢oziiniirdiir.[68]

MTT sar1 renkli bir tetrazoldiir, canli hiicrelerde mor formazana indirgenir.
Coziinmemis mor formazan tiriiniintin renkli bir ¢ozelti haline gelmesi icin bir
coziicii (genellikle ya dimetil siilfoksit, asitlestirilmis bir etanol ¢ozeltisi ya da
seyreltilmis hidroklorik asit icinde deterjan sodyum dodesil siilfat cozeltisi)

eklenir. Bu renkli son ¢6zeltinin absorbansi, bir spektrofotometre ile belirli bir
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dalga boyunda (genellikle 500 ve 600 nm arasinda) ol¢iiliir. Isik absorpsiyonunun
seviyesi, hiicre i¢inde ve ylizeyinde biriken formazan konsantrasyonunun
seviyesine baghdir. Formazan konsantrasyonu ne kadar derisikse, mor renk o

kadar yogun olur ve absorbans o kadar yiiksek olur. [70]

Tetrazolium boya indirgemesi biiylik Olclide hiicrenin sitozolik boélmesindeki
NAD(P)H'ye bagh oksidorediiktaz enzimleriyle iliskilidir. Bu nedenle, MTT ve
diger tetrazolyum boyalarinin indirgenmesi, NAD(P)H dolasimina bagli hiicresel
metabolik aktiviteyi ifade eder. Timositler ve splenositler gibi diisiik
metabolizmali hiicreler MTT'yi ¢ok az indirger. Hizla boliinen hiicreler, yiiksek
MTT indirgenme oranlar1 sergiler. Test kosullarinin metabolik aktiviteyi

degistirebilecegini vebuna bagli olarak hiicre canliligini etkilemeden tetrazolyum

% . oo 57 ir.
boyasini azaltabilecegini o) ardi etmemek erekir [71]
ﬁ% %La“
Y
J\N/N -
l \ Mltochondrlal Reductase \
N*
o @N‘“‘“*@
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl}-2,5-diphenyltetrazolium bromide (E.Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan
(MTT) (Formazan)

Sekil 2.3 MTT'nin formazana doniisimi. [73]
2.5 WST-1

WST'ler suda ¢oziiniir tetrazolyum tuzlaridir, ortaya cikan formazanlarin farkl
absorpsiyon spektrumlarini vermektedirler. MTT’ye alternatif baska suda ¢oziiniir
boyadir. WST-1 ve 6zellikle WST-8 (2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-
(2,4-disiilfofenil)-2H-tetrazolyum), MTT'ye gore avantajlidir. Indirgenmeleri
hiicre disinda gerceklesir ve suda ¢oziiniir bir formazan olustururlar. WST testleri
dogrudan okunabilir (bir ¢éziindiirme asamasina ihtiya¢ duymazlar. MTT'den

daha etkili sinyal verebilirler ve hiicrelere olan toksisiteleri azdir. [72]
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2.6 Koloni Formasyon Testi

Koloni formasyon testi, belirli ajanlarin hiicrelerin hayatta kalmasi ve ¢ogalmasi
tizerindeki etkisini incelemek icin kullanilan bir tekniktir. Kanser arastirmasi
calisilan laboratuvarlarda, ilaglarin veya radyasyonun c¢ogalmakta olan tiimor
hiicreleri {izerindeki etkisini belirlemek ve viriis stoklarinda Hiicre Oldiiren
Partiikiillerin titrasyonu icin yaygin olarak kullanilir. ilk olarak 1955 yilinda
Colorado Universitesi'nde T.T. Puck ve Philip I. Marcus tarafindan gelistirilmistir.

[75]

Deney ii¢ ana adimdan olusur. Doz bir hiicre 6rnegine uygulanir. Hiicreler bir
doku kiiltiirii kabina alinir ve biiytimesine izin verilir. Olusan koloniler sabitlenir,

boyanir ve sayilir.

Bir deneyde herhangi bir hiicre tiirii kullanilabilir ama onkolojik arastirmalardaki
bu deneylerin amaci daha etkili kanser tedavilerinin bulunmasi oldugundan, insan
timor hiicreleri yaygin bir se¢imdir. Hiicreler ya iyi calisilmis ve genel 6zellikleri

iyi bilinen hazir hiicrelerden ya da bir hastadaki bir tiimor biyopsisinden gelir.
2.7 Yara lyilesme Testi

Yara iyilesme testi, hiicrelerin go¢ etme yetenegini ve hiicre-hiicre etkilesimini
incelemek icin kullanilan bir arastirma metodudur. Tek katman haline gelmis
hiicre tizerinde diiz bir ¢izgi yaratarak ve mikroskop ile goriintiileri ¢ekerek

gerceklestirilir. Cizik testi olarak da adlandirilir. [76]

Ozel olarak hiicre tabakasmin hiicre géciinii yar1 nicel olarak 6lcmek icin bir 2
boyutlu hiicre gocii incelemesidir. Bu yara, mekanik, termal veya kimyasal hasar
gibi cesitli yontemlerle olusturulabilir. Bu yaranin amaci, hiicrelerin go¢ etmesini
ve boslugu kapatmasini bekleyerek hiicresiz bir alan olusturmaktir. Cizik testi
yalnizca epitel tabakalar1 olarak goc eden, yayilan hiicre tiirleri i¢in uygundur ve
yapisik olmayan hiicreler icin kullamsh degildir. Ozellikle, bu test kemotaksi

calismalari icin uygun degildir. [77]
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2.8 DAPI Boyama

DAPI veya 4',6-diamidino-2-fenilindol, DNA'daki adenin-timin bazlarindan zengin
bolgelere kuvvetli bir sekilde baglanan floresan boyasidir. Floresan
mikroskopisinde yaygin olarak kullanilir. DAPI saglam bir hiicre zarindan gecebilir
hem canli hem de sabit hiicreleri boyamak icin kullanilabilir. Cift sarmalli DNA'ya
baglandiginda, DAPI 358 nm dalga boyunda maksimum absorpsiyona sahiptir ve
maksimum emisyon 461 nm'dir. Bu nedenle, floresan mikroskobu icin DAPI,
ultraviyole 1sikla uyarilir ve bir mavi/camgobegi filtresi araciligiyla tespit edilir.
DAPI ayni zamanda RNA'ya da baglanir, ancak i1simasi o kadar giicli degildir.
Emisyonu, RNA'ya baglandiginda yaklasik 500 nm'ye kayar.[78]

2.9 RT-gqPCR Yontemi

Yasayan canlilardaki hiicrelerin tamami gen ifadesini tek zincirli RNA araciligiyla
kontrol eder. Bir hiicrede genin ifade edilme seviyesi, bir 6rnekte mevcut olan o
genin bir RNA ciktisinin kopyalarinin miktar1 ile Olciilebilir. RNA diisiik
miktarlarda mevcuttur ve bu miktardan gen ifadesini uygun bir sekilde saptamak
ve Olcmek icin gen transkriptinin cogaltilmasi gereklidir. Polimeraz zincir
reaksiyonu yontemi (PCR), DNA'y1 cogaltmak icin kullanilir; bu nedenle RNA
baslangicli PCR icin RNA materyali 6nce ters transkriptaz ile tamamlayici DNA'ya
(cDNA) sentezlenir. [79]

Marm. Fluora.

Threshold
1072 |
1070 : : : : -
5 10 15 20 25

Cycle

Y Y Y Y
30 35 40 45

Sekil 2.4 Gercek zamanli PCR’da bir SYBR Green floresan grafigi [80]
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Kiiciik miktarlarda DNA'y1 amplifiye etmek i¢in, bir DNA sablonu, en az bir cift
0zel primer, deoksiriboniikleotit trifosfat, uygun bir tampon soliisyonu ve bir
termostabil DNA polimeraz: iceren geleneksel PCR ile aym siire¢ kullanilir. Bu
karisima, istenen dalga boyunda uyarildiktan sonra isimayi izlemek icin sensorler
iceren bir termal dongiileyicide florofor etkili bir malzeme eklenir ve bir veya daha
fazla belirli {iriiniin tiretim hizinin takibine izin verir. Bu, amplifiye {irtin iiretim
hizinin her PCR dongiisiinde degerlendirilmesine izin verir. Ortaya cikan veriler,
birkac 6rnek boyunca karsilastirmali gen ifadesini (veya mRNA kopya numarasini)
Olcmek i¢in bilgisayar yazilimi ile analiz edilebilir. Kantitatif PCR, bu numunelerde
belirli bir DNA dizisinin varligini ve bollugunu degerlendirmek icin numunelerdeki
DNA'y1 belirlemek ve miktarini belirlemek icin de kullanilabilir. Bu 6l¢iim her
amplifikasyon dongiisiiniin sonunda gerceklesir, bu nedenle bu teknoloji gercek

zamanli PCR olarak bilinir. [81]
2.10 RT-qPCR Yonteminde Kullanilan Genler

Beta-Actin: Beta-actin son derece korunmus genlerden birisidir. RT-qPCR
yontemlerinde kalibrator olarak kullanilan genler birisidir. Hiicre yapisi ve

biitiinliiliiglin saglanmasindan sorumludur. [82]

BAX: BAX geni apoptoz regiilator gen ya da BCL2 benzeri protein 4 olarak da
bilinir. Apoptotik aktivasyondan sorumludur ve BCL2 ailesine liye bir gendir.

Regiilasyonu p53 geni tarafindan diizenlenir. [83]

BCL-2: BCL2, BCL2 ailesine iiye genlerden bir digeridir. Hiicre 6liimiinii regiile
eden genlerden birisidir. Pro-apoptotik genlerin aktivasyonunu engelleyerek
hiicrelerin hayatta kalmasini saglamakta o©nemli bir rolii vardir. Kanser

hiicrelerinde artmis bir anlatim s6z konusudur. [84]

Kaspaz3: Kaspaz gen ailesine iiye genlerden birisidir. Hiicre oOliimiiniin yani
apoptozun gerceklestirilme asamasinda 6nemli bir rol oynar. Apoptozdan sorumlu
genlerin sirali aktivasyonuyla gerceklesen asamalarda kritik bir konumu vardir.
Normal kosullar altinda bu gen tarafindan {iretilen enzimler proenzim olarak

inaktif formda bulunurlar. [85]

PARP1: PARP1 geni hiicre farklilasmasinda ve proliferasyonunda gorev alir. DNA

hasar1 meydana geldiginde, DNA tamiri gerceklestirilmesinde gorev alir. PARP1
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kanser hiicrelerinde yiiksek diizeyde eksprese edilmektedir. No6roblastoma

hiicreleri de bunlara dahildir. [86]

MMP8: Matriks metaloproteinaz gen ailesine {iye genlerden birisidir. Memelilerde
dokularda kolejen yikimdan sorumludur. Bu goérev normal bir biyolojik stirectir ve
embriyo gelisimi, hiicre ¢ogalmasi, doku olusumu, damar olusumu ve metastaz
gibi siireclerle iligkilidir. Tiimor formasyonunda ve hiicre proliferasyonuyla

iligkilidir. Kanser hiicrelerinde yiiksek derecede eksprese edilmektedir. [87]
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3

MATERTYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Biyogiivenlik Kabini — Mikrotest MLF120
Buzdolabi — Arcelik A+

Sivi Azot Tanki — International Cryogenics IC-20D
Isik Mikroskobu — Soif

Santrifiij Cihazi1 — Niive Nf 400

CO, Inkiibatér — Esco CelCulture

Hassas Terazi — OHAUS Pioneer PA214C

Elisa Reader — BioTek PowerWave XS2

Saf Su Cihazi — Sartorius

Calkalayic1 — JSR JSSB-30T

Floresan Mikroskop — ZEISS AxioVertO1
Sogutmali Santrifiij Cihazi1 — Hettich D78532
Mini Santrifiij Cihaz1 — Inovia

Nanodrop — Thermo Scientific™ ND-ONE-W
Elektroforez Gii¢ Kaynagi — Thermo Electron Corporation Ec250-90
UV Masasi — Uvitec BXT-F20.M

Thermal Cycler — Bio-Rad T100

gPCR Cihazi — Applied Biosystem 7500

3.1.2 Deneylerde Kullanilan Kimyasallar

Etil Alkol — Alkomed

Dulbecco’s Medified Eagle Medium (DMEM) — SIGMA D6429-500ML
Penisilin/Streptomisin — CAPRICORN PS-B

Fetal Sigir Serumu — Thermo Fisher / 10500064
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Tripsin EDTA — WISENT 325-542 EL

Fosfat Tamponlu Soliisyon (PBS) — WISENT 311-012LL
Juglon — Acros Organics CAS: 481-39-0

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) — GOLDBIO 298-93-1
Dimetil Siilfoksit (DMSQO) — BioUltra 41639

WST-1 Kiti — Cayman 10008883

Gram Kristal Viyole Cozeltisi - MERCK 109218
Metanol - MERCK 106008

DAPI — Cayman 14285

Total RNA Izolasyon Kiti - GENEALL 305-101
Kloroform - Sigald 34854

Agaroz (HMA) — Sigma A9539

Syber Safe Boya — EZView Stain A4205

2X RNA Yiikleme Boyasi — Thermo Scientific™ R0641
Formaldehit - AMRESCO 0493

c¢DNA Sentez Kiti — E0804-02/EURx

Primer — Senteligo(TM)

Syber Green Master Mix — BioLine BIO-98020

3.2 Metot

3.2.1 Hiicre Kiiltiirii Yontemleri

3.2.1.1 Hiicre Kiiltiir Besiyerinin Hazirlanmasi

Son konsantrasyonda %89 DMEM, %10 FBS ve %1 Penisilin/Streptomisin olacak
sekilde 500 ml DMEM icerisine 56,2 ml FBS ve 5,6 ml Penisilin/Streptomisin
eklenerek stok besiyeri hazirlandi. Hazirlanan stok besiyeri +4 °C’de saklandi.

Kontaminasyon riskini en aza indirgemek icin 50 ml’lik alikotlar halinde

kullanilmistir.

3.2.1.2 C6 Rat Glioma Hiicre Soyu

Deneylerde kullanilan glioma hiicre soyu Yildiz Teknik Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii’'nden temin edilmistir. Rattus

Norvegicus beyin tiimoriinde izole edilmis olan donmus hiicreler ¢cozdiirtldiikten
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sonra 25 cm?”lik kiltiir kaplarinda biyiitiilmiis ve optimal metabolizmaya
ulastiklarinda pasaj islemi sonrasi 75 cm®lik Kkiltiir kaplarma ekimi

gerceklestirilmistir. Calismalarda 25 pasajin altindaki hiicreler kullanildi.
3.2.1.3 C6 Rat Glioma Hiicre Acma Islemi

Azot tankindan alinan donmus hiicreler 37°C’ye gelince Biyogiivenlik kabini
icerisinde hiicreler eppendorftan alinip bos falkona aktarilir ve iizerine 3 ml tam
besiyeri eklenir. Hiicreler 5 dakika 1000 rpm hizda santrifiij edildikten sonra
siipernatant atilir ve pellet {izerine 3 ml tam besiyeri eklenir. Dikkatli pipetaj
yapilan hiicreler T25 hiicre kiiltiir kabina aktarilir ve iizerine 2 ml tam besiyeri

eklenerek 37°C ve %5 CO, atmosferli inkiibatore kaldirilir.
3.2.1.4 C6 Rat Glioma Hiicre Dondurma

Metabolizmas1 optimal seviyeye ulasmis hiicreleri yedekleme amaciyla dondurma
islemi uygulanmistir. Dondurma soliisyonu icin %10 DMSO ve %90 tam besiyeri
kullanilmistir. Biyogiivenlik kabini icerisinde T75 kiiltiir kaplarinda pasaji gelen
hiicrelerden besiyerleri ¢ekilmis ve 12 ml 1X PBS ile yikanmislardir. 1X PBS
uzaklastirildiktan sonra 3 ml tripsin eklenerek 2 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibatérden cikarilan hiicrelerin iizerine yiizeyden kaldirma reaksiyonunu
durdurmak icin 6 ml tam besiyeri eklenerek pipetaj yapilmistir. Olusan karisim
falkona alinarak santrifiij cihazina yerlestirilmis ve 1000 rpm hizda 5 dakika
santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi sonrasinda pelleti kaldirmadan siipernatant
¢ekilmis ve tizerine hazirlanan dondurma soliisyonundan 2 ml eklenmis ve pipetaj
yapilmistir. 1’er ml 2 adet eppendorfa eklenmis ve hizlica -20°C’ye kaldirilmistur.
Hiicreler donduktan sonra 1 gece -80 °C’de bekletilmis ve ardindan azot tankina

kaldirilmstir.
3.2.1.5 C6 Rat Glioma Pasaj islemi

Isik mikroskobunda incelenen hiicrelerin yiizeyi tek katman halinde kapladig:
belirlendikten sonra pasaj islemi uygulanarak yeni kiiltiir kaplarina alinir.
Biyogiivenlik kabini icerisinde kiiltiir kabindaki besiyeri cekilir ve 12 ml 1X PBS
ile tiim ylizey hizlica yikanir. Yikama isleminin ardindan 3 ml tripsin eklenerek 2
dakika boyunca inkiibatorde hiicrelerin yiizeyden kalkmasi beklenir.

Inkiibatérden alinan hiicrelerin yiizeyden kalktiklarindan emin olunduktan sonra
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tripsinin tlizerine 6 ml tam besiyeri eklenerek yiizeyden kaldirma isleminin
durmasi saglanir. Kiiltiir kabinin icerisinde pipetaj yapilarak tiim hiicreler cekilip
bos falkona aktarilir. Falkonda tekrar pipetaj yapilarak hiicrelerin birbirlerinden
ayrilmalari saglanir. Yeni T75 kiiltiir kabina istenen oranda hiicre eklenerek kiiltiir
kabinda 12 ml tam besiyeri olacak sekilde tizeri tamamlanir. Hiicreler 37°C ve %5

CO, atmosferli inkiibatore kaldirilir
3.2.1.6 Hiicre Sayma Islemi

Pasaj asamasina gelmis olan hiicreler yiizeyden kaldirilip falkona aktarilir ve 5
dakika 1000 rpm hizdan santrifiij yapilir. Santrifiij sonrasi siipernatant atilip
tizerine 10 ml tam besiyeri eklenerek hiicreler birbirlerinden tamamen ayrilana
kadar pipetaj yapilir. Pipetajin ardindan 10 ul cekilerek Thoma lamina aktarilir ve

151k mikroskobunda sayim yapilir. 1 ml icerisinde bulunan hiicre sayisi;
Hiicre Sayis1 = A x 10*
A: Thoma laminda sayilan hiicrelerin ortalamasi

formiiliiyle hesaplandi ve her test 6ncesi bu islem tekrar edilerek ekilmesi gereken

hiicre miktarlar1 belirlendi.
3.2.2 Juglon Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Molekiil agirligi 174,16 g/mol olan ve molekiiler formiilii C,(HsO5 olan juglon

hassas terazide tartilir. Tartilan degere gore;

n: Mol degeri
m: Tartilan maddenin agirlig1 (gram)
m,: Tartilan maddenin molekiiler agirligi (g/mol)

olacak sekilde mol degeri hesaplanir. Stok soliisyonu 40 mM elde etmek icin ise;

n
M=
Vv
M: Molar degeri

V: Maddenin hacmi (ml)
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formiili kullanilarak eklenmesi gereken DMSO miktar1 belirlenir. Hazirlanan

stok juglon ¢ozeltisinden;
M;V; = M, V;

esitligi kullanilarak deneylerde kullanilacak ara stoklar tam besiyeri ile

seyreltilerek hazirlandi. Her testten 6nce taze stok soliisyonu hazirlandi.
3.2.3 Sitotoksisite Analizleri
3.2.3.1 MTT Yontemi

96 kuyucuklu plate kullanilan yontemde Goldbio markali MTT maddesinin
protokolii uygulandi. Her kuyucukta 200 ul tam besiyeri ve 10* hiicre olacak
sekilde ekim yapilip ve 24 saat inkiibe edildi. Ilk kuyucuk kontrol kuyucugu olarak
belirlenerek bir ekleme yapilmadi. Diger kuyucuklara sirasiyla 5-10-15-20-40-80
uM juglon dozlar1 uygulandi ve 24 saat inkiibatorde birakildi. Doz uygulama siiresi
tamamlaninca 1 ml 1X PBS icerisinde 5 mg MTT olacak sekilde MTT soliisyonu
hazirland: ve aliiminyum folyoya sarilip saklandi. Kontrol kuyucugu da dahil her
kuyucuga 10 ul MTT soliisyonu eklendi ve 2 saat inkiibe edildi. Siire sonunda
kuyucuklarda bulunan besiyeri ve MTT soliisyonu dikkatlice cekilerek her
kuyucuga 100 wul DMSO eklenip 15 dakika inkiibe edildi. Sonuclar ELISA

okuyucuda 570 nm absorbans degerinde Olciildii. Test ti¢ tekrarli gerceklestirildi.
3.2.3.2 WST-1 Yontemi

96 kuyucuklu plate kullanilan yontemde her kuyucukta 100 ul tam besiyeri ve 10*
hiicre olacak sekilde ekim yapilip ve 24 saat 37°C’de inkiibe edildi. Ik kuyucuk
kontrol kuyucugu olarak belirlenerek bir ekleme yapilmadi. Diger kuyucuklara
sirasiyla 5-10-20-40 uM juglon dozlar1 uygulandi ve 24 saat inkiibatorde birakildi.
WST-1 kitinde bulunan WST-1 Gelistirici Reaktifi ve Elektron Araci Soliisyonu 1:1
oraninda karistirildi. 24 saat dozla inkiibe olmus olan hiicrelerin her kuyucuguna
10 ul WST-1 karisimi eklendi ve 1 dakika calkalayicida hafifce calkalandi.
Ardindan 2 saat inkiibatorde bekletildi ve olusan rengin homojen dagilabilmesi
icin tekrar 1 dakika calkalandi. Calkalama islemi sonras1 ELISA okuyucuda 450

nm absorbans degerinde o6l¢iildii. Test ti¢ tekrarh gerceklestirildi.
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3.2.4 Proliferasyon Analizleri
3.2.4.1 Koloni Olusum Testi

6 kuyucuklu plate kullanilan yontemde her kuyucuga 2.10° adet hiicre ekilip
{izerleri 2 ml tam besiyeri ile tamamland: ve 24 saat inkiibe edildi. Ilk kuyucuk
kontrol kuyucugu olarak belirlendi ve doz uygulamas: yapilmadi. Diger
kuyucuklara sirasiyla 5 uM ve 10 uM juglon dozlar1 eklendi ve 24 saat inkiibatore
kaldirildi. 24 saat inkiibasyonun ardindan 6nce kontrol kuyucugunun besi ortami
uzaklastirildi ve 2 ml 1X PBS ile yikandi. Yikandiktan sonra 0,5 ml tripsin
eklenerek inkiibatorde 2 dakika hiicrelerin yiizeyden kalkmasi beklendi. Kalkan
hiicreler iizerine 1 ml tam besiyeri eklenerek pipetajla hiicrelerin tamami ¢ekilerek
bos falkona aktarildi. Falkondaki hiicreler Thoma lami ile sayildi ve yeni bir 6
kuyucuklu plate icinde belirlenen kuyucuga 250 adet kontrol kuyucugundan elde
edilen hiicrelerden ekilip tizeri 2 ml tam besiyeri ile tamamlandi. Aym islemler
sirasiyla dozlar icin de uygulandi. Son halinde sirasiyla kontrol, 5 uM juglon dozlu
ve 10 ul juglon dozlu 250’ser adet hiicre bulunan plate 10 giin 37°C ve %5 CO,’li
ortamda inkiibe edildi. 10 giiniin sonunda besi ortamlar cekildi ve kuyucuklara
2’ser damla kristal moru damlatilip 15 dakika calkalayiciya birakildi. Hiicreler
boyandiktan sonra boya akarsu altinda uzaklastirildi ve olusan kolonilerin

goriintiileri alind1. Test {i¢ tekrarli olarak gerceklestirildi.
3.2.4.2 Yara Iyilesmesi Testi

24 kuyucuklu plate kullanilan yontemde Thoma laminda sayilan hiicrelerin her
kuyucukta 5.10* hiicre olacak sekilde 500 ul tam besiyeri ile ekimi gerceklestirildi
ve inkiibatore kaldirildi. 24 saatin ardindan tiim kuyucuklarin tam ortasindan 100
ul mikropipet ucuyla dik bir sekilde yiizeylerine cizgi cekildi. Hemen arkasindan
ilk kuyucuk kontrol olarak belirlenip doz eklenmedi ve sirasiyla diger kuyucuklara
5 uM ve 10 uM juglon dozlari uygulandi. ZEN 3.4 (blue version) programi
kullanilarak tiim kuyucuklarda olusturulan yaralarin boyutlar 6lciiliip kaydedildi.
Yara oOl¢ciim islemi 24 saat sonra da gerceklestirildi. Test ti¢ tekrarli olarak

gerceklestirildi.
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3.2.5 DAPI Boyama

Pasaji gelen hiicreler T75 hiicre kiiltiir kabindan kaldirilarak 3 adet (Kontrol grubu
— 5 uM doz - 10 uM doz olacak sekilde) T25 kiiltiir kaplarina ekildi. Hiicreler
ylizeyin %80’inini kapladigi zaman gerekli juglon dozlari kiiltiir kaplarina
uygulandi.24 saat dozla inkiibasyonun ardindan boyama islemi icin Dapi ile
boyama islemi gerceklestirildi. Dapi stok soliisyonu 1X PBS icerisinde 300 nm - 1
uM olacak sekilde karisim hazirlandi. Hazirlanan karisim aliiminyum folyoya
sarilip +4°C'de saklandi. Kontrol ve dozlarin bulundugu kiiltiir kaplarindaki besi
ortamlari ¢ekildi ve 5 ml 1X PBS ile yikandi. -20 °C metanolden 5’er ml her kiiltiir
kabina eklendi ve +4°C’de 10 dakika hiicrelerin yiizeye sabitlenmesi beklendi.
Hiicreler yilizeye sabitlendikten sonra metanoller kiiltiir kaplarindan cekildi ve
kaplar 5 ml 1X PBS ile yikandi. Uzerlerine 5 ml 1X PBS ve Dapi karisimindan
eklendi ve karanlik bir ortamda oda sicakliginda 10 dakika boyanin hiicreleri
boyamasi i¢in beklendi. Ardindan boyama soliisyonu cekilerek son kez kaplar 5 ml

1X PBS ile yikandi ve floresan mikroskobunun DAPI mercegiyle goriintii alindi.
3.2.6 Molekiiler Biyolojik Analizler
3.2.6.1 Total RNA Izolasyonu

Pasaji gelen hiicreler T75 hiicre kiiltiir kabindan kaldirilarak 3 adet (Kontrol grubu
— 5 uM doz - 10 uM doz olacak sekilde) T25 kiiltiir kaplarina ekildi. Hiicreler
yluzeyin %80’inini kapladigi zaman gerekli juglon dozlari kiiltiir kaplarina
uygulandi. 24 saat dozla inkiibasyonun ardindan Hybrid-R™ Total RNA izolasyon
Kiti kullamilarak izolasyon islemi gerceklestirildi. Oncelikle kiiltiir kaplarindaki
besi ortamlar1 uzaklastirildi. Her kabin igerisine 2,5 ml RiboEx™ (total RNA
izolasyon soliisyonu) eklenerek pipetaj yapildi ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. Her kabin icerisine 500 ul kloroform eklendi ve 15 dakika hizli bir sekilde
calkalandi. Ardindan 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edilip karisimlar niikleaz
free mikrosantrifiij tiiplerine alindi. Mikrosantrifiij tiiplerindeki o6rneklerin 15
dakika +4°C'de 12000 xg hizda santrifiij islemi gerceklestirildi. islem sonras1 her
tlipte olusan ii¢ fazdan en {iistteki faz cekilerek yeni bir mikrosantrifiij tiipiine
aktarild1 ve iizerine cekilen miktarla esit miktarda Buffer RBI eklendi. Hafifce

karnistirildiktan sonra karisimdan 700 ul cekilerek F tipi mini kolonlu tiipe
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aktarilarak 10000 xg hizda 30 saniye oda sicakliginda santrifiij yapildi. Mini
kolonun altina dokiilen siv1 atildi ve tekrar 700 ul karisimdan eklendi ve santrifiij
gerceklestirildi. Tekrar altta kalan siv1 atild1 ardindan mini kolona 500 ul Buffer
SWI eklenerek 10000 xg hizda 30 saniye oda sicakliginda santrifiij yapildi. Altta
kalan siv1 atild1 ve ayni islem 500 ul Buffer RNW eklenerek tekrarlandi. Opsiyonel
olarak 10000 xg hizda 1 dakika oda sicakliginda santrifiij yapildi ve mini kolon
yeni bir niikleaz free mikrosantrifiij tiiptine koyulup iizerine 100 ul niikleaz free
su eklendi. 1 dakika oda sicakliginda inkiibenin ardindan aktarilarak 10000 xg
hizda 30 saniye oda sicakliginda santrifiij yapildi. Ornekler icin dogrulama testi

yapildiktan sonra -20 °C’de stoklandilar.
3.2.6.2 Total RNA Miktarinin Belirlenmesi

Total RNA orneklerinden 1’er ul alinarak ve niikleaz free su ile blank alinarak

nanodropta miktar tayini yapildi.
3.2.6.3 Total RNA'nin Jel Uzerinde Analizi

Tiim elektroforez aparatlar1 DEPC’ li su ile yikanarak temizlendi. %1’ lik jel
hazirlamak icin, 0,75 g Agaroz tartilip 15 ml 5 X MOPS c¢o6zeltisi, 46,875 ml DEPC’
li su karisimina eklenip c¢ozdiiriildii ve 60 °C’ye sogutuldu. Icerisine 60 °C’ ye
isitilmis 13,125 ml formaldehit ilave edilip, jel tepsisine dokiildii ve donmasi
beklendi.

Her bir RNA oOrneginden nanodropta olciilen miktarlara uygun olarak alinip
tizerine 2 ul 5 X MOPS, 3,5 ul formaldehit, 10 ul formamid ve 0,5 ul Etidyum
Bromid ilave edilerek, 55 °C’ de 15 dakika inkiibe edildi. Daha sonra bu karisima
2 ul yiikleme tamponu ilave edildi ve 6rnekler jele yiiklendi. Total RNA’ lar 100 V’
ta 10 dakika ve 60 V’ da 1 saat yiriitildd.

3.2.6.4 Total RNA’dan cDNA Sentezi

Elde edilen 3 adet total RNA orneginden cDNA sentezlemek icin smART First
Strand cDNA Sentez Kiti kullanildi. RNA orneklerinin nanodropla o6lciilen
miktarlarina gore cDNA sentez icin 1 ug kullanilacak sekilde RNA miktari
kullanildi. RNaz free PCR tiipleri icerisine 6l¢iilen miktarlarda total RNA eklendi.
Uzerine cDNA sentez kitinden 1 ul primer, 1 ul 10 mM dNTP karisimi eklendi.
Tim karisimin tamami 12,5 ul olacak sekilde RNaz free su eklendi. 5 x ¢cDNA
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Buffer vortekslenip karisimin {izerine 4 ul eklendi. Ardindan sirasiyla 2 ul DTT 0.1
M, 0,5 ul RNaz inhibitor 50 U/ul ve son olarak 1 ul smART (200 U/ul) eklenerek

Thermal cyclera yerlestirildi ve tablodaki asamalar uygulandi.

Tablo 3.1 Thermal Cycler reaksiyonu

Sicaklik Siire
25°C 10 dakika
50 °C 50 dakika
85°C 5 dakika

3.2.6.5 ¢cDNA Miktarinin Belirlenmesi

cDNA orneklerinden 1’er wl alinarak ve niikleaz free su ile blank alinarak

nanodropta miktar tayini yapildi. Ornekler -20 °C’de stoklandilar.

3.2.6.6 Gercek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR) Yéntemi Icin

Primerlerin Hazirlanmasi

gPCR islemi i¢in tablodaki primerler belirlendi ve Sentebiolab tarafindan iiretilen
liyofilize halde primerlerin her birine sentez raporlarinda belirlenen miktarda

niikleaz free su eklendi ve 100 uM likit halde primerler elde edildi.

Tablo 3.2: RT- qPCR ileri ve ters primerleri

Gen ileri Primer Ters Primer
B-ACTIN | CTCTGTGTGGATTGGTGGCT GCAGCTCAGTAACAGTCCGC
BAX GAGGACTCCAGCCACAAAGA CGAGCTGATCAGAACCATCA
BCL-2 TATATGGCCCCAGCATGCGA GGGCAGGTTTGTCGACCTCA
KASPAZ3 | GGAGCTTGGAACGCGAAGAA ACACAAGCCCATTTCAGGGT
PARP1 TCTACTTTGCTGATATGGTGTCC TGGGTAACTTGCTGATGTGAG
MMP-8 TGGAGTGTGCCATCAACCCTGAC CACCATGGTCTCTTGAGACGAAAGC

SYBR-Green Master Mix kitinin protokoliine gore primerlerin niikleaz free su ile

seyreltilerek 10 uM primerler elde edildi.
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3.2.6.7 Gercek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR) Y6ntemi

PCR yontemine kontrol grubu ve 5 uM doz uygulanmis grupla devam edilmeye
karar verildi. PCR plate diizeni yatay siitunlar sirayla kontrol — 5 uM juglon dozlu
olacak sekilde ve dikey siitunlar Tablo 3.2’deki sirayla genler uygulanacak sekilde
belirlendi. ilk yatay kuyucuklarin tamamina 2’ser ul kontrol cDNA’s1, ikinci yatay
kuyucuklara 5 uM juglon uygulanmis hiicrelerin cDNA’s1 eklendi. Her kuyucuga
6’ser ul niikleaz free su ve 10’ar ul Sybr-Green Master Mix eklendi. Son olarak
kuyucuklarda hangi gen test edilecekse o genin 1 ul ters ve 1 ul ileri primerinden

eklendi ve 20 ul son hacim elde edildi. PCR dongiisii Tablo 3.3’teki sekilde

ayarlanda.
Tablo 3.3: qPCR i¢in PCR cihazi programi
PCR Adim1 Sicaklik Siire Doéngi

ik Denatiirasyon 95 °C 2 dakika 1
Denatiirasyon 95 °C 5 saniye

= . 40
Baglanma 60 °C 10 saniye
Uzama 72 °C 30 saniye

3.2.7 istatistiksel Analizler

MTT ve WST-1 testi sonucu elde edilen verilerin ICs, ve R*degeri GraphPad Prism
9.3.0 Version programu ile belirlendi. Koloni olusum testi sonucunda olusan
koloniler ImageJ programiyla sayildi. Yara iyilesmesi testi sunucu hiicre kapli alan
ve yara alan1 Wimasis programiyla hesaplandi. DAPI boyama sonucu elde edilen
hiicreler ImageJ programiyla sayildi. RT-qPCR belirlenen gen ifadesi seviyeleri
Livak yontemiyle 2 ™*“ (delta delta ct) degeri hesaplanarak belirlendi. Tiim
sonuclarin kontrole gore istatistiksel anlamlilik degerleri GraphPad Prism
programi one-way ANOVA yontemi kullanilarak hesaplandi. Tiim analizlerde; p

degeri (gtiven aralig1) 0,05 olarak alindu.
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BULGULAR

4.1 Sitotoksisite Analizleri

4.1.1 MTT Yontemi

24 saat deney siiresi boyunca C6 glioma hiicrelerine uygulanan juglonun 5-10-15-
20-40-80uM olmak iizere 6 farkli konsantrasyonunun sitotoksik etkileri MTT
yontemi kullanilarak belirlendi. Deney gruplar1 ve kontrol kuyucuklarinda mor
renk olusumunun ardindan (Sekil 4.1), juglonun farkli konsantrasyonlariyla
hazirlanan gruplar ile kontrol grubunun absorbans degerleri olctildi. Bu
degerlendirmenin ardindan yapilan istatistiksel analizlerde tiim deney gruplarinin

kontrole gore anlamliligina bakildi.
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Sekil 4.1 MTT yo6ntemi sonucu canliliga gére mor renk alan hiicreler
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Sekil 4.2 Kontrol grubunun ve farkli doz uygulanmis deney gruplarinin
absorbans degerleri
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Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik sonucu p<0,0001:**** olarak
belirlendi. Deney gruplarinin kontrole gore aralarindaki farkin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriildi. Calismanin devaminda ICs, degerine gore 2 farkli doz
belirlenecegi icin ICs, degeri ve bu degerin anlamlihigini gosteren R* degeri

hesaplandi. (Sekil 4.3)
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Sekil 4.3 Normalize edilmis absorbans degerlerinin juglonun logaritmik

degerlerine gore grafik egrisi

ICso degeri kontrol grubu hiicrelerinin canlilik degerleri %100 kabul edilerek
6,666 uM olarak hesaplandi ve sonucun R? degeri 0.9953 olarak belirlendi.
Hesaplanan ICs, degeri istatistiksel olarak anlamli bulundu. MTT testiyle
belirlenen ICs, degeri sonucuna gore calismanin devaminda kullanilacak deney

gruplarinin dozlar1 5 uM ve 10 uM olarak belirlendi.
4.1.2 WST-1 Yontemi

24 saat deney siiresi boyunca C6 glioma hiicrelerine uygulanan juglonun 5-10-20-
40 uM olmak tizere 4 farkli konsantrasyonunun sitotoksik etkileri WST-1 yontemi
kullanilarak belirlendi. Deney gruplari ve kontrol kuyucuklarinda renk
degisiminin ardindan (Sekil 4.4), juglonun farkl konsantrasyonlariyla hazirlanan
gruplar ile kontrol grubunun absorbans degerleri 6lciildii. Bu degerlendirmenin
ardindan yapilan istatistiksel analizlerde tiim deney gruplarinin kontrole gore

anlamliligina bakildi.
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Sekil 4.4 WST-1 yontemi sonucu canliliga gore renk degistiren hiicreler
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Sekil 4.5 Kontrol grubunun ve farkli doz uygulanmis deney gruplarinin
absorbans degerleri

Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik sonucu p<0,0001:**** olarak
belirlendi. Deney gruplarinin kontrole gore aralarindaki farkin istatistiksel olarak
anlaml oldugu goriildii. Calismanin devaminda ICs, degerine gore 2 farkli doz
belirlenecegi icin ICs, degeri ve bu degerin anlamlihigini gosteren R* degeri

hesaplandi. (Sekil 4.6)
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ICsp = 5.646 UM
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R’ =0.9504
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Sekil 4.6 Normalize edilmis absorbans degerlerinin juglonun logaritmik
degerlerine gore grafik egrisi

ICso degeri kontrol grubu hiicrelerinin canlilik degerleri %100 kabul edilerek
5,646 uM olarak hesaplandi ve sonucun R? degeri 0.9504 olarak belirlendi.
Hesaplanan ICs, degeri istatistiksel olarak anlamli bulundu. WST-1 testiyle
belirlenen ICs, degeri sonucuna gore calismanin devaminda kullanilacak deney
gruplarinin dozlar1 5 uM ve 10 uM olarak belirlendi ve MTT testi sonucu belirlenen

ICs, degerini destekler nitelikte sonug alind:.
4.2 Proliferasyon Analizleri

4.2.1 Koloni Olusum Testi

24 saat deney siiresi boyunca C6 glioma hiicrelerine uygulanan juglonun 5 uM ve
10 uM dozlarinin hiicrelerin koloni olusumuna ve hayatta kalimina etkisi
incelendi. Dozlarla muameleden 10 giin sonra olusan koloniler boyanarak

goriiniir hale getirildi. (Sekil 4.7)

Sekil 4.7 Goriiniir hale getirmek icin boyanan hiicrelerin kolonileri

Olusan kolonilerin sayilar1 hesaplandi. (Tablo 4.1) Koloni sayilarin kontrole gore

ve birbirlerine gore anlamlilik diizeyleri istatistiksel olarak hesaplandi. (Sekil 4.8)
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Kontrole gore koloni sayisindaki azalmanin ve kontrol gruplari arasindaki farkinda

istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi.

Tablo 4.1 Kontrol ve deney gruplarinin koloni sayilari

Test Gruplari Koloni Sayis1
Kontrol 1106
5 uM 835
10 uM 327

* %
1500+ | * * %
I | |

]
S, 1000
(3]
]
I=
(=]
E 5004

0-

o & 8

Doz Konsantrasyonlari

Sekil 4.8 Kontrol grubu ve deney gruplarinin koloni sayilari ve aralarindaki
farkin istatistiksel degerlendirmesi

p<0,05: *
p<0,01: **

4.2.2 Yara lyilesmesi Testi

Kontrol grubu ve deney grubu hiicrelerinin sirasiyla yara izinin olusturuldugu
anda ve 24 saat sonra goriintiileri alinan teste hiicrelerin doza bagimli olarak
kontrol grubuna gore yara iyilesme oranlar1 test edilmistir. Bu oranin
hesaplanabilmesi icin yara izinin olusturuldugu giin ve 24 saat sonra
goriintiilerden yara izi alan1 ve hiicre kaplh alan yiizdesi belirlenmistir (Sekil 4.9)

ve grafigi olusturulmustur (Sekil 4.10).
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a) Kontrol

b) 5 uM

200 um

c) 10 uM

Sekil 4.9 Hiicrelerde yaranin olusturuldugu giiniin ve 24 saat sonrasinin sirastyla
gorintiileri
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Test gruplarindaki yara iyilesme oraninin azalmasinin istatistiksel anlamlilig

hesaplandi. (Sekil 4.11) Kontrole gore doz uygulanmis gruplardaki yara iyilesme

Kontrol

Sekil 4.10 Yara iyilesme yiizdelerinin grafigi

Tablo 4.2 Test gruplarindan 2 farkli zamanda alinan 6l¢iim sonucu

W Yara izi Alani [%]

10 uM

M Hiicre Kaph Alan [%]

Kontrol (24 saat) 5 uM (24 saat)

Test Yara izi Alani (%) Hiicre Kapl Alan (%)
Gruplari . .
Ik Ol¢iim 24 saat Ik Ol¢iim 24 saat
Kontrol 44 29,6 56 70,4
5uM 40,6 30,8 59,4 69,2
10 uM 43,4 39,9 56,6 60,1

oraninin azalmasi istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Sekil 4.11 Kontrole gore yara iyilesme oranlarinin istatistiksel degerlendirmesi

p<0,001: ***

p<0,0001: ****

Yara Alani Kapanma (%)

e e e e
e e e e
—
20 gk
15+
10—
5_
0_
24 saat
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4.3 DAPI Boyama

Kontrol grubu ve juglonun 5 uM ve 10 uM dozlu deney gruplar1 24 saat deney
siireleri sonunda DAPI ile boyand: ve floresan mikroskobu altinda goriintiileri
alindi. Gortintiilerle, deney siiresi sonunda meydana gelen morfolojik

farklilagsmalar gozlendi, ayn1 zamanda hiicrelerin sayimi yapildi. (Tablo 4.3)

a) Kontrol grubu

b) 5 uM

) 10 uM

Sekil 4.12 DAPI ile boyanan hiicrelerin sirasiyla 5x ve 10x goriintiileri
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Tablo 4.3 Hiicrelerin 24 saat sonunda sayilar1 ve kapladig: alan yiizdeleri

Test Gruplarn (5x) Hiicre Sayisi Hiicrelerin Kapladig1 Alan
Kontrol 645 %18,7
S uM 241 %10,5
10 uM 86 %1,8

Hiicre sayisindaki doza bagli azalmalarin kontrole gore anlamlilig1 istatistiksel

olarak belirlendi. (Sekil 4.13)

Hiicre Sayisi

ok ok ok
ok
—

800  K¥*
600-
400-
200-

0-

"
*0 L

Doz Konsantrasyonlan

Sekil 4.13 Doz uygulanmus kiiltiirlerdeki hiicre sayisinin doza bagiml istatistiksel
degerlendirmesi

p<0,01: **
p<0,001: ***
p<0’0001: Kk

Istatistiksel hesaplamalara gore kontrole goére dozlarda anlamli bir azalma

gozlendi.
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4.4 Molekiiler Biyolojik Analizler

4.4.1 Total RNA Miktarinin Belirlenmesi
Elde edilen total RNA’larin nanodropla 6l¢iimii yapildi. (Tablo 4.4)

Tablo 4.4 Total RNA’larin nanodropla 6l¢iim sonuclari

Test Gruplar ng/ uL A260/A280
Kontrol grubu 476,8 2,13
5 uM 363,5 2,15
10 uM 307,1 1,92

izole edilen ve nanodrop yardimiyla hesaplanan total RNA 6rneklerinin
konsantrasyonlari, calismanin sonraki basamagini olusturan cDNA sentezinde

kullanilan total RNA miktarina ulasmak amaciyla kullanildi.
4.4.2 Total RNA'nin Jel Uzerinde Analizi

Elde edilen total RNA’lar safligin1 belirlemek ve Kontaminasyon olup olmadigini

gozlemlemek amaciyla jelde yiirtitildi.

Sekil 4.14 Jel iizerinde yiriitiilen total RNA (sirasiyla kontrol, 5 uM ve 10 uM)
sonuclari

Jelde yiiriitilen total RNA sonuglarina gore oOrneklerde kontaminasyon

belirlenmedigi icin cDNA sentezi islemi ayn1 6rneklerle devam ettirildi.
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4.4.3 cDNA Miktarinin Belirlenmesi

Sentezlenen cDNA’larin safligin1 belirlemek amaciyla ve qPCR yoOnteminde
belirlenen miktarda kullanabilmek amaciyla nanodropla 6lciimleri yapildi. (Tablo

4.5)

Tablo 4.5 Tamamlayici DNA’larin nanodropla 6lciim sonuclari

Test Gruplar ng/ uL A260/A280
Kontrol grubu 1352,1 1.81
5 uM 1184,1 1.81
10 uM 1305,1 1.79

Elde edilen cDNA’larin safligit uygun olarak belirlendi ve qPCR yonteminde

kullanilmak iizere protokolde istenilen sekilde seyreltildi.
4.4.4 Gercek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QPCR) Yontemi

Juglonun, 24 saat siireyle, C6 glioma hiicre hatt1 iizerinde apoptotik ve proliferatif
siireclerde gorev alan genlerin ifade seviyelerinde meydana getirdigi degisimler
gPCR yontemi ile tespit edildi. Tiim 6rneklerin Ct degerleri kalibratér geni olarak

kullanilan B-Actin genine gore katlanma degisimi (2 *“) hesapland.

Ekspresyon Degisimleri

2,5

1,5

1
: H

BCL2 KASPAZ3 PARP1 MMP8

(S, ]

W Kontrol B 5pM

Sekil 4.15 Belirlenen Genlerin Ifade Seviyelerindeki Degisimler
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Pro-apoptotik genlerden olan BAX, KASPAZ3 genlerinin ifade seviyelerinde 5 uM
doz uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla anlaml bir artis gozlemlenirken
anti-apoptotik genlerden biri olan BCL2 ifadesi seviyesinde anlamli bir azalma
gozlemlendi. Proliferasyonda gorev alan bir gen olan MMP8 seviyesinde anlaml
bir azalma gozlemlendi. PARP1 ifade seviyesinde ise kontrol grubuna gore bir artis

gozlemlendi ama bu artis seviyesinin anlamli 6l¢iide olmadig: belirlendi.
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S

SONUGC VE ONERILER

5.1 Sonucg

Bu calismada juglonun sitotoksik, apoptotik ve anti-proliferatif etkilerini
gozlemlemek icin cesitli yontemler kullanildi. Gergeklestirilen MTT ve WST-1
testleri sonucunda juglonun C6 Rat glioma hiicreleri iistiindeki sitotoksisitesi ve
ICso degeri belirlendi. Bu deger MTT icin 6,666 uM, WST-1 icin 5,646 uM olarak
belirlenmistir. Calismanin devaminda gerceklestirilen koloni formasyon testiyle
ICs, degeri desteklendi ve sirasiyla 5 uM, 10 uM doz uygulamasi yapilan hiicrelerin
proliferasyon yeteneklerinde azalma goézlemlendi. Ayni zamanda bu deneyde
azalan hiicre sayisina bagli olarak koloni sayisinda azalma gorildii. Yara
iyilesmesi deneyinde doz uygulamasi yapilan gruplarda olusturulmus yara
alaninin 5 uM dozda kontrol grubuna gore daha az kapandigi, 10 uM dozda ise
hem kontrol hem de 5 uM doza gore daha az bir kapanma oldugu gozlemlendi.
Bu deneyi baz alarak juglonun artan dozla birlikte hiicre ¢ogalmasinda bir
azalmaya ve dolayisiyla yara iyilesme becerisinde bir diisiise yol a¢tigini1 sOylemek

mumkiindiir.

Morfolojik inceleme icin gerceklestirilen DAPI boyama sonrasi uygulanan doz
gruplar1 ve kontrol grubu mikroskopla incelendi, goriintiileri alindi. Yine doza
bagli olarak hiicre sayisinda bir azalma ve artan dozla birlikte hiicrelerin
morfolojilerinde degisme gozlemlendi. Bu deneyden yola ¢ikarak juglonun hiicre
sayisina ve morfolojisine etki ettigini soylemek miimkiindiir. Bu deneyin sonucu
da onceki deneyleri destekler niteliktedir. Yapilan istatistiksel analizler kontrol

grubu ve doz gruplar arasindaki degisimin anlamli oldugunu gostermektedir.

Galismanin son asamasi olarak gerceklestirilen RT-qPCR deneyi ile juglon
uygulamasi1 sonrasi1 BAX, BCL2, Kaspaz3, PARP1, MMP8 genlerinin ifade
seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla 5 uM dozda nasil bir degisim oldugu
incelendi. Deney sonucunda Ct degerleri elde edildi ve kalibratér gen olan Beta-

actine dayanarak (2 ™*® hesaplamasi gerceklestirildi. Sonug olarak BAX geninin
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ifade seviyesinde 5um dozda, kontrol grubuna kiyasla anlaml bir artig, BCL2 gen
ifadesinde anlaml bir azalma, Kaspaz3 gen ifadesinde anlamli bir artis, PARP1
gen ifadesinde anlamli olmayan bir artis, MMP8 gen ifadesinde anlamli bir azalma
goriildii. Gergeklestirilen bu deneyden yola c¢ikarak juglonun C6 Rat glioma
hiicreleri iistiinde 5 uM dozda apoptoza siiriikleyici ve proliferasyonu azaltan bir

etkisinin oldugunu sdylemek miimkiindyir.
5.2 Tartisma

Bu calismada elde edilen ICs, degerleri, HL-60 hiicre hatti iizerinde 2-NV-amino-
naphthoquinonelar ile gerceklestirilen bir sitotoksisite c¢alismasina yakin
bulunmustur. HL-60 hiicreleri i¢in ICs, degeri 4 uM olarak bulunmustur. Aym
calismada bagka hiicre hatlar iizerinde de Olctimler yapilmis ve HCT-8 hiicreleri
icin 3,38 uM, OVCAR-8 i¢in 9,61 uM, saglikli hiicre hatt1 olan PBMC ic¢in ise 29,89
uM olarak oldugunu gostermislerdir.[88] Bu calismadan yola cikarak ICs,
degerinin hiicre hattina ve kullanilan sitotoksisite yontemine bagl olarak farklilik
gosterdigi sOylenebilir. Yapilan bagka bir benzer calismada juglonun PC3 ve
DU145 hiicre hatlar iistiinde 10 wg/ml (57 uM) dozda sitotoksik ve apoptotik
etkilerinin oldugu gosterilmistir. Ayrica bu calismada doz uygulama siiresine baglh
olarak, doz miktarinda bir artis olmamasina ragmen maruz kalma siiresi arttikca
hiicre 6liim oraninin arttigini géstermislerdir.[89] Buna baglh olarak juglonun ICs,

degerinin doz uygulama siiresi arttikca azaldigini séylemek miimkiin olabilir.

B16F1 hiicre hattinda gerceklestirilen bir calismada koloni formasyon testi
sonuglar1 bu arastirmada buldugumuz juglon doz artisina baglh olarak koloni
sayisinda azalma bulgusuna paraleldir. Bu nedenle juglonun C6 glioma hiicre
hatlar1 disinda, baska hiicre hatlarinda benzer anti-proliferatif etkiler gosterdigi
sOylenebilir. [90] Farkli hiicre hatlarinda juglonun benzer etkiler gostermesi
juglonun etkili bir sitotoksik ajan oldugunu 6ne siirmeyi saglamaktadir. HaCat
hiicre hatt1 tstlinde gerceklestirilen bir calismada juglonun ve baska bir quinone
olan plumbaginin sitotoksik etkisi oldugunu ve bu nedenle kolonilerin sayisinda
bariz bir azalma tespit ettiklerini gostermislerdir. Bu calismada juglon icin

bulunan ICs, degeri 9 wuM olarak belirtilmistir. [37] Koloni olusturma
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yetenegindeki azalmanin doz uygulamasi sonrasi hiicrelerde olusan hiicrelerin

boliinme ve go¢ etme yeteneklerine olan etkisinden kaynaklandigi sdylenebilir.

U-251 hiicreleri tizerinde gerceklestirilen bir ¢calismada juglonun apoptotik, hiicre
migrasyonunda azalmaya ve yara iyilesmesinde azalmaya yol acici etkileri
gozlemlenmistir. Bu calismada kullanilan deney yontemleri arasinda olan yara
iyilesme testi, MTT testi sonuclar1 ve Kaspaz3 ifadesi degisiklikleri benzerlik
gostermektedir. [91] Gerceklestirdigimiz calismada benzer sonuclarin elde
edilmesi juglonun yara iyilesmesinde olumsuz etkiye yol actigini, hiicre gociinii
azalttigini ve gen ifade seviyelerinde degisim yarattigin1 desteklemektedir. Kanser
hattinda gerceklestirilmis bir baska benzer calismada da juglonun DAPI boyama
yontemiyle apoptotik etkilerinin var oldugu gosterilmistir. [92] Bu yontemle
hiicrelerin boyanmasi, doz uygulamasi yapilan gruplarda meydana gelen degisimi
gozle goriiliir bir bicimde anlasilabilmesini saglamistir. Elde edilen benzer
sonuclar juglonun hiicre morfolojisinde deformasyona yol actigini ve apoptoz

sonucu olusmus apoptotik cisimciklerin ortaya ciktigini1 gostermektedir.

Yapilan baska bir benzer calismada c-Jun N-terminal kinase/c-Jun yolagi
kullanilarak juglonun yarattig1 apoptotik ve anti-proliferatif etkiler tespit edilmeye
calisilmistir. Bu calismada juglon doz uygulamasi sonrasi BAX ve Kaspaz3 gen
ifadelerinde bir artis gortildiigii belirtilmistir.[93] Bu sonuglar pro-apoptotik
genlerden olan BAX ve Kaspaz3 ifadesinin juglon uygulamasi sonrasinda kontrol
grubuna kiyasla bir degisime ugradigini ve hiicre sayisinda gerceklesen azalmanin
bu genlerin ifadelerindeki degisime bagh gerceklesen bir apoptozla gerceklesmis
olabilecegini gostermektedir. HL-60 hiicreleri iistiinde yapilan baska bir ¢calismada
ise juglon uygulamasinin bizim calismamizla paralel olarak kontrol grubuna
kiyasla Kaspaz3 gen ifadesini arttirdigi, BAX gen ifadesini arttirdig1 ve BCL-2 gen
ifadesini azalttigini gostermislerdir. [94] Juglonun bircok calismada bir¢ok farkl
hiicre hatt1 iistiinde gerceklestirilen deneyler, deney metotlarina ve kullanilan test
yontemlerine bagli olarak ufak farkliliklar gostermektedir. Ancak biitiin
calismalarda gozlemlenen ortak nokta juglonun bircok hiicre hatti tizerinde bizim
calismamizda da gozlemledigimiz gibi sitotoksik, apoptotik ve anti-proliferatif

etkileri oldugu tizerinedir.
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5.3 Oneriler

Yapilan calismada juglonun bir kanser hiicre hatt1 olan C6 Rat glioma hiicre hatt1
iistinde gosterdigi sitotoksik, apoptotik ve anti-proliferatif etkiler gz Oniine
alarak juglonu 5 uM ve 10 uM dozda etkili bir ajan olarak One siirmek
miimkiindiir. Ozellikle 5um dozda gerceklestirilen RT-qPCR deneyinin
sonuclarindan yola cikarak juglonun kanser hiicrelerine etki ettigi sOylenebilir.
Yapilan baska bir calismada juglonun efektifliginin nanopartikiil yontemi
kullanilarak arttirilabilecegi gosterilmistir. [9] Juglonun etki mekanizmalarinin
protein modifikasyonlar1 ve post-translasyonel modifikasyonlarla nasil bir iligki
icerinde oldugunu gostermek icin Western-blotting yontemi ile daha ileri

arastirmalar gerceklestirilebilir.

Juglonun farkl kanser tiirlerine etki ettigini séylemek miimkiin olsa da [91,93]
bu etkisinin ayni zamanda saglikli hiicre hatlarinda ne diizeyde ve ne tiir
mekanizmalarla etkisini gosterdigi arastirilmalidir. Juglonun kanser tiirlerinin
tedavisinde potansiyel olarak bir terapotik ajan olarak
kullanilip/kullanilamayacaginin ~ belirlenmesi miimkiindiir ancak bunun

gerceklestirilmesi icin daha ileri arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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