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1. OZET

Hiimik Asidin Insan Serviks Kanseri Uzerine Antikanserojenik Etkisinin

Arastirilmasi

Ogrencinin Adi: Ayse DEMIR AKTAS

Damsmani: Dog. Dr. Ozlem BINGOL OZAKPINAR
Anabilim Dah: Biyokimya Anabilim Dali

Amag: Hiimik asit (HA) ¢ogunlukla topraktan elde edilen ve tarim, tip, kozmetik
gibi yaygmn kullanim alanlar1 olan bir maddedir. Yiizyillar boyu tedavi amagl
kullanildig1 bilinmektedir. Bu ¢alismanin amaci topraktan HA izolasyonu ile HA’ nin
insan serviks kanseri lizerine olan antikanserojenik ve apoptotik aktivitelerini

degerlendirmektir.

Gerec¢ ve Yontem: Antalya ilinden alinan toprak orneginden HA izolasyonu igin
CDFA yontemi kullanildi. Izole HA’nin karakterizasyonu spektrofotometrik ve
kromatografik yontemlerle yapildi. Toprak 6rneginden izole edilen HA’nin HeLa
hiicreleri tizerindeki antikanserojenik etkisi ile non-kanserojen embriyonik fare
fibroblast hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi MTT yontemi ve ger¢ek zamanl
hiicre Olcer cihazi kullanilarak yapildi. Ayrica, HelLa hiicreleri iizerindeki
antikanserojenik etki mekanizmasini belirlemek i¢in kaspaz enzim aktivasyonlariyla

mitokondri membran potansiyelinin 6l¢iim islemleri de gergeklestirildi.

Bulgular ve Sonug¢: Yapilan analizler sonucunda, CDFA yontemi ile izole edilen
HA’nin karakterizasyonunda kromatografik yontemin daha uygun oldugu tespit
edildi. izole HA’nin Hela hiicreleri iizerinde antikanserojenik etkisi oldugu, normal
hiicreler {izerinde ise sitotoksik etkisi olmadig1 belirlendi. HA nin antikanserojenik
etkisini kaspaz enzim aktivasyonunu arttirarak ve mitokondri membran potansiyelini
azaltarak meydana getirdigi ortaya konuldu. Caliymadan elde edilen bulgular
1s18inda, HA’nin serviks kanseri i¢in potansiyel bir terapotik olabilecegini

diistiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: Antikanserojen, hiimik asit, yliksek basingli sivi

kromotografisi, serviks kanseri, MTT.



2. SUMMARY

The Cytotoxic Effects of Humic Acid on Human Cervical Cancer
Student’s name: Ayse DEMIR AKTAS

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozlem BINGOL OZAKPINAR
Departmant: Department of Biochemistry

Aim: Humic acid (HA) is a substance which is mostly obtained from soil and has
widespread usage areas such as agriculture, medicine and cosmetics. It is known that
it has been used for therapeutic purposes for centuries. The aim of this study was to
evaluate the anticarcinogenic and apoptotic activities of HA isolated from soil on

human cervical cancer cells.

Material and Methods: CDFA method was used for the isolation of soil taken from
Antalya, Turkey province. Characterization of isolated HA was performed by
spectrophotometric and chromatographic methods. The cytotoxic effect of HA
isolated from the soil sample on non-carcinogenic embryonic mouse fibroblast (NIH-
3T3) cells with the anticancerogenic effect on HeLa cells was performed using MTT
method and real time cell analysis device. In addition, to determine the
anticarcinogenic mechanism of action on HelLa cells, it was measured mitochondrial

membrane potential and caspase enzyme activations.

Findings and Results: As a result of the analyzes, it was determined that
chromatographic method was more suitable for characterization of HA isolated by
CDFA method. It was determined that isolated HA had an anticancerogenic effect on
HeLa cells and no cytotoxic effect on normal cells. The anticarcinogenic effect of
HA was revealed by increasing caspase enzyme activation and decreasing the
mitochondrial membrane potential. Findings from the study suggest that HA may be

a potential therapeutic agent for cervical cancer.

Key words: Anticancer activity, apoptosis, cervical cancer, cytotoxicity, humic acid



3. GIRIS ve AMAC

Diinyadaki 6liim nedenleri arasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci
siray1 alan kanser, hiicrelerin biiylime ve farklilagmasmi etkileyen c¢ok sayida
mutasyon sonucu olusan Oliimciil bir hastaliktir. Kanser tedavisinde uygulanan
kemoterapi protokollerinin birgok Onemli soruna sebep oldugu da c¢ok iyi
bilinmektedir. Hiicrelerin kemoterapotik ilaglara direng kazanmasi, kanserli
hiicrelerin yaninda normal hiicrelerin de etkilenmesi, kemik iliginin baskilanmasi
nedeniyle immiin sistemin yetersizligi hastaligin tedavisinde dnemli basarilar elde

edilememesine neden olmaktadir.

Ozellikle kanser tedavisi i¢in yeni molekiillere ihtiyag duyulmasi, bitkilere ve
diger organik maddelere olan ilginin artmasimna neden olmustur. Giliniimiizde
kemoterapi  protokollerine ilave olarak alternatif uygulamalardan da
yararlanilmaktadir. Bu nedenle, son yillarda organik ve anorganik madde tiirlerinin
sitotoksik, antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini kapsayan ¢aligsmalar sayisi
ivme kazanmistir. Klinikte kullanilan sentetik ilaglarin ¢ok fazla yan etkiye sahip
olmasi, iilke ekonomisine ek yiikk getirmeyen kolay ve diisiik maliyetli tedavi
olanaklarini saglamasi ve ¢ok yonlii aktiviteye sahip olmasi bu maddelerin Klinikte

kullanim potansiyellerini arttirmistir.

Hiimik maddeler dogal olarak olusan, yiiksek molekiiler agirliga sahip, renkleri
saridan siyaha degisebilen, kolloidal yapili, bozulmaya dayanikli ve aromatik yapili
heterojen maddeler olarak tanimlanmaktadir. Bu hiimik maddeler; hiimik asit (HA),
fulvik asit ve hiimin olarak smiflandirilmaktadir. Biitiin topraklarin hiimik
maddelerden en azindan birini i¢erdigi diisiiniilmektedir. Fakat toprak tiirii, cografik
yerlesim ve iklim kosullar1 gibi faktorlerin, hiimik maddelerin miktar, renk ve

agirligi izerinde farkliliklar olusturdugu bilinmektedir.

Toprakta bulunan hiimik maddeleri saflastirmak i¢in yapilan c¢alismalarda,
coktiirme gibi klasik metotlardan baslayarak kromotografinin biitiin ¢esitlerine
basvurulmustur. Fakat, biitiin bu saflastirma c¢alismalarinda, elde edilen kiigiik

pargalarin olduk¢a kompleks bir yapida oldugu belirlenmis ve kimyasal yapisinin



tam olarak aydmlatilmamis olmasindan dolayr miktar1 da tam olarak
belirlenememistir. Bundan dolay1 hiimik maddelerin diizenli bir sekilde devam eden

ve tekrarlayan yayilmis bir molekiiler iskeletten yoksun oldugu anlagilmistir.

Hiimik maddelerden biri olan HA’nin tip alaninda tibbi malzemeler i¢in
hammadde olarak kullaniminin yanisira, antimikrobiyal, antiviral, antiiilserojenik,
analjezik ve antiinflamatuar etkilere de sahip oldugu bildirilmistir. Bu biyolojik
ozelliklerinin, yapisinda bulunan aromatik ve fenolik bilesiklerden kaynaklandigi
iler1 stiriilmiistiir. Hem kimyasal yapis1t hem de elde edildigi kaynaga bagl olarak

HA’nin kimyasal yapis1 ve biyolojik etkinligi de degigsmektedir.

Sunulan bu tez ¢alismasinda 6ncelikle, dogal bir yap1 olan ve Antalya yoresinden
alman toprak Orneginden HA’nin iki farkli yontemle izole edilmesi ve
karakterizasyon c¢alismasmmim yapilmasi amaclanmistir. Miktar1  ve safligi
belirlendikten sonra, antikanserojenik ve apoptotik aktivitelerini belirleyebilmek
amaciyla, insan serviks kanseri hiicre serisi olan Hela hiicreleri tizerindeki etkisi

arastirilmustir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Kanser

Kanser; hiicre dongiisii, hiicre proliferasyonu, hiicreler arasi sinyaller ve
programlanmig hiicre 6limili (apoptozis) gibi hiicre davraniglarinin en temel
kurallarini ihlal ederek kontrolsiiz ¢ogalip, doku ve organlar1 igsgal eden kompleks bir

hastaliktir (Sekil 1), (Pal ve Nayak, 2010).

Normal hiicre c;ogalmam Kanser hticresi ve gogalmasi
Kanserogenle kargilagmusg,
6mrii bitmemesine kargin
anormallegmis hﬂcre

:?w \)Ji“wﬂ

hticre
Ommblten 9 Hucre W

hiicre Slimit Kontrolsiiz

hiicre gogalmas:
(KANSER)

Sekil 1. Normal ve kanserli hiicrelerde proliferasyon

Organizmanin yasam siireci; hiicre gelisimini, cogalmasin ve 6liimiinii igerir
Ozenoglu ve ark., 2013). Hasarli dokularin onarimi somatik hiicrelerin ve destek
dokunun ¢ogalmasi ile ger¢eklesmektedir (Jemal, 2011). Hiicre biiyiimesi,
farklilagsmasi ve ¢ogalmasinda proto-onkogenlerin biiyiik bir 6nemi vardir (Greaves
ve ark., 2012). Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar timér geligimine, timor
baskilayici1 genlerde meydana gelen mutasyonlar ise hiicre siklusunun inhibisyonunu

engelleyerek anormal hiicre biiyiimesine neden olur (Vermeulen ve ark., 2003).

Homeostazis; var olan dengenin korunmaya c¢alisilmast  olarak
tanimlanmaktadir (Harris 2010). Homeostasisi saglayan 3 o6nemli olay vardir.
Bunlar; hiicre ¢ogalmasi, biiylimenin durdurulmasi ve apoptozis (programli hiicre

oliimii) dir (Vermeulen ve ark., 2003).



Organizma igerisinde homeostazinin korunmasi i¢in hiicre biiylimesi ve 6liim
arasindaki dengenin saglanmasi gerekir. Hiicrelerin bir kismi hiicre 6liimii ile ortadan
kaldirilirken programlanmis hiicre 6liimii olan apoptoz ve patolojik hiicre 6limii
nekroz gibi gesitli 6liim tipleri kullanilir (Bellamy, 1995). Bu dengenin bozulmasi
hiperplazi veya neoplaziye neden olur (Ghaneh ve ark., 2007). Pozitif veya negatif
uyaranlar genetik lezyona yatkin hiicrelerde tiimore neden olabilir. Timor gelisimini
en aza indirmeye yardimci mekanizmalardan birisi nekrozdur. Nekroz ile apoptozis
arasinda farkliliklar vardir (Sekil 2).

NEKROZ APOPTOZ

) 1 l apoptik
Hiicrenin ST D cisimcik
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Sekil 2. Nekroz ve apoptozun kiyaslanmasi (/tr.clipartlogo.com, erisim tarihi
:05.04.2019)

Nekroz: Kontrolsiiz hiicre olimii, hiicre sismesi ve hizli dejenerasyon olarak
tanimlanir. Nekroz genler tarafindan kontrol edilemez (Goistein ve ark., 2007).
Nekrozun bilinen en yaygmn nedeni hipoksidir. Arsenik ve siyanid gibi toksik
maddeler ve agir metaller nekroza sebep olur. Nekroz sirasinda mitokondride ROS
iretimi artar ve nonapoptotik proteazlar aktive olur. Ayrica ATP lretimi azalirken

Ca*? kanallar1 acilir (Nicotera ve ark., 2004).

Apoptozis: Nekrozdan farkli olarak fizyolojik kosullarda meydana gelen ve doku
homeostazisini saglayan olim seklidir. Programli hiicre 6liimii apoptozisin normal

hiicre dongiisiinde ve fizyolojik siire¢lerde rolii vardir (Guimaras, 2004)



Apoptozis, normal hiicre 6limiinde gorev almakla birlikte mutasyona ugramis
hiicrelerinde ¢ogalmasini dnleyen 6nemli bir yoldur. Hiicre siklusu ve apoptozisde
cok sayida protein ikili rol oynar. DNA’da meydana gelen hasar hiicre siklus kontrol
mekanizmalarinin bozulmasina neden olur. Bir¢ok kanser tipinde hiicre siklus

kontrol noktalarmda mutasyonlar ortaya ¢ikarilmistir. (Vermeulen ve ark., 2003).

Bir hiicrenin apoptoza egilimli olup olmamas1 Bcl-2 genlerine baghdwr. Bu grup
proapoptotik ve antiapoptotik iiyelerden olusur. Hiicrede proapoptotik iiyeler fazla

ise hiicre apoptoza egilimlidir (Kannan ve Jain, 2000).

Proapoptatik iiyeler; Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim, Puma ve Noxa’dir. Bu
proteinler sitozolde yer alirlar. Sitokrom-c ve apoptoz indiikleyici faktoriin salinimini
artirarak apoptozu indiiklerler (Adrain ve Martin, 2001). Antiapoptotik tiyeler ise
Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1’dir. Bu proteinler de mitokondriyon dis membraninda,
endoplazmik retikulumda ve ¢ekirdek zarinda yer alirlar. Kaspazlarm oncii
formlarin1 ve sitokrom-c salinimini bloke ederek apoptozu inhibe ederler (Spierings
ve ark., 2004). Apoptoz uyarisi alan hiicre bulundugu ortamdan uzaklasir ve biiziisiir.

Nukleus kiigiiliir ve pargalara ayrilir.
Apoptoz i¢in iki farkli yol bulunur (Sekil 3);

1.Instrinsik Yol: Hiicre i¢i sinyallerle baslar. Hiicrede genetik hasar meydana
geldiginde antiapoptotik liyeler inhibe olurken proapoptotik liyeler aktive olur.
Hiicreden Bax salinimi mitokondri membraninda por olusumunu saglar ve agilan bu
porlardan sitokrom-c salgilanir. Sitokrom-c, Apaf-1 proteini ile birleserek apoptozom
kompleksini olusturur. Olusan bu kompleks prokaspaz-9’u keserek aktif kaspaz-9’a
cevirir. Kaspaz-9 ise prokaspaz-3’ti aktive eder. Olusan kaspaz-3 apoptozun

hizlanmasini saglar (Keane ve ark., 2001).

2. Ekstrinsik Yol: Hiicre membraninda bulunan olim reseptorlerinin aktive

olmasiyla baglar. Aktive olan kompleks prokaspaz-8’i keserek aktif kaspaz-8’i
olusturur. Kaspaz-8 ise prokaspaz-3’ii hem dogrudan hem de mitokondriyal yolakla

dolayl1 olarak aktive edebilir. Kaspaz-3 apoptozun olusumunu tetikler (Lou ve ark.,
1998).
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Sekil 3. Apoptozun instrinksik ve ekstrinsik yolaklar1 (http:/libratez.cu.edu.tr,
Erisim tarihi: 04.04.2019)

Apoptozun goriildigii fizyolojik olaylar (Gewies, 2003);

v" Parmak olusumu sirasinda
v' Amfibilerin kuyruk hiicrelerinde
v Liimenli organ olusumunda (bagirsak)

v" Ureme organlar1 olusumunda
4.1.1. Normal hiicrelerde hiicre siklusu

Normal bir hiicre siklusu genel olarak 2 asamadan meydana gelir. Bunlar; mitotik
evre ve interfaz evresidir (Hudson, 2010). Mitoz evresinden sonra siklus G1-S-G2 ve
tekrar mitoz seklinde tekrarlanir (Sekil 4). Bu siire igerisinde biiylime meydana gelir
ve eger sinyal alinmazsa istirahat fazi denilen GO fazinda hiicre durur (Vermeulen ve
ark., 2003). GO faz1 saatler, giinler hatta hiicrenin yasami boyunca siirebilir. Ornegin
hepatosit ve adiposit gibi islev kazanmis hiicreler G0’da dururlar (Nelson, 2008).
Interfaz evresi béliinmenin yaklasik %90 i1 kapsar ve ortalama 16-24 saat siirer.

Mitoz evresi ise ortalama 1-2 saatte tamamlanir (Stratton ve Campbell, 2009).


http://libratez.cu.edu.tr/
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Sekil 4. Normal hiicre siklusu ((https://en.wikipedia.org/wiki/Cell_cycle, Erisim
tarihi: 07.01.2018)

Hiicre boliinmesini denetleyen kontrol noktalar1 vardir (Vermeulen ve ark.,
2003). Mitozdan G1 fazina gegen hiicrenin S fazina gegmesine G1 kontrol
noktasinda karar verilir (R point). Bu noktada hiicre ya siklusu durdurur ya da devam
eder (Foster, 2008). G1 fazinda hiicre bulundugu ortami kontrol eder ve DNA sentezi
icin hazirlik yapar. RNA ve protein sentezi gergeklesirken DNA sentezi olmaz. S
fazinda ise DNA sentezi gerceklesirken DNA miktar1 iki katina ¢ikar ve ayni
zamanda RNA, proteinde sentezlenir. G2 fazinda hiicre biliyiimeye devam ederken
RNA ve protein sentezi siirerken DNA sentezi olmaz. G2’den sonra mitoza gegen
hiicre burada profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evrelerini gecirir. Bunun sonunda
mitoz (¢ekirdek boliinmesi) ve sitokinez (hiicre boliinmesi) ile birbirinin ayn1 genetik

materyale sahip iki hiicre olusur (Ondag, 1978).

Hiicre siklusunda herhangi bir noktada aksaklik yasanirsa, DNA dogru olarak
kopyalanamaz ve hiicrede hasar meydana gelebilir. Bu sebeple hiicrede G1-S
gecisinde, G2-M gecisinde ve metafaz-anafaz gegisinde kontrol noktalar1 vardir. Bu
noktalarda hiicrenin yoluna devam edip etmeyecegine karar verirlir (Vermeulen ve
ark., 2003). Bu noktalarda Tablo 1’de belirtilen 6zelliklere dikkat edilmektedir.


https://en.wikipedia.org/wiki/Cell_cycle

Tablo 1. Hiicre siklusu kontrol noktalari

G1 kontrol noktast - Hiicre bliyikligi
- Besin miktar1

- DNA hasari kontrol edilir.

G2 kontrol noktasi -Hiicrenin buyiikligi
-DNA hasar1 kontrol edilir.

M kontrol noktast -Kromozomlarmn 18 ipliklerine

baglanmasi kontrol edilir.

Hiicre siklusunu kontrol eden 3 protein smifi vardir. Bunlar; siklinler
(cyc=cln), siklin bagiml kinazlar (cdk) ve siklin bagimli kinaz inhibitorleri (CDI)
dir. Bu proteinlerin diizeyleri hiicre siklusunun farkh fazlarinda farklhiliklar gosterir.
Siklin bagimli kinazlar G-S-G ve mitoza gegisi kontrol eder. Memeli hiicrelerinde
hiicre siklusunun diizenlenmesinde islevleri en iyi bilinen on bir tane siklin bagiml

Kinaz ve on alt1 tane siklin rol oynamaktadir (Cairns ve ark. 2011).

Kinaz grubu proteinler fosforilasyon gorevini istlenmislerdir. Siklin bagimh
kinazlarin aktiviteleri baglandiklar1 sikline bagimli oldugu i¢in bunlarin
adlandirilmasi bu sekildedir. Cdk’ler siklinler ile birlestiginde aktif hale gegebilirler.
Bu komplekste siklinler diizenleyici alt birim, siklin bagimli kinazlar ise katalitik alt
birimlerdir (Sekil 5). Siklinin siklin bagimli kinaza baglanmasi ile yeni bir

konformasyonel degisiklik olur ve aktiflesmis kompleks olusur.
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CDK2

Sekil 5. Siklin bagmmli kinazlarin siklin ve fosforillenme ile aktiflesmesi
(www.semanticscholar.org, erisim tarihi: 10.03.2019)

Olusan her bir eslesme siklusun farkli noktasinda diizenleyici olurken miktar1 da
buna gore ayarlanir. Hiicre siklusu boyunca kinaz komplekslerinin aktivite diizeyi
degisir. Kinaz aktifliginin siklusta nasil degistigi Sekil 6’da gosterilmistir. Olusan bu
komplekslerin diizeyi siklin alt birimlerinin konsantrasyonlarma, fosforillenme

durumuna ve inhibitér molekiillere baglidir.

kinaz G1 S G2 M G1
aktifligi
Cyclin B-CDK1
Cyclin A-CDK2
Cyclin E-CDK2

Zaman

Sekil 6. CDK'lerin hiicre ¢evrimi sirasindaki aktifliklerindeki degisimler
(www.nature.com, erisim tarihi: 05.03.2019)
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Siklinler siklusun farkli diizeylerinde bir taraftan sentezlenirken bir taraftan da
yikilirlar. Siklin molekiillerinin yikimi ise ubikitin yolagi ile saglanir (Fearson,
1997). Siklin ile ubikitin bir araya geldiginde siklin pargalanmasi baglar. Siklin ve
aktiflesmis ubikitin, ubikitin kinaz enzimi ile kovalent baglanir ve zamanla birgok
ubikitin molekiilii eklenir. Bu durum bir yikim enzimi olan proteazomun siklini

parcalamasi i¢in bir sinyal olusturur (Sekil 7).

Ubikitinlenmis proteinler,
proteozomlar tarafindan

Yikdacak proteinler
Ubikitin tarafindan igaretienir

Proteozomlar tarafindan e
peptid pargalan y
(aminoasitler) Gretilir Ascincasities

Sekil 7. Ubikitin yikim yolagi (www.semanticscholar.org, erisim tarihi: 10.03.2019)

Hiicre siklusunda bir faz tamamlanmadan sonraki faza gecilmesi durumunda
genetik materyal tam ve dogru kopyalanmadigi i¢in hiicrede hasar meydana gelebilir.
Hiicre siklusunda iki tip gen grubunun rolii vardir. Bu genler; onkogenler ve timor

baskilayici genlerdir (Foster, 2008).

1. Onkogenler: Kanser gelisimini dogrudan veya dolayli olarak etkileyen
ayrica hiicresel biiyiimeyi uyaran genlerdir. Hiicrenin normal ¢ogalmasini
denetleyen sinyal yollarinda gorev yapan genlere protoonkogenler denir.
Protoonkogenlerdeki mutasyonlar, bu genlerin islevini degistirerek bir
onkogen haline getirebilir onkogenler kontrolsiiz hiicre ¢gogalmasini uyararak
timor olusumuna sebep olurlar. Tablo 2’de bazi kanser tiimorleri ile

iliskilendirilen onkogenler verilmistir (Lodish ve ark., 2000).
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Tablo 2. Onkogenler

RAS Kolon kanseri basta olmak tizere ¢esitli kanser tiirlerinde aktif
c-MYC Kolon ve akciger kanserinde aktif

MET Bobrek kanseri

CDK4 Familial melanoma

BCL2 Folikiiler lenfoma

HER2/neu Meme kanseri

2. Timér baskilayicr genler: Tiimoriin olusumunu durduran fren gorevi
istlenen genlerdir. Tiimor baskilayici genler tablo 3’de gdosterilmistir. P53
geni hasara ugradiginda hiicre biiyiimesinin kontrolii ortadan kalkar ve
onarim olmadan hiicre siklusu kontrolsiiz devam eder (Vermeulen ve Ark.
2003). Normal bir hiicrede meydana gelen bir hasar1 p53 geni farkettiginde
aktif hale gelir ve hiicre ¢ogalmasini yavaglatir. Bunu siklin bagimli kinaz
inhibitorlerinin sentezini artirarak yapar. Hiicre ¢ogalmasini yavaslatan p53
geni ayn1 zamanda DNA hasarmi giderebilecek proteinleri de aktive eder.
Buna ragmen hasar onarilmazsa hiicrenin 6liimii saglanir. p53 geninde bir
hasar olmasi durumunda Rad 9 geni, p53 ile benzer gorevler iistlenen ¢ok
sayida protein iretir ve bu proteinler kirtk DNA parcasmna baglanir. Bu

siirecte siklin liretimi durur.

Tablo 3. Timor baskilayici genler

p53 Cesitli tlimorler

RB1 Retinablastoma geni

WT1 Wilm’s tiimori geni

NF1 Neurofibromatosistype 1 geni
NF2 Neurofibromatosistype2 geni
DCC Kolon kanseri

BRCAL, BRCA2 | Meme kanseri
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Tiimoriin biilyiime hizin1 ifade etmede kullanilan “doubling time (ikilenme
zamani)” tiimdr hiicre sayisinin iki katma ¢ikmasidir (Sekil 8). Ozellikle solid tiimor
hiicreleri baslangi¢ asamasinda geometrik bir artis gosterip, ilerleyen zamanlarda
biiyiime hizinin yavasladigive platoya ulastigi egriye “biiyiime egrisi” denir (Dingol,
2000). Hiicre siklus saati hiicrenin normal seyrine devam edip etmeyecegini belirler
veya hiicreyi Olime yonlendirir (Bellamy, 1996). Kanserin olusumu asir1
proliferasyonun yaninda azalmis apoptotik 6liim hizinada bagimhidir. Zamani

geldiginde apoptoza ugrayamayan hiicreler kansere doniisme potansiyeline sahiptir
(Ulukaya 2003).

Hiicre sayis: In(IN)
4 A B (o D E F

»
>

Zaman

Sekil 8. Hiicre biiyiime egrisi (http://genderi.org, erisim tarihi: 01.02.2019)

Kanser hiicrelerini normal hiicrelerden aywran onemli biyolojik ozellikler

Tablo 4’te ayrintili olarak sunulmustur (Mizra ve Akbulut, 2015).
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Tablo 4. Normal ve kanserli hiicre arasindaki farklar

NORMAL HUCRE KANSER HUCRESI

-Biliyiime faktorlerine bagli olarak | -Biiyime  faktorlerinden  bagimsiz
boliintirler bolintirler

-Viicudun ihtiyacma gére sinyallere | -Ozellikle  biiyiimeyi  engelleyen

cevap verirler

sinyallere cevap vermezler

-Apoptoz goriiliir

-Apoptoz goriilmez

-Replikasyon smirhdir

-Replikasyon sinirsiz gerceklesir

-Anjiyogenez gozlenmez

-Anjiyogenez gozlemlenir

-Invazyon ve metastaz gozlenmez

-Invazyon ve metastaz gdzlenir

4.1.2. Kanser etiyolojisi

Bat1 toplumlarinda her ii¢ insandan birinde kanser gelismekte ve bunlarin da beste

biri hayatim1  kaybetmektedir.

anormalliklerle olusmaktadir. Kanserlerin %10-15’inin kalitimsal oldugu yani

ebeveynlerden gelen genlerle aktarildigi, geriye kalan %85-90’1ik kismin ise ¢evresel

Tim kanserler,

DNA dizisindeki

faktorlere bagl gelistigi bilinmektedir (Sekil 9).

3. kalitsal gegis
15%

2.rastgele
mutasyonlar
35%

m 1. cevresel nedenler

2.rastgele mutasyonlar

1. cevresel
nedenler
50%

3. kalitsal gegis

Sekil 9. Kanser olusumunu etkileyen faktorler

Canlinin yasami boyunca DNA’simnin mutajenlere maruz kalmasi ve buna

bagl olarak meydana gelen progressif degisiklikler ile replikasyon sirasinda olusan

hatalar sonucu sekillendigi diisiiniilmektedir.
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Bazen olusan mutasyonlardan biri, bulundugu hiicrenin biiylimesini ve bu

hiicreden tiireyen bir kanser klonunun olusmasini saglar (Futreal ve ark., 2001).

Kalitim yoluyla kanser meydana gelme olasilig1 ¢evresel faktorlere oranla cok
daha azdir. Genlerin bazi hastaliklara karsi yatkinliga neden olup olmadiklar1
konusundaki aragtirmalar halen devam etmektedir. Normalde tiimor gelisimini
Onleyen tiimor baskilayict genlerdeki bir bozuklugun kalitimsal olarak aktarilmasi ve
sigara gibi bir karsinojenin ilave katkisi ile bireyler kansere yatkin bir hale
gelebilmektedirler. Meme ve yumurtalik kanseri kalitimsal gegisine ait bazi genler
(BRCAL ve BRCA?2) tespit edilmistir. Losemiler ve bazi ¢ocukluk ¢agi tiimorleri
(Wilms tiimorii, retinoblastoma) kalitimsal 6zelik gosterir. Kalinbarsakta polip

gelisimine olan genetik yatkinlikda, kolon kanseri gelisim riskini artirmaktadir.

Her ne kadar kolon kanserlerinin ¢cogu yaklasik %85-90’1 dogumdan sonra
meydana gelen mutasyonlarin eseri olsa da geriye kalan kismi kalitsaldir (Vogelstein
ve ark., 2003).

Cevresel olarak maruz kaldigimiz ve kansere sebep olan ajanlara karsinojen adi

verilir. Karsinojenlerin baslica 6zellikleri su sekildedir.

- Etkileri genellikle doza bagimli, birikimli ve geri doniigsiizdiir.

- Karsinojenle karsilasan organizmada, malign degisiklik olusmadan once,
genellikle latent bir evre olur.

- Karsinojenlere kars1 duyarlilikta tiir, soy ve cinsiyet farkliliklar1 vardir.

- Bir¢ok kimyasal ajan organizmada metabolik degisiklige ugradiktan sonra

aktiflenerek karsinojenik hale gelir.

Karsinojenleri kimyasal, biyolojik ve fiziksel olarak 3 boliimde incelemek
miimkiindiir (Tablo 5), (Ergiin, 2014).
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Tablo 5. Karsinojenlerin siniflandirilmast

Kimyasal karsinojenler Biyolojik karsinojenler Fiziksel karsinolenler

- Polisiklikaromatik - EpsteinBarr - Ultraviolet
karbonlar virtisii radyasyon

- Aromatik aminler - Hepatit B viriisii - lyonize

- Nitrozaminler radyasyon

- Aflatoksin

- Benzen

- Asbest

- Berilyum

- Alkilleyici ajanlar

Baslica kansere sebep olan faktorler ise su sekilde agiklanmistir;

1. Iyonize radyasyon: Iyonize radyasyonun kansere sebep oldugu Japonya’ya
atilan atom bombasinin etkisine maruz kalanlarda ve ankilozan spondilit hastalig
sebebiyle radyasyon verilenlerde gosterilmistir. Iyonize radyasyon DNA hasari
yaparak uzun donemde kanser riskini artirir (Uluslararasi radyoloji komisyonu
bildirgesi 2017). Bu siire iyonize radyosyonun verilme dozuna baghdir
(Feinendegen, 2005).

2. Ultraviyole 1sinlari: Giines, solaryum UV 151 kaynagidir ve UV 1smlar1 ¢ok
yiikksek enerjilidir. UV 1sinlar;; UVA, UVB ve UVC olmak flizere 3 cesittir
(Armstrong, 2001). UVA isinlar1 daha diisiik enerjiye sahip olduklari, UVC 1sginlari
ise ¢cok yiiksek enerjiye sahip olduklarindan atmosferden gecemedikleri i¢in kanser
olusumunda etkili degillerdir. UVB 1smlarinin ise direk DNA hasarinda etkisi vardir
(Koh, 2003).

3. Hava kirliligi: Hava kirliligi icerdigi karsinojen maddeler dolayisiyla kanser

olusumunda etkilidir (Raaschou-Nielsen ve ark., 2013).

4. Sigara: Sigara 6zellikle akciger kanseri olusumunu 10-20 kat artirir (Colditz ve

ark., 2003). Ilk olarak 1912 yilinda akciger kanseri ile sigara iliskilendirilmistir
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(Adler 1912). Sigara akciger kanserinin yaninda larenks, agiz boslugu, mesane, yutak

gibi kanserlere de sebep olur (Sasco ve ark., 2004).

5. Alkol: Birgok hastaliga yol agmasinin yaninda agiz, 6zofagus, meme ve pankreas

kanserine yakalanma riskinide artirir (Allen ve ark., 2009).

6. Beslenme ve diyet: Beslenme insanin saghigi ile dogrudan ilgilidir. Bu yiizden
sagliksiz bir beslenme aligkanligi 6zellikle sindirim sistemi kanserlerinde oldukga

onemli bir risk faktoriidiir (Rapp ve ark., 2005).

7. Kimyasal maddeler: Bazi meslek gruplar1 calistiklar1 ortamda katran ve
komiiriin yanma iirlinlerine asir1 maruz kaldiklarinda potansiyel bir kanser hastasi
aday1 olurlar (Zeegers ve ark., 2001). Ayrica plastik sanayinde ¢alisanlarda karaciger
kanseri goriilme siklig1 oldukga fazladir (Spirtas ve ark., 1994).

8. Mikroorganizmalar: HBV ile hepatoseliiler karsinom, EBV ile burkit lenfoma
oldukea ilgilidir (Beasley ve ark., 1981; Chene ve ark. 2009).

9. Genetik: Kanser olusumunda genetik etki olduk¢a az olmasma karsin bazi

kanser tiirlerinde ailesel gegisler mevcuttur.

4.1.3. Kanserin belirtileri ve bulgular

Kanser viicutta herhangi bir orgam1 veya dokuyu etkileyebilir bu ylizden
belirtileri de farklilik gosterebilir. Baz1 durumlarda ise hicbir belirti olmaksizin rutin
kontroller sirasinda ag¢iga ¢ikar. Kanserin tedavisi i¢in erken tani oldukc¢a 6nemlidir.

Genel olarak ise kanser tiirlerinde gézlemlenen belirtiler su sekildedir;

-Aciklanamayan kilo kaybi: 6 aylik siirede viicut agirhiginin %10’undan
daha fazla kilo kaybi1 kanser ile iliskilendirilebilir. Mide, pankreas ve 6zofagus
kanserlerinde kilo kaybi1 oldukga sik goriiliir (Marton ve ark., 1981).

-Ates: Neden oldugu bilinmeyen ates kanser ile iligkilendirilebilir. Lenfoma

ve losemide ates oldukea sik gozlenir (Bleeker ve ark., 2007).

-Halsizlik: Halsizlik kanser belirtilerinden en yaygin goriilenidir. Hastalarda

ilk donemde, tedavi asamasinda ve tedavi sonrasinda halsizlik goriilebilir (Bower ve
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ark., 2000). Halsizligin en 6nemli sebebi ise kansere bagli gelisen anemidir (Morrow

ve ark., 2002).

-Agr1: Agn bir ¢cok kanser tiiriinde ilerlemis donemde goriiliirken kemik ve

testis kanserinde ilk asamada gozlenebilir (Goudas ve ark. 2005).

-Sislik : viicutta herhangi bir bolgede ¢ikan sislikler kanser icin belirti
olabilir. Ozellikle agrili, sert biiyiime gdsteren sislikler ve kitleler dikkate alinmalidir

(Morrow 2000).

-Kanama: Kanama neredeyse tiim kanser tiirlerinde goriliir. Serviks

kanserinde ise vaginal kanama ilk belirtilerdendir (Hyde ve ark. 1974).

Diskilama ve idrar yapma aligkanliginda degisiklik (Speights ve ark., 1991),
yutma giigligli ve ses kisikligi (Schwartz, 2009), sigil ve benlerde degisiklik ise
diger bilinen kanser belirtileridir (Abbasi, 2004).

4.1.4. Diinyada ve Tiirkiye’de kanser

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gdre Diinya genelinde 6liim sebepleri
goriilme sikligina gore sirasiyla; kanser, kalp hastaliklar1 ve inme olarak belirtilmistir

(Sekil 10).

8.80 milyon 8.76 milyon
6.24 milyon
3.19 milyon 3.17 milyon
1.59 milyon
Kanser iskemik Kalp inme Alt solunum KOAH Diyabet
Hastalig yolu

enfeksiyonu

Sekil 10. Diinya'da goriilen 6liim sebepleri (WHO, 2015)
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Diinya geneline bakildiginda kanser insidansi gelismis ve gelismekte olan
iilkelerde farklilik gostermektedir. Gelismis iilkelerde; erkeklerde en ¢ok akciger ve
prostat kadinlarda ise meme ve kolerektal kanserler gézlenmektedir. Gelismekte olan
iilkelerde ise erkeklerde akciger, mide ve karaciger, kadinlarda meme ve servikal
kanser daha sik goriilmektedir. Kanser, son yillarda, tiim diinyada oldugu gibi
Tirkiye’de de en onemli toplumsal saglik problemlerinden biridir. Diinyada 6lim
nedenleri arasinda birinci siray1 kanser almaktadir. Bunula birlikte 2030 y1lina kadar

kansere yakalanma oraninin hizla artacagi dngoriilmektedir.

Tiirkiye’de kadmlarda ve erkeklerde en sik goriilen 10 kanser tiirti Sekil 11°de
verilmistir (hsgm.saglik.gov.tr, erisim tarihi: 05.09.2018).

ERKEK KADIN
Trakea Brons,Akciger 53.3 NN N 116 Meme
Prostat 313 _ ‘_ 242 Tiroid
Kolorektal 218 —— — ) Kolorektal
Mesane 197 — M 10.1 Uterus Korpusu
Mide 142 _ .- 82 Trakea Brong Akciger
Non-Hodgkin lenfoma 72 - - 6.4 Mide
Larinks 6.4 - Il 59 Over
Bobrek 6.3 - .- 51 Non-Hodgkin lenfoma
Tiroid 63 - . 42 Uterus Serviksi
Pankreas 59 - I 39 Beyin, sinir sistemi

Sekil 11. Tiirkiye'de kadin ve erkeklerde en sik gériilen 10 kanser tiirii, 2015 Istatistikleri
(hsgm.saglik.gov.tr, erisim tarihi: 05.09.2018)

Sik rastlanmakta ve goriilme siklif1 zaman i¢inde hizla artmakta olan bu
hastaligin tam ve etkin kontrolii ancak dinamik, ¢ok yonlii, bilimsel, multidisipliner
ve maliyet etkin bir program ile miimkiin olabilecektir. Kansere karsi gerekli
onlemler almmadig1 ve sistematik bir kontrol programi uygulanmadig: taktirde
2030’lu yillarda direkt tedavi maliyetlerinin Saglhk Bakanligi biit¢esi tarafindan
karsilanamaz bir biiyiikliige ulasacagi beklenmektedir (ulusal kanser kontrol plani
2004-2008). Tirkiye’de en sik goriilen ilk on kanser tiirii siralandiginda kadinlarda
ve erkeklerde farklilik ortaya ¢ikmaktadir (Tablo 6).
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Tablo 6. Tiirkiye'de kadinlarda ve erkeklerde en sik goriilen10 kanser tiirii

KADIN ERKEK
1 | Meme Trake, bros, akciger
2 | Troid Prostat
3 | Kolorektal Mesane
4 | Uteruskorpusu Kolorektal
5 | Trake, bros, akciger | Mide
6 | Mide Larinks
7 | Over Nhli
8 | NHL Pankreas
9 | Beyin Beyin
10 | Uterusserviksi Bobrek

4.2. Hiimik Maddeler

Hiimik maddeler; dogadaki ¢iirlimiis bitki ve hayvan atiklar1 ile kalintilarindan
meydana gelen organik maddelerdir. Hiimik maddelerce zengin turba ve c¢amur
batakliklar1 jeolojik tortulari olusturur. Bu doniisiime diagenesis veya metamorfizma
ad1 verilir. Jeolojik hiimik maddeler, linyit veya leonarditteki c¢esitli komiir
tiplerinden olan hiimik maddelerdir. Bu hiimik maddeler ¢ogunlukla hiimik asitten

meydana gelirler ve ¢cok fazla hiimin igerirler. (Erdurur, 2009)

Hiimik maddeler dogal olarak olusan, renkleri saridan siyaha kadar degisen
yiikksek molekiiler agirliga sahip ve bozulmaya dayanikli heterojen maddelerdir.
Hiimik maddeler sekilsiz, kismen aromatik ve ¢ok iyi bir sekilde tanimlanan organik

bilesikler gibi kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahip olmayan maddelerdir (Sekil 12).
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HUMIK MADDELER

¥ € ¥

FULVIE ASIT HUMIK ASIT HUTMIN

. Sar
Atk Sar | prahverengi

Renk kovulasir -r
FPalimenzasyon derecesi antan——23
2000 —————————  MNoleklUler agirhk artar ———moo——=3 30000007
Y 45— Karbon igerigi fazlalasimn ——— 9, 62
Yo 48 ——————————— Oksijen icerigi azalir ———————— o, 30

Sekil 12. Hiimik maddelerin 6zellikleri (http://acikerisim.nku.edu.tr, erisim tarihi:
04.05.2018)

Asit ve bazlardaki ¢oziiniirliiklerine gore hiimik asit, fulvik asit ve hiimin olarak
ti¢ gruba ayrilirlar (Sparks, 2003). Hiimik asit ve fulvik asit, ¢oziiniilebilir humus
pargalarin1 simgeler (Sekil 13). Tiim pH degerlerinde ¢6ziinme yetenegine sahip olan
filvik asit, sadece alkali pH degerlerinde c¢oziinebilen hiimik asit ve iki pH

bolgesinde de ¢oziinme 6zelligi gdstermeyen hiimindir.

Hiimik asit, hiimik maddelerin sadece bazik pH’ya sahip ortamlarda
¢cOziinebildigi, asidik pH degerlerinde ¢oOzlinemedigi fraksiyonudur (Stevenson,
1982). Sekil 14°de goriildiigii gibi hiimin ise ¢éziinmez artig1 ifade eder (Thorn ve
ark., 1996).

pH Skalas!
1 7 14
Hiimil Asit
Fiilvik Asit
Hiimin

Sekil 13. Hiimik maddelerin farkl ortamlarda ¢éziinmeleri
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Sekil 14. Hiimik asidin ¢6ziiniirligiiniin pH ile iliskisi

4.2.1. Hiimik maddelerin olusumu ve kaynaklari

Fischer ve Schrader’in teorilerine lignin teorisi ismi verilir ve bu teoriye gore
hiimik maddelerin ve sonrasinda nihai iiriin olan kdomiiriin meydana gelisi Sekil

15°de gosterilmistir.

LIGNIN

4‘ MIEROORGANIZMATLARTY
Y

HUCTT

v A

LIGNIN YAPICI TORTU

UNITELER

* Demetilasyen

* Oksidasyon

* Azot bilesikleri ile
kondensasyon

MIKROORGANIZMAL AR L

TARAFINDAN HUMIK ASITLER
KULL ANIMI
.
FULVIK ASITI.ER
Sekil 15. Lignin  teorisine  gore  hiimik = maddelerin  olusumu

(http://humikasit100.blogspot.com, erirsim: 05.04.2018)
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4.2.2. Hiimik asit karakterizasyonu

Hiimik maddelerin karakterizasyonunda bakilan Ozellikler Tablo 7’de ayrintili

olarak ele almmistir (Stevenson, 1992).

Tablo 7. Hiimik asit karakterizasyonunda dikkat edilen 6zellikler

Elementel Bilesim

- Hiimik asit karakterizasyonunda
genellikle  maddenin  karbon  (C),
hidrojen(H), oksijen(O),kiikiirt(S) ve

bazen de fosfor(P) icerigine bakilir.
- Hiimik esasli maddelerde C igerigi
%50°den fazla, O igerigi ise %30-40

araligindadur.

Fonksiyonel gruplar ve yapisal bilesenler

-Hiimik maddelerde genellikle karboksil,
fenolik hidroksil, alkolik hidroksil ve

karbonil gruplar1 bulunur.

Molekiil agirhigi

-hiimik maddelerin bir karisim olma
Ozelliginden dolayr molekiil agirligir net
olarak bilinemez bu yiizden molekiil
agirhig1 ortalamasi hesaplanir.

-yaygin olarak sayisal ortalama(Mn) ve
agirlik ortalamasi(Mw) kullanilir.
-Mw/Mn maddenin

orani  arttikca

molekiil agirligi dagilimi genigler.

Spesifik yiizey alani

-Hiimik asit i¢cin spesifik ylizey alam

200m?/g olarak belirlenmistir.
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Hiimik asidin molekiiler yapisi tam olarak bilinmemekle birlikte bununla ilgili ¢esitli

teoriler vardir.

4.2.2.1. Hiimik asit modeli (Andosol)
Andosol hiimik asidin iki boyutlu yapisini ortaya koyarken yapmin agilikli
olarak aromatik halkalardan ve karboksil gruplarindan olustugunu ileri stirmiistiir

(Sekil 16).

Sekil 16. Hiimik asit Andosol Modeli (acikerisim.selcuk.edu.tr, erisim tarihi:
05.04.2018)

4.2.2.2. HA molekiil yapis1 modeli (Stevenson)

Stevenson’ nin ortaya koydugu modeldede ¢ok sayida aromatik halka ve
karboksil grubu yer almaktadir fark olarak —COOH ve —OH gruplarinin sayilari
birbirine olduk¢a yakindir. Ayrica bu yapida peptid ve seker gruplarina da yer
verilmistir (Sekil 17).

HC=0
I
COOH (H'C'OH:IA {sugar) H

4 5 | -
= = \ R=CH H HC=0
1| ] I /A C')
S =0 N 0O O
HO \

i
= Y CH - c\H,
OH OH o Mo p—CH =
5,__:/ \__94:" .Nﬁ

COOH COOH

OH
COOH

—

0/£\, \

COOH

o NH
R ~'CH o
cl= O (peplide)
N
¥

Sekil 17. HA Stevenson Modeli (acikerisim.selcuk.edu.tr, erisim tarihi: 05.04.2018)
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4.2.2.3. HA Kleinhempel moledi
Kleinhempel modelinde Andosol ve Stevenson modelinde oldugu gibi -COOH
ve —OH gruplarma yer verilir. Farkli olarak ise silika ve aliimina gruplarmin varligi

ceker. Ayrica N ve aldehitlerin bagli oldugu kisimlar bulunur (Sekil 18).

HD o HD OH o
)

0 HO ﬁ e O L au
. . = 'I'LH;:IU -3
(CHy) gy i oM Og- Wy

b- OH oM HO DH " rltr%—?
,e S

DDHHGD 1'

G : ﬂﬁ—wﬂz
o &&
oH D II:th;. —% [EH;CIiI.;. -3
Hw e

(CH3d gz — = @ OH OH
Mo s
OH

0 @ == [CHglg= g

H
OH 0=-0H
o ACH3lg-2
OCH; HO™ ¢
3

ul

WO E=N
cHan

{CH4),
o ,\@/— 1lo-5

Sekil 18. HA Kleinhempel Modeli (acikerisim.selcuk.edu.tr, erigim tarihi:
05.04.2018)

4.2.2. Hiimik asit saflastirma yontemleri

Bitki kalintilarinin uzun yillar boyunca kimyasal ve biyolojik olarak
parcalanmasi sonucu hiimik asit meydana gelir ve komiirlerin 6nemli bir kismin1
olusturur. Dogal kaynaklar icerisinde hiimik madde orami oldukca yiiksek olan
maddeler mevcuttur. Tablo 8’de dogal kaynaklarin igerdigi hiimik asit ve fulvik asit

oranlar1 verilmistir (Kural 1978).
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Tablo 8. Dogal kaynaklarin igerdigi hiimik ve fulvik asit oranlar1

Dogal Kaynak Hiimik ve Fulvik
Asit Oranlar1 %

Leonardit 40-85

Siyah turba 10-40

Sapropel turba 10-20

Linyit 10-30

Hayvan giibresi 5-15

Toprak 1-5

Aritma ¢amuru 1-5

Tas komiiri 0-1

HA’nin kimyasal yapis1 net olarak belirlenememistir bu sebeple miktarini tam
olarak belirleyecek analitik bir yontem bulunmamaktadir. HA tayini i¢in kullanilan
baz1 metodlar asagida incelenmistir (TUBITAK MAM 2010).

a. Kaliforniya Yontemi (CDFA, 1983): Kaliforniya Gida ve Tarim Bakanligi
tarafindan kabul edilen bu yontemde kati numunelerden hiimik asit elde
etmek i¢in 0.5N NaOH kullanilir. Daha sonra iiriiniin pH derecesi konsantre
HCI kullanilarak 2’ye ayarlanir ve ¢oken hiimik asit yikanir, kurutulur ve
konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla tartilir. Tez ¢alismamizda CDFA
metodu kullanilmastir.

b. Kalorimetrik Yontem :0-500 mg konsantrasyonlarinda standart soliisyonlar
hazirlanmasi1 igin ticari reagent kalitesinde Aldrich HA sodyum tuzu
kullanilir. Her bir hiimik asit standart soliisyonunun 450 ya da 650
nm’deabsorbasyon ol¢iimlerinden bir kalibrasyon egrisi olusturulur. Hiimik
asit 0.2M NaOH alkali ekstarktlarindan alinan seyreltilmis test numunelerinin
absorbans1 Ol¢iilir ve bu Olclimler standart egrideki hiimik asitlerin
hesaplanmasinda kullanilir.

c. Uluslararas1 Hiimik Maddeler Toplulugu Yontemi:Bu yontem, DAX-8

kolonu araciligiyla hiimik maddelerin sivi numunesinin kullanilmasina
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dayanmakta olup, hiimik ve fiilvik asit kolonda absorbe edilir. Hiimik ve
fiilvik asit elde etmek i¢in kolon 0.1N HCI ile yikanir ve daha sonra tekrar
0.1N NaOH ile ayristirilir. HA’nin fiilvik asitten ayristirilmasi igin numune
pH 1 derecesine kadar asitlendirilir. Daha sonra toplam organik karbon orani
Olctilerek % hiimik ve flilvik asit oran1 hesaplanir.

d. Cin Yontemi: Hiimik maddenin toplam karbon igeriginin ve daha sonra 0.64
katsayis1 baz alinarak toplam hiimik igeriginin belirlenmesinde kullanilacak
islenmemis dikromat miktarinin 6lgiilmesi i¢in siv1 iirlinlerin harici 1sitma ve
geri titrasyon yontemleri kullanilarak sulu oksidasyonu islemidir.

e. 1SO 5073: Bu yontem komiir ve linyitten HA iiretilmesi igin pirofosfat ve
NaOH kullanilan alkali hidrolize dayalidir. Yontemde, hiimik maddenin
toplam karbon igeriginin ve 0.59 (komiirdeki ortalama karbon miktar1)
katsayis1 baz alinarak toplam hiimik iceriginin belirlenmesinde sulu

oksidasyon islemi uygulanir.

4.2.3. HA ve tiirevlerinin kullanim alanlar

Hiimik asit ve tiirevleri tarim alaninda yogun bir sekilde kullanilirlar. Bunun diginda

kullanilan sanayi alanlar1 asagida belirtilmistir (TUBITAK MAM 2010).

Atik su aritimi: Su aritiminda zehirli metal iyonlarin ve ¢oziilebilir organik

maddelerin uzaklastirilmasinda hiimik asit ve tiirevleri kullanilir.

Cimento ve beton: betonlara sivilastirici, ¢imento ve betonda yogunluk kontrol

maddesi olarak kullanilir.

Sondajlama: Yag ve su esasli sondaj sivilarinda kayip 6nleme katki maddesi olarak

kullanlir.
Kagit: Bazi koyu renkli 6zel kagitlarda 6zel dolgu maddesi olarak kullanilir.
Pil: Kursun akiimiilatorlerinde yiizey aktif malzemesi olarak kullanilir.

Asfalt: Asfalt esasl iiriinlerin modifiye edilmesinde kullanilir.
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4.3. Serviks Kanseri

Diinyada kadinlarda goriilen en yaygin dordiincli kanser tiirii serviks kanseridir.
(Ager ve ark., 2018). Her yil yaklasik 500.000 birey serviks kanserine yakalanmakta
ve bunlarm 250.000’1 hayatim1 kaybetmektedir. Serviks kanserine bagh
Oliimlerin %80’ inin az gelismis iilkelerde oldugu; gelismekte olan {ilkelerde de

kanserden o6liimlerin ana sebebinin serviks kanseri oldugu bilinmektedir.

Human Papillom Viriisii (HPV) tekrar eden yiiksek riskli enfeksiyonlarda serviks
kanserinin ortaya c¢ikmasma sebep olur. Serviks kanseri olgularinin neredeyse
tiimiinde HPV enfeksiyonu oldugu gozlenmistir. Ayrica genetik faktorler ve kisinin
yasam sartlar1 da serviks kanserine yakalanma riskini etkilemektedir. Buna ragmen

serviks kanserinin etiyolojisi kesin olarak bilinmemektedir (Liao ve ark., 2017).
4.3.1. Serviks ve anatomik yerlesimi

Uterus, mesane ve rektum arasinda yer alan, déllenmis yumurtanin doguma kadar
gelisimini saglayan bir organdir. Uterus‘un uzunlugu yaklasik 7.5 cm genisliginde 5
cm eninde olup kalmlig1 2.5 cm kadardir. Serviks 6nde mesaneden gozeneklli yaglh
bir dokuyla ayrilir, yanda ise serviksin damar ve lenfatiklerinin bulundugu
ligamentum kardinale ve parametriumlar bulunur. Saat 4 ve 8 hizasinda, sakrouterin

baglar sakruma dogru uzanir (Sekil 19).

Endoserviks mukus salgilayan kriptolardan zengin stroma tizerinde yer alan tek
katli silindirik epitelyum ile, ektoserviks ise yogun fibrozstroma iizerinde yer alan

cok katl yass1 epitelyum ile ortiiliidiir.

Orijinal yass: silindirik epitel sinir1 ile metapalzisi tamamlandiktan sonra ortaya
cikan yeni yassi-silindirik epitel sinir1 arasinda kalan bolgede transformasyonzonu
olarak adlandirilan bir gegis bdlgesi vardir ki bu bolge aktif metaplazi alanidir ve

genisligi yaklasik 1-10 mm‘dir. (Bushell ve Milles, 2004).
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Sekil 19. Serviks ve anatomik yapis1 (Www.anatomi.gen.tr, erisim tarihi: 05.04.2018)

Diinya genelinde kadmlar {izerinde yapilan son arastirmalarda serviks kanseri
2. swraya konulmustur. Yeni serviks kanseri vakalari stirekli artis gostermesine
ragmen insanlar ilizerinde goriilen kanser tiirleri arasinda en Onlenebilir olanidir.
Serviks kanserinin baslangict on yillardwr HPV enfeksiyonunun varligma
dayandirilir. HPV’nin 120 farkli tiirii insan cildine ve mukozasma bulasabilir.
Bunlardan sadece 13-15’i serviks kanserinde ve yiiksek riskli olarak adlandirilan
kanser tiirlerinde bulunur. Bunlardan HPV-16 en 6nemli olanidir ve genomik haritas1
en ayrintili belirlenmis olan HPV tipidir. Sekil 20°de HPV-16 ‘nin genomik haritasi

belirtilmistir.

HPV-16 diinya genelinde serviks kanseri vakalarinin yaklasik olarak %50’ si
ile baglantilidir. Ozellikle 20°1i yaslarm basinda olan kadmlarda HPV ye bagl olarak
gelisen serviks kanseri olduk¢a yaygindir (Petry, 2014).

L1

ES

Sekil 20. HPV-16'nin genomik haritasi (www.wikiwand.com, erisim tarihi:
05.04.2018)
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Rahim agzinda tek bir bolgede, genellikle transformasyon alani denilen
bolgede baslayan CIN (cervical intra epithelial neoplasia) kanser olmayip kanser
onciisii bir lezyondur. Rahim agzmin iist dokusunu tutmadaki derinligine gore

gruplandirilmaktadir (Sekil 21).

Epitelyal yiizeyin %25°1 tutulmus ise CIN 1 (hafif displazi), %50’si tutulmus
ise CIN 2 (orta derece displazi) ve %75 veya iizeri tutulmus ise CIN 3 (agir displazi)
olarak siniflandirilir. Hafif derecede olan displazinin (CIN 1), agir displaziye (CIN 3)
gecmesi i¢in uzun yillar gerekmektedir. CIN 3 zamanla serviks kanserine

dontigmektedir (Origoni ve ark., 2014).

SAGLIKLI SERViKS SERVIKS KANSERI
Normal €ss=p C|N1 b C|N2 Gud (|3 G

serviksin T Tekrarlayan enfeksiyon INVAZYON

alttan goriiniimii . . (ortalama 5-20 yil)

Sekil 21. Serviks kanserinin olusum siireci (http://e-wiki.org, erisim tarihi: 05.05.2018)
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4.3.2. Serviks kanserinin belirtileri

Serviks kanserinin bilinen ¢ok sayida belirtisi vardir. Bu belirtiler kisinin yasina
beslenme aligkanliklarma ve saglikli yasam becerilerine gore degiskenlik gosterir.

Serviks kanserinde goriilen olasi belirtiler asagida belirtilmistir.

v Asiri pelvik agrisi,
v" Cinsel iligki stiresince agri,

v Regl donemleri arasi birden fazla kanama olmast,

v" Menopoz sonrast kanama

(http://mwww.cuhk.edu.hk/sphpc/hpvselfsampling/en/cc-n-hpv.html).

4.3.3. Serviks kanseri icin risk faktorleri

Serviks kanseri olusumuna sebep olan risk faktorleri asagida belirtilmistir.

(Winkelstein ve ark., 1977);

v Erken yasta cinsel iliski,

Birden fazla seks partneri,
Cinsel yolla bulasan hastaliklar,
Sigara kullanima,

Zayiflamis immiin sistem,

Uzun siire dogum kontrol hap1 kullanmak (5 ve iizeri yil),

AN NN N N N

3 veya daha fazla cocuk dogurmus olmak ve ilk hamileligini erken yaslarda

gecirmek.
4.3.4. Serviks kanseri tan1 yontemleri
Serviks kanserinin erken tanisinda kullanilan iki yontem vardir. Bunlar ;

a. Smear testi: Serviks ve vajen epitelinden dokiilen normal hiicreler ve

hastalik nedeni ile degismis hiicrelerin incelenmesine dayanan bir testtir

(Durusoy, 2014).
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PAP smear testi ile preinvaziv ve kanser6z donemdeki hiicreler endoservikal
kanalda saptanmakta ve bu asamadaki kanser tedavisi ile hiicreler kansere

doniigmeden kanser gelisimi 6nlenebilmektedir (Demirg6z, 2014).

b. HPV testi: Mevcut tiim servikal tarama testleri igerisinde, HPV testi en
objektif ve tekrarlanabilir olanidir. HPV DNA testinin serviks kanseri ile
iligkisi artik kanitlanmis olup, serviks kanserli hastalarin %99,9’unda
HPV DNA varlig1 gosterilmistir (Baran, 2013). Son yillarda gelistirilen
HPV DNA testinin sitolojik veya diger bilinen tarama yontemlerine gore
daha duyarh oldugu belirtilmistir (Orenli, 2015)

4.3.5. Diinya’da ve Tiirkiye’de serviks kanseri

Serviks kanseri, diinyada, kadinlarda meme ve kolorektal kanserlerin ardindan
dordiincii en sik goriilen kanser olup 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Yasa gore
diizeltilmis insidans orami 14/100 000 olarak tespit edilen kanserin mortalitesi
6,8/100 000 olarak bildirilmistir. 2012 yili igerisinde, 528 000 yeni vakanin tani
aldigi, 266.000 hastanin kaybedildigi ve bu oranin tiim kadin kanserlerine bagl
Olimler igerisinde 7,5/100 000 oldugu tespit edilmistir. Bu Oliimlerin
yaklasik %87’si, serviks kanserinin 15,7/100 000’lik insidans orani ile ikinci sirada
goriildiigii az gelismis iilkelerde meydana gelmistir. Bu iilkeler arasinda en yiiksek
oranlara sahip olanlar 100 000 kisi basma 42,7 ile Dogu Afrika; 33,3 ile Malezya;
31,5 ile Giiney Afrika ve 30,6 ile Orta Afrika’dur.

Serviks kanseri, Dogu ve Orta Afrika’da kadinlarda en sik goriilen kanser olarak
raporlanmistir (Erisim adresi: http://globocan.iarc.fr, Erisim tarihi:21.07.2018) (Sekil
22).
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206 - 30.2
136 - 208
78 - 138
=78

- No data I:l Not applicable
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Sekil 22. 2012 yilinda diinya ¢apinda tahmini servikal kanser insidans1 (WHO 2012)

Diinyada kadinlarda serviks kanseri meme kanseri ve kolorektal kanserden
sonra dordiincii sirada gorilir (Ferly J, 2008). Uzun yillardir gelistirilen smear
tarama testi ile Ozellikte gelismis ve gelismekte olan {ilkelerde serviks kanseri
morbidite ve mortalitesinde yaklasik %70 azalma goriilmektedir. (Kitchener ve ark.,
2008) gelismis lilkelerde tarama testleri ¢ok yaygin oldugundan serviks kanserinden
meydana gelen kayiplarin yaklasik%90’n1 az gelismis ve gelismekte olan {ilkelerde
goriilmektedir. Diinyada Afrika {ilkeleri ve Hindistan ile Orta ve Giiney Amerika
iilkeleri hastaligin sik goriildiigii bolgeler olarak bilinmektedir. Bu iilkelerin

bazilarinda yillik serviks kanseri insidans hizi yiiz binde 90 hatta daha tizerindedir.

Tirkiye’de Saglik Bakanligi Kanser dairesi 2008 verilerine gore kadinlarda
tim kanserlerin yasa standardize edilmis hiz1 (YSH; Age Standardized Rate, ASR)
100 000°de 172, serviks kanserinin ise 4,2 dir. Yani bir yilda goriilen toplam kanserli
kadin sayis1 yaklasik 63 148 iken, bunlarin i¢inde serviks kanseri olgu sayis1 yaklagik
1691 olup, toplam olgu sayisinin %2,7’sini olusturmaktadir. Mortalite verileri
incelendiginde ise Tiirkiye’de bir yilda kanserden 6len toplam 24 512 kadin i¢inde

servikal kanserden 6len 556 kadinin oraninin %2,3 oldugu goriilmektedir.

Ulkemizde goriilen servikal kanser vakalarinin ortalama yasi 48,7°dir ve ne
yazik ki olgularin yarisi kiir sansinin yitirildigi ileri evrede teshis almaktadir. (Kanser
Istatistikleri, 2013). Serviks kanserinin iilkeler arasindaki dengesiz dagilimi iizerinde

etkili olan faktorlerin basinda sosyoekonomik durum gelmektedir. Ulusal veya

34



uluslararasi egitim, maddi yasam kosullari, cinsiyet, saglik hizmeti ve bu hizmete
ulagsmada yasanan sosyal esitsizlikler kanser oranlarinda farkliliga yol agmaktadir

(Wilkinson ve Marmot, 2013).

Serviks kanseri vakalarinin neredeyse tamaminda bulunan HPV
enfeksiyonuna karsin gelistirilen HPV agisimnin 2006 yilinda kullanima girmesinin
ardindan, serviks kanseri i¢in var olan global esitsizligin son bulmasi ve insidans ve
mortalitenin azalmasi yoniinde umutlar artmustir. Yiksek riskli HPV tiplerine kars1
immiinite gelismesini saglayarak, serviks kanserinden korunmada giivenli ve etkin
oldugu ispatlanan HPV asis1 ABD, Kanada, Avustralya, Ingiltere, Meksika ve Hong
Kong gibi iilkeler basta olmak {iizere bir¢ok iilkede rutin as1 programina dahil
edilmistir. (Paavonen ve ark. 2009) 2007 yilinda Hastaliklar1 Konrol ve Onleme
Merkezi (CDC) kurul karar1 ile 9-26 yas arasi kiz ¢ocuklari ti¢ dozdan olusan (0, 2 ve
6. Ay) as1 programma alinmiglardir. (Thomas ve ark., 2013) Ne var ki, serviks
kanserinin kadin kanserlerinin ilk sirasinda yer aldigi Dogu ve Orta Afrika basta
olmak tizere Afrika bdlgesinde, yliksek maliyetler sebebiyle HPV asis1 rutin
uygulamada degildir. Bu iilkelerin ¢ogu, asinin tek bir dozu i¢in bile 6denek ayracak

bir biitgeye sahip degildirler. (Campos ve ark. 2012) (Sekil 23).

=175
98 - 178
58 - 9.8
24 - 58
<24

(B No data [ Not applicable

Data source: GLOBOCAN 2012 XY World Health
Map production: IARC %Y Organization

World Healih Organization
©WHQ 2015. Al rights reserved

Sekil 23. 2012'de Diinya tahmini servikal kanser 6liimleri
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Tiirkiye’de, iilke genelinde serviks kanseri tarama programi Tiirkiye Halk
Saghigt Kurumu Aile Saghigi Merkezleri (ASM) ve Toplum Saghigi Merkezleri
(TSM) biinyesindeki Kanser Erken Teshis, Tarama ve Egitim Merkezleri (KETEM)
tarafindan yiiriitiilmektedir. 30-65 yas arast kadinlara PAP smear taramasi
yapilmakta, sonuclar takip edilmekte ve patoloji tespit edilenler ileri merkezlerdeki
kadin hastaliklar1 ve dogum hekimlerine yonlendirilmektedirler. Sorunsuz sonuglar
varliginda ise 5 yillik aralarla tarama devam etmektedir. Tiirkiye’de son 1 yil
icerisinde smear testi yaptiran kadmlarin oran1 %10,9 iken hicbir zaman smear testi
yaptirmayan kadmlarm orani %69,3 ile oldukca fazladir (Tablo 9) (TUIK Tiirkiye
Saglik Arastirmasi 2016).

Tablo 9. 15 yas ve tizeri kadinlarin smear yaptirma durumunun dagilimi (%-2016)

Smear yaptirma zamani %
Son bir yil igerisinde 10,9
1 yildan ¢ok, 2 yildan az 7,9
2 yildan ¢ok, 3 yildan az 3,6
3 yildan ¢ok, 5 yildan az 3,2
5 yildan fazla 5,1
Higbir zaman 69,3

2010 y1ili i¢inde Tiirkiye Istatistik Kurumu verilerine gére KETEM tarafindan
134 039 kadin, diger saglik kuruluslar1 (il ve ilge devlet hastaneleri, iiniversite
hastaneleri, egitim ve arastirma hastaneleri) tarafindan ise 1 467 662 kadin serviks
kanseri agisindan taranmistir. KETEM tarafindan 17 merkezde yapilan 3500 serviks
kanseri taramasindaki HPV prevalanst %2,9 olarak belirtilmistir (Mollahaliloglu ve
ark., 2010) Ulkemizde HPV asis1 2007 yilinda ruhsatlandirilmis ancak rutin ag

takvimine heniiz alinmamastir.
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4.4. HPLC Cahsma Prensibi

Yiiksek performanslt sivi kromatografisi olarak adlandirilan yontem analitik
olarak en yaygin kullanilan tekniklerden birtanesidir. HPLC hem nitel hem nicel
olarak calisabilme imkani sunar. Kromatografik siirecler genel olarak durgun ve
hareketli fazlar arasinda kiitle transferini kapsayan ayirma teknikleri olarak

tanimlanir.

HPLC’de ise hareketli faz olarak sivilar kullanilir. {lk olarak ayrilmasi beklenen
madde uygun bir ¢o6ziiclide c¢oziinliir ve yliksek basing altinda kromatografi
kolonundan gegmeye zorlanirlar. Burada calisilan maddenin molekiil yapisina uygun

kolon tercih edilir. Kolondan ¢ikan maddenin alikonma siiresi hesaplanir.

HPLC yontemi diger yontemlerle karsilastirildiginda asagidaki sebeplerden

dolay1 diger yontemlere gore daha cok tercih edilmektedir.

e Kiigiik boyutlu paslanmaz kolonlarin kullanilmas1

e Yiiksek i¢c basing ve kontrollii akis hizi saglanabilmesi
e Ornek gereksinimlerinin az olmas1

e Hizl analiz imkani sunmas1

e Yiiksek ayirma giiciine sahip olmasi

Bir HPLC cihaz1 enjektor, pompa, kolon, dedektor ve kaydedici olmak tizere

5 ana kisimdan olusur. Bu kisimlar sekil 24’de verilmistir.

HPLC Kolonu

= A

Pompa 4 H
Enjektdr

Sekil 24: HPLC cihazinin kisimlar1 (inovatifkimyadergisi.com, erigim tarihi:
05.03.2019)

Atik Rezervuar

<
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Kromatografik silire¢ kullanilacak ¢6zeltinin enjeksiyonu ile baslar. Bu
asamada manuel olarak enjeksiyon yapilabilecegi gibi otomatik enjeksiyon 6zelligine
sahip cihazlarda vardir. Enjekte edilen ¢ozelti pompa yardimiyla kolona iletilir.
Kolonda dolgu malzemeleri kullanilir. Bu malzemeler genellikle silika veya
aliminadir. Bu sabit faz {lizerinde ¢ozelti icerisinde bulunan her bir komponentin

tutunma siiresi farklilik gosterir.

Kolonun sonuna gelen maddenin verileri dedektér tarafindan okunur ve
kaydedici bilgisayarda kromotogram halini alir. Calismalar sirasinda ayirma
yontemine gore hareketli faz secilir burada her bir hareketli faz i¢in gaz alma

(degassing) islemi yapilir. Gaz alma islemi yapilmadiginda pik genislemesi gozlenir.
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5. MATERYAL ve METOT

5.1. Kullanilan Cihazlar

HPLC (Agilent1100)

Manuel enjektor

Rotaryevaporator (Heidolph VV 2000)
Spektrofotometre (Shimadzu UV-1601)
Hassas teraziler (SBC 31 (Scaltec))

Mikro plaka okuyucu (EPOCH, Biotek)
Santrifiij (Hettich Universal 320)

CO2’li inkiibatdr (MCO-19AIC (UV))
Otoklav (Hirayama HV-50L)

Invert mikroskop

-80 0C ve -20 0C dondurucu buzdolaplar1
Calkalamali inkiibator (BiosanType Es-20)
Derin dondurucu (Beko D9459NM)

Su banyosu (GFL 1083)

Laminar kabin (Class 11 BiosafetyCabinet, ESCO
Vorteks (Ika MS2 Minishaker)

Etiiv (Binder)

Ependorf tiip (0.5-2 ml)

Falcon tiip (15-50ml)

96’11 wellplate

Steril petri kab1

25 cm2’lik sterilflask

0.44 um’liksteril filtre

5 ml’lik steril enjektor

Mikro pipetler (5-5000 ul)

Pastor firim (Elektro-Mag)
UV-VisibleSpektrofotometre (Shimadzu BioSpec-1601)

AN N N T N N N N N N N N Y N N N N N Y N U N N N N NN

Punch (6 mm ¢apinda)
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5.2. Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup, Sigma, Aldrich ve

Tekkim’den satm alindi.

Dulbecco’sModifiedEagle’sMedium (DMEM) (Hyclone)
PhosphateBufferedSaline (PBS) (Hyclone)
FetalBovine Serum (FBS)
Dimetilstilfoksit (DMSO)

MTT

Tripsin-EDTA

DPPH ¢ozeltisi

Sodyum azid ¢6zeltisi (NaN3)

KH2PO4 (potayum fosfat monobazik)
K2HPO4 (potasyum fosfat)

Sodyum hidroksit (NaOH)

Hidroklorik asit (HCI)

AN N N NN U N N U N NN
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5.3. HA Karakterizasyonu

Sigma-Aidrich Co.’den temin edilen HA standardi kullanilarak Oncelikle
kalibrasyon egrisi olusturulmasi amaglandi. Bunun i¢in ilk olarak, Kklasik
spektrofotometrik yontem kullanildi. Bu yontemde HA’nin ¢oziiniirligliniin
maksimum seviyede oldugu sartlar saptanmaya c¢alisildi. Coziiniirliigiine etki eden
kosullar arasindan sicaklik ve karistirma siiresi olmak {izere iki degisken {izerinde

calisildi.
5.3.1. Optimum sicakhgin belirlenmesi

HA standardinin  ¢6ziindligli optimum sicaklik degerinin  bulunmasi i¢in
spektrofotometrik yontem kullanildi ve diger parametreler sabit tutuldu. Bunun igin
30, 40, 60, 70 ve 80°C olmak tiizere 5 farkli sicaklik degeri test edildi. Yapilan
literatiir taramasi sonucu en uygun NaOH konsantrasyonunun 0,01 M oldugu
belirlendigi i¢cin HA stok c¢ozeltisi Img/mL olacak sekilde 0,01 M NaOH ile
hazirlandi. Her bir sicaklik degeri i¢in 3 tekrar yapildi ve elde edilen degerlerin

ortalamasi alindi.
5.3.2. Kanstirma siiresinin belirlenmesi

HA standardinin ¢6ziindiigii optimum karistirma siiresinin bulunmasi i¢in 5, 15, 30,
60 ve 90 dakika olmak iizere 5 farkli zaman aralig1 denendi. Her bir siire degeri igin

3 tekrar yapild1 ve elde edilen degerlerin ortalamasi alindi.
5.3.3. HA standart grafiginin olusturulmasi

Optimum sicaklik ve karistrrma siireleri belirlendikten sonra HA igin standart
grafigi iki farkli yontem kullanilarak belirlendi. Birinci yontemde, 1mg/mL olacak
sekilde hazirlanan stok ¢ozeltiden 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1.5, 2, 2,5 ve 3 mL almarak ayr1
ayrt 10 mL tamamlandi ve hazirlanan Ornekler spektrofotometrede 260 nm’de

okunarak kalibrasyon egrisi ¢izildi.

Topraktan izole edilecek olan HA’nin karakterizasyonu islemleri Yiiksek Basingh
Stvi Kromatografi (YBSK) ile takip edilecegi icin HA standart grafigi, YBSK
cihazinda da ¢alisildi. Bunun i¢in, Eczacilik Fakiiltesi Arastirma Laboratuarinda

bulunan Agilent 1100 Serisi YBSK sistemi kullanildi (Resim 1).
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Waters 600 pompa, Agilent 1100 UV dedektor ve degaze edici sistem ile Agilent
ChemStation yazilim programi kullanilarak islemler gerceklestirildi. Oncelikle HA,
belirlenen sicaklik ve karistirma siirelerinde 0,01 M NaOH ile ¢oziildi.
Calismamizin ilk islemleri i¢in, Merck marka C18 kolon (4,6 mm ¢ap ve 250 mm
uzunluk) secildi. Mobil faz olarak su-metanol kullanildi ve 50:50, 70:30, 30:70
olmak iizere 3 farkli oran denendi. Stok ¢6zeltiden standart egrisi olusturulmak igin
20, 40, 50, 80 ve 100 pl olmak tizere 5 hacim alinarak her bir hacim degeri i¢in 3
enjeksiyon yapildi. Yapilan enjeksiyonlar sirasinda ¢oziicliden gelen pikleri bertaraf
edebilmek icin ayni hacim birimlerinde 0,01 M NaOH yine 3’er kez enjekte edildi.
Elde edilen sonuglara ait kromatogramlar bulgular boliimiinde verilmistir. Bu
yontemle piklerde anlamli bir ayrisma gozlenemedigi icin yontem degisikligine

gidilerek kolonun degistirilmesine karar verildi.

Resim 1. Agilent 1100 serisi YBSK sistemi

HA’nin yiiksek molekiil agirligi géz Oniine alinarak, 7.8 mm x 300 mm
capmda ve 10 u por bilyiikliigline sahip Protein Pak-125 kolonu kullanildi ve 0,01 M
NaOH ile akis hiz1 1 ml/dak olarak ayarlandi. Bu kolon, molekiil agirligi 2000-8000
kDa araligindaki maddeleri ayirmada kullanilmaktadir. Yapmis oldugumuz bir diger
degisiklik ise pH araligimin 2-8 olmasi gerektigi i¢in mobil faz olarak su-etanol

yerine 0,1 M fosfat tamponu kullanimidir.
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Kolon ve mobil faz se¢imi yapildiktan sonra 1mg/mL olacak sekilde HA stok
¢ozeltisi hazirlandi. Standart HA egrisi olusturulmasi i¢in stok ¢ozeltiden 10, 20, 50,
80 ve 100 ul alinarak enjekte edildi. Caligmadaki standart hatayr minimuma indirmek

ve giivenilirligi yiikseltmek i¢in her hacim birimi 3’er kez c¢alisild1.
5.4. Topraktan HA izolasyonu

Tez ¢aligmasinin genel bilgiler kisminda HA izolasyon yontemleri anlatilmistir.
Bu metodlardan, Kaliforniya Tarim ve Gida Boliimii (CDFA) tarafindan gelistirilen
HA4/JC numarali CDFA metodunda HCI asit kullanildig1 ve analiz sonuglarinda
yalmizca HA degerleri tespit edildigi icin bu yontemle izolasyon yapmaya karar

verdik.
CDFA metoduyla izolasyon i¢in asagidaki islem basamaklar1 uygulanda.

v' Humik asit igerikli toprak numunesinden 0.2 g alindi ve 50 mL’lik Falkon
tiiplere aktarilarak tizerine 50 ml 1N NaOH eklendi.

v' NaOH eklenen toprak 6rnegini iceren tiipler 30 dk mekanik karistiricida
karistirild (Resim 2).

Resim 2. Orneklerin mekanik calkalayicida karistiriimasi

v' Siire sonunda 6rneklerin iizerine 5ml %1 NaOH eklendikten sonra 2000
rpm’de 25 dakika santrifiij yapildi. Ustte kalan siv1 (siipernatant) baska bir
Falkon tiipiine aktarildi. Pellet iizerine 10 ml %1 NaOH eklendi, 30 dakika
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boyunca mekanik c¢alkalayicida calkalandi ve 2000 rpm’de 25 dakika
santriftij edildi (Resim 3).

Resim 3. Orneklerin santrifiijlenmesi

v’ Santrifiij sonrasi tiiplerde bulunan siipernatant daha dceki basamakta alman
slipernatant ile birlestirildi ve pH’s1 1-2 arasina gelene kadar HClI ilave edildi.
Daha sonra 2000 rpm’de 25 dakika santriflij yapildi ve iistte kalan sivi kisim

atild1 (Resim 4).

Resim 4. Santrifiij sonrasi elde edilen 6rnekler
v’ Tiiplerde bulunan pellet tizerine 25 ml saf su (6nceden pH’s1 HCI yardimu ile
1-2 arasina indirilmis) eklendi, ¢alkaland1 ve 2000 rpm’de santrifiij yapildi.
Stipernatant atildi. 25 ml saf su ekleme, ¢alkalama, santrifiij ve slipernatantin

atilma islemleri 2 kez daha yapildi. Pellet 100-110°C’de etiivde 1 gece
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birakilarak kurutuldu (Resim 5). Desikatorde sogutularak tartimi yapildi. Bu

yontemin yapilmasi bir 6rnek icin 1 giin siirmektedir.

Resim 5. HA igeren 6rnegin etiivde kurutulmasi

Kullanilan o6rnekte saflastrma sonucu elde edilen maddenin kat1 yiizdesi

asagidaki formiil ile hesaplanmuistir.
%Jkat1 madde = (m/n) . 100

m: etiiv sonrasi tartilan 6rnek (g)

n: alman 6rnek (Q)

Elde edilen HA 0Ornegi etiivden alindiktan sonra 0,01 M NaOH ile ¢oziildii.
Img/mL olacak sekilde stok ¢ozelti hazirlandi. YBSK ile analiz yapilmasi i¢in
standart igin belirlenen kosullarda 20, 50, 80 ve 100 ul olmak iizere 4 hacim birimi

3’er kez olmak tizere enjekte edildi.

Elde edilen sonuglar kullanilarak 6rnege ait kalibrasyon egrisi ¢izildi. Sekil

25’de topraktan hiimik asit izolasyonunu gosteren akis semasi verilmistir.
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Humik madde iceren toprak érnegi
+
1M NaOH ilave

90 dakia bovunca calkalama

U

%01'lik NaOH ekleme
2000 rpm'de 25 dakika santrifiij

SUPERNATANT <:|
%1'lik NaOH ekleme
2000 rpm'de 25 dakika santrifiij

SUPERNATANT <::@

[ ] PELLET

pH'smm 1-2 arasmmda ayarlama
2000 rpm'de 25 dakika santrifiij

y

PELLET
pH's1 1-2 arasi olan saf suyla
vikama ve santrifiij (2 kez)
PELLET

v

Saat camina alma ve
etiivde bir gece bekletme

Sekil 25. HA izolasyonunu gdsteren diyagram
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5.5. Cozeltilerin Hazirlanmasi

0,1 M fosfat tamponu: Fosfat tamponu i¢in 1M K2POs ve 1 M KH2POa4 toplam
hacim 1000 mL olacak sekilde karisirildi.

1M KoHPO4: 17,418 g KoHPO4 tartild: bir miktar saf su ile ¢oziilerek hacim 100
mL’ye tamamlandu.

1M KH2PO4: 13,609 g KH2POs4 tartildi bir miktar saf su ile ¢oziilerek hacim 100
mL’ye tamamlandi.

1 M K2HPOa ¢ozeltisinden 61,5 mL, 1M K2HPOa4 ¢ozeltisinden 38,5 mL alind1 ve

toplam hacim saf su ile 1000 mL’ye tamamlanda.

% 0,05°1ik NaNs: 0,125 g NaNs tartilarak bir miktar saf su ile ¢oziildii ve hacmi 250

mL’ye tamamlandi.

HA standardi: 10 mg HA tartildi ve 1 mL 0,1 M NaOH ile ¢oziildiikten sonra fosfat

tamponu ile 10 mL’ye tamamland:.
5.6. Izole edilen HA’min Antikanserojenik Etkilerinin Belirlenmesi

Anabilim Dalimizda yaptigimiz 6n ¢alismalarda, ticari olarak satin alinmis olan
HA’nin 100 ve 200 pg/mL’lik dozlarda insan meme (MCF-7) ve serviks kanseri
(HeLa) hiicre hatlarinda olas1 antikanserojenik etkilerini incelemistik. Gergek
zamanl hiicre 6lger cihazinda (X- CELLigence RTCA DP, AceaBioscience) yapmis
oldugumuz sitotoksite analizleri sonucunda, HA’nin bu iki farkli hiicre hatt1 iizerinde
doza bagh olarak birbiriyle zit etkiler ortaya koydugunu belirlemistik. Soyle ki,
hiimik asit doza bagli olarak MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunu arttirirken HelLa
hiicrelerinde yine doza bagli olarak inhibisyona neden olmustur (Sekil 26). Bu 6n

calismadan elde ettigimiz bulgulara dayanarak bu tez ¢alismasini planladik.
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Sekil 26. MCF-7 hiicre lizerine HA'nin zaman ve doza baglh etkisinin sonucunda
gercek zamanli hiicre analiz sistemi kullanilarak elde edilen hiicre indeksi grafigi
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Sekil 27. HeLa hiicreleri lizerine HA'nin zaman ve doza bagh etkisinin sonucunda
ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemi kullanilarak elde edilen hiicre indeksi grafigi

5.7. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalan

Caligmamizda insan serviks kanseri hiicre hatti (HeLa) ile non-kanserojenik hiicre

hatt1 olan fare embriyonik fibroblast (NIH 3T3) hiicreleri kullanildi.
5.7.1. Hiicrelerin c¢oziilmesi

Dondurulmus hiicrelerin hizli bir sekilde ¢ozdiiriilmesi gerektigi igin icerisinde
dondurulmus hiicre bulunan ve -80°C’den alinan kriyotiipler, 37°C’ye 1sitilmis su
banyosunda hizli bir sekilde ¢ozdiiriildii. Ardindan kriyotiip igerigi, icerisinde 10 mL
besiyeri bulunan Falkon tiipe yavas bir sekilde aktarildi, 1500 rpm’de 4 dk santrifiij
edildi.
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Santriflij sonras1 siipernatant uzaklastirildi, pellet flask biiyiikligiine gére uygun
miktarda besiyeri ile homojenize edildikten sonra hiicreler flaska alindi, 37 °C’de %5
COy’lik etiivde inkiibasyona birakildi. Hiicreler flask yiizeyini doldurana kadar iki
giinde bir besiyeri degistirildi, flask yiizeyi doldugunda ise hiicrelerinin canliligni

devam ettirmek i¢in pasajlama iglemi yapild.
5.7.2. Hiicrelerin pasajlanmasi

Flaskta %80-90 yogunluga ulasan hiicreler pasajlanirken Oncelikle eski besiyeri
uzaklastirildi, ardindan 1-2 ml 1X’lik PBS ile yikama islemi yapildi. Hiicreleri flask
yiizeyinden kaldirmak amaciyla flaska 1-2 ml %0.05’lik Tripsin-EDTA eklendi,
hiicreler 37°C’de %5 CO2’li etiivde 1-2 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda mikroskopta hiicrelerin kalktigi tespit edildikten sonra, flaska Tripsin-
EDTA miktarinin yaklasik iki kat1 kadar taze besiyeri ilave edildi, hiicre-besiyeri
icerigi pipet ile homojenize edildikten sonra falkon tiipe aktarildi. 1500 rpm’de 4 dk
santrifiij yapildiktan sonra, siipernatant atildi, pellet 10 ml besiyeri ile homojenize
edildi. Tripan mavi boyasi ile sayim lami kullanilarak hiicreler 151k mikroskobu
altinda sayildi. Hiicre sayimi sonrasinda hiicre yogunluguna gore hiicreler flasklara

boliindii, ¢ogalmalari igin 37 °C’de % 5 CO2’lik etiivde inkiibasyona birakildi.
5.7.3. Hiicre sayisinin hesaplanmasi

1 ml kiiltiir medyumunda sulandirilan hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak
ependorf tiipe kondu ve iizerine 90 pl PBS eklenerek karistirildi. Bu karisim
Neubauer lami lizerine konularak alt ve {ist bolmelerdeki hiicreler sayildi, daha sonra
bulunan bu saymm yarisi x diliisyon faktorii (1/10) x 10* seklinde ¢arpildi. Sonug
olarak 1 ml medyumda ne kadar sayida hiicre oldugu bulundu. Bdoylece ekim
yapilacak say1 belirlenip 96 kuyucuklu kiiltiir plaginin her kuyucuguna 10* hiicre

transfer edildi.
Hiicre sayist (mL) =  Hiicre sayis1 x Diliisyon oran1 x 10.000
5.7.4. MTT metodu ile antikanserojenik aktivitenin belirlenmesi

MTT  (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-dipheniltetrazolium  bromid), hiicre
proliferasyonunu, hiicre canliligini ve sitotoksisiteyi 6lgmede kullanilan kantitatif bir

yontemdir.
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Bu yontem, mitokondriyal enzim sistemleri tarafindan kataliz edilen tetrazolium
tuzlarinin indirgenmesine dayanmaktadir. Tetrazolium tuzlar1 (MTT, XTT, WST-1),
genelde substrat olarak renksiz, canli hiicrelerin mitokondriyal aktivitesi sonucu
renkli drtinler veren maddelerdir. MTT bu amagcla kullanilan bir tetrazolium tuzudur,
ve substrat olarak sar1 renkte olmasina ragmen canli hiicrelerin mitokondrilerinde
stiksinat-dehidrogenaz (SDH) enzimine spesifik olarak baglandiginda suda
¢ozliinmeyen mavi-mor formazan tuzlar1 olusturur. Bu esnada olusan renk
kolorimetrik olarak ol¢iiliir. Olusan formazan miktar1 canli hiicre sayisini verir. MTT
sitotoksitititeyi belirlemeyi amaglayan kantitatif bir yontemdir ve yasayan hiicrelerin

tespit edilmesini saglar.

HeLa ve NIH3T3 hiicre hatlarinda Beekman ve arkadaslarinin kullandigi metot
modifiye edilerek HA’nm antiproliferatif ve sitotoksik etkileri arastirildi (Beekman
ve ark., 1997). MTT deney calismalar1 96 kuyucuklu kiiltiir plakalarinda
gergeklestirildi. Calismada MTT kiti (Vybrant) prosediiriine uygun olarak deneyler
gergeklestirildi.

HA’nin antiproliferatif etkinliginin belirlenmesinden 6nce HA’nin igerisinde
¢oziindiigik. NaOH’in ¢esitli konsantrasyonlar1 (1, 0.1 ve 0.01N) kullanilarak
¢Oziiciiniin hiicreler iizerinde herhangi bir sitotoksik etki gosterip gostermedigi
belirlendi. Hiicreler i¢in en wuygun konsantrasyon tespit edildikten sonra
antikanserojenik etkiler arastirildi. Deneyler 3 tekrarhi yapildi ve 72. saatte

sonlandirildi.

Deneyin yapilisi: MTT yonteminin uygulanmasindan 1 giin 6nce 96’lik plaka
kuyularma 1X10* hiicre ekimi yapildi. Mikroplaka, 24 saat 37°C ve %5 CO; ayarh
inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin yiizeye yapigmalar: saglandi. Boylece bu yolla
medyum igerisindeki terapotik ajanlarin hiicreyle muamelesinden 6nce hiicrelerin
metabolik aktivite kazanmasi saglanir. 24 saatlik inkiibasyondan sonra seri
dilusyonlar halinde hazirlanan 6rnekler (5-200 pg/mL) kuyucuklara eklendi. 24
saatlik inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki biitiin medyum bosaltildi, daha sonra
kuyucuklar PBS ile yikandi. Temizlenen her kuyucuga 100 pl taze medium eklendi.
1 mL PBS eklenerek ¢oziilen MTT boyas1 vortekslenerek siispanse edildi.
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Hazirlanan MTT den her kuyucuga 10 pl eklendi ve etiivde 4 saatlik inkiibasyona
birakildi. Dort saat sonunda 10 mL PBS-HCI ile hazirlanan SDS’den her kuyucuga
100 pl aktarildi ve plakalar formazon kristallerinin ¢oziilmesi igin 12-16 saat
siiresince inkiibatorde bekletildi. Inkiibasyon sonunda mikroplakalar, mikroplaka

okuyucusunda (EPOCH, Biotek) 570 nm absorbans degerinde 6lgiildii.
5.7.5. Ger¢ek zamanh hiicre olcer sistemiyle hiicre indeksinin belirlenmesi

Gergek zamanli hiicre analiz sistemi kullanilarak elde edilecek hiicre indeksi
parametresinin degerlendirilebilmesi i¢in 16 kuyucuklu e-plate Kkullanilmustir.
Oncelikle e-plate’in her bir kuyucuguna 100 pl besiyeri eklendikten sonra cihaza
konularak “background” o6lgiimleri yapildi. Daha sonra Hela hiicreleri igin 100 ul
besiyerinde 7500 hiicre, NIH-3T3 hiicreleri i¢in ise 100 ul besiyerinde 10.000 hiicre
olacak sekilde her bir kuyucuga ekim yapildi. Bu islemin ardinda plate’ler 30 dakika
boyunca steril ¢alisma kabini igerisinde inkiibe edildikten sonra XCELLigence DP
cihazindaki yerlerine yerlestirilerek 37°C ve %5 CO, ortam sartlarinda inkiibasyona
birakildi. E-Plate’lere hiicre ekimi gergeklestirildikten sonra xCELLigence DP
cihazma her 15 dakikada bir 6l¢lim almasi i¢in komut verildi. Hiicre ekiminde
yaklasik 24 saat sonra hiicrelerin ¢ogalma fazimnin 1/3’lik diliminde e-plate’lerdeki
besiyeri ¢esitli konsantrasyonlardaki hiimik asit konsantrasyonlarmi igeren besiyeri
ile degistirilerek 120 saat siiresince 15 dakika araliklarla 6lclim alinmaya devam
edildi. Konsantrasyona ve zamana bagimli hiicre indeksi degerlerine ait grafikler

bilgisayar ekranina aktarildi.
5.7.6. Apoptoz deneyleri

HA’nin HeLa hiicreleri {izerinde olusturdugu antikanserojenik etkinin
mekanizmasini belirlemek amaciyla apoptoz ¢alismalar: da yapildi. Fizyolojik hiicre
Oliimii veya programlanmis hiicre 6limii olarak da adlandirilan apoptoz, 6zellikle
kanserli hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda biiyiik bir 6neme sahiptir. Apoptozu
etkileyen hiicre i¢i uyaranlar arasinda sitokinler, hiicre i¢i kalsiyum miktarinda artis,
timor nekroz faktdr, DNA hasar1 nedeniyle bir tiimor siipressor gen olan p53’iin
aktive olmasi, viralbakteriyel enfeksiyonlar, glukokortikoidler ve onkojenlerin (cmyc

gibi) yer aldig1 bilinmektedir.
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Apoptoz siirecinde belli basli {i¢ anahtar bilesen vardir. Bunlar; Bcl-2 ailesi
proteinleri, kaspazlar ve Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1) proteinidir.
Bu bilesenlerin biyokimyasal aktivasyonu, apoptozda gozlenen mitokondriyal hasar,
cekirdek zar1 kirilmasi, DNA fragmentasyonu, kromatin yogunlasmasi ve apoptotik

cisimlerin sekillenmesi gibi morfolojik degisikliklere neden olur.

Apoptotik hiicre 6liimiinde kaspazlar olarak bilinen sistein proteaz ailesi tarafindan
yiriitiilen iki siire¢ vardir: Kaspaz-8 tarafindan baslatilan ekstrinsik yolak ve kaspaz-
9 tarafindan tetiklenen intrinsik yolaklarin aktivasyonu ile hiicre Olimii
tetiklenmektedir. Ekstrinsik ya da intrinsik apoptotik siirecler sonunda en yaygin
olciilen kaspaz aktivitesi kaspaz-3’tiir (Ozsavc1 ve ark. 2011). Biz de ¢alismamizda
apoptotik mekanizmay1 belirlemek i¢in ¢esitli biyokimyasal ve morfolojik deneyler

gergeklestirdik.
5.7.7. Kaspaz enzimlerinin aktivasyonlarmin 6l¢iimii

Yine ticari olarak satin alinan kaspaz 3, 8 ve 9 kitleri ile aktivasyon Ol¢iiliip hangi
yolak veya yolaklarin etkili oldugu spektrofotometrik olarak belirlendi. Her 3 kaspaz

proteini enzimatik olarak ol¢iildii.

Kaspaz-3 Kolorimetrik Analizi: Kaspaz-3 enzim aktivitesi ticari olarak satn alinan
kaspaz-3 deney kitinde belirtilen yontem ile Olgiildii. Kaspaz-3 aktivitesinin
belirlenmesi peptid substrat Acetyl Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilid’in (Ac-DEVD-
PNA) kaspaz-3 tarafindan parcalandiktan sonra serbest kalan p-nitroanilid (pNA)

miktarmin 405 nm’de 6l¢giilmesi esasina dayanir (Senkardes ve ark. 2016).

Kaspaz 9 Kolorimetrik Analizi: Kaspaz 9 enzim aktivitesi ticari olarak satin alinan

kaspaz-9 deney kitinde belirtilen yontem ile dlgiilecektir.

Peptid substrat Ac-LEHD-pNA kaspaz-9 tarafindan pargalandiktan sonra serbest
kalan pNA nm ortaya ¢ikarttig1 renk siddeti 405 nm de spektrofotometrik olarak

Olctilerek kaspaz-9 aktivitesi hesaplanacaktur.

Kaspaz -8 Kolorimetrik Analizi: Kaspaz-8 enzim aktivitesi ticari olarak satin alinan
kaspaz-8 deney kitinde belirtilen yontem ile 6lgiildii. Peptid substrat Ac-IETD-pNA
kaspaz-8 tarafindan parcalandiktan sonra serbest kalan pNA nin ortaya ¢ikarttigi renk

siddeti 405 nm de spektrofotometrik olarak olgiilerek kaspaz-8 aktivitesi hesaplandi.
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5.7.8. Mitokondri membran potansiyelinin belirlenmesi

Apoptoz esnasinda mitokondri membran potansiyeli kaybi, JC-1 mitokondri
membran potansiyeli belirleme kiti (MitoPT™ JC-1 Assay Kit, ImmunoChemistry)
kullanilarak belirlendi. Saglikli hiicrelerde JC-1 boyasi mitokondride agregatlar
seklinde toplanir ve bu kirmizi floresan bir renk verir. Apoptotik hiicrelerde ise
mitokondri membran potansiyeli ¢okmiis oldugundan JC-1 boyast mitokondri i¢inde

toplanamaz ve sitoplazmada monomerik formda kalarak yesil floresan bir renk verir.

Membran potansiyelinin belirlenmesi amaciyla hiicreler 5x10° hiicre/mL
olacak bigimde kiiltiir kaplara eklendi ve etkinin hemen gozlenmesini belirlemek
amaciyla 100pg/mL dozda HA ile 4 saat siiresince inkiibasyona maruz birakildi.
Inkiibasyon siiresi sonucunda hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirilarak 15 mL’lik
Falkon tiiplere aktarildi. Daha sonra 800 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonrast ust faz atildi ve hiicre pelleti tizerine 1 ml 1X JC-1 soliisyonu eklenerek
hiicreler 1iyice slispande edildi ve tekrar hiicre flasklarina aktarildi. Hiicre
stispansiyonu iceren flasklar 37°C’ de, % 5 CO; inkiibatoriinde 15 dakika inkiibe
edildikten sonra yine tiiplere aktarilarak 800 rpm’ de 5 dk santrifiijlendi. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra hiicrelere 2 ml assay buffer eklenerek yikama islemlerine
gecildi. Bu islem toplamda 2 kez tekrarlanacaktir. Daha sonra hiicreler uygun
tamponda  siispande  edilerek  siyah  renkli = plakalara  aktarildi = ve

florospektrofotometrede analiz edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Optimum sicakhk degeri

Her bir sicaklik degeri i¢in gilivenilirligi artirmak ve standart hatayr minimuma
indirmek amaciyla 3 tekrar yapildi. 30, 40, 60, 70 ve 80°C olmak {izere ¢alisilan 5
farkli sicaklik degeri i¢in elde edilen sonuglar kullanilarak grafik hazirland1 (Sekil
28). Grafikten de anlasilacagi tizere, maksimum absorbansin saglandigi 60°C
optimum sicaklik degeri olarak belirlendi. 70 ve 80 °C’de anlamli artiglar olmadig1

icin bu sicakliklar dikkate alinmadh.

sicaklik-absorbans

1,2

1 -
08 - y =0,4093In(x) - 0,7392

R?=0,9454

0,6 -
0,4
0,2 -

O T T T T 1

0 20 40 60 80 100

Sekil 28. Optimum sicaklik egrisi

6.2. Optimum karistirma siiresi

Her bir karistrma siiresi degeri i¢cin giivenilirligi artirmak ve standart hatayi
minimuma indirmek amaciyla 3 tekrar yapildi. 5, 15, 30, 60 ve 90 dakika olmak
iizere calisilan 5 farkl karistirma siiresinden elde edilen degerler kullanilarak Grafik
2 hazirland1 ve grafikten yararlanilarak optimum karistirma siiresi 60 dakika olarak

belirlendi.
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siire-absorbans
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Sekil 29. Optimum karistirma stiresi egrisi

6.3. Standart HA Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Standart HA Kkalibrasyon egrisi iki farkli metot ile c¢alisilarak elde edildi.
Optimum sicaklik ve karistirma siiresinde 8 farklit HA konsantrasyonu hazirlanip,
absorbanslar1 spektrofotometrede okunarak Grafik 3’de verilen kalibrasyon egrisi

elde edilmistir.

konsantrasyon-absorbans
1,2 - y =0,3249x+ 0,0109
R2=0,9968

1 .
0,8
06
0,4 -
0,2 -
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Sekil 30. Spektrofotometrik HA kalibrasyon egrisi

Ikinci yontem YBSK kullanilarak gerceklestirildi. Bunun igin ilk olarak
belirlenen sicaklik ve karistirma siirelerinde HA 0,01 M NaOH ile ¢ozildii ve
Img/mL olacak sekilde stok ¢ozelti hazirlandi. Bu ¢alismada 6ncelikle Merck marka
C18 kolon dolgu malzemesi iceren ve boyutlar1 4,6x250 mm olan kolon kullanildi.
Mobil faz olarak su-metanol se¢ildi ve 50:50, 70:30, 30:70 olmak tizere 3 farkli oran

denendi. Bunun sonucunda elde edilen kromatogramlar sekil 31°de verildi.
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Sekil 31. Standart HA'nin farkli mobil fazlarda verdigi piklere ait kromatogramlar
A)30:70 MeOH:Su B)70:30 MeOH:Su C) 50:50 MeOH:Su

C18 kolonu kullanarak yaptigimiz deneylere ait kromatogramlar
incelendiginde piklerin diizgiin olarak ayrilmadigi belirlendigi i¢in farkli bir YBSK
yontemi uygulanmasina karar verildi. Yapilan ilk deneyde kullanilan YBSK kolonu
uygun olmadig1 i¢in kolon degisikligine gidilmis ve protein PAK 125 kolonu
secilmistir. Ayrica bu kolona uygun fosfat tamponu mobil faz olarak kullanilmistir.
Yapilan deneyde 10, 20, 50, 80 ve 100 mL olmak iizere 5 farkli hacim birimi
caligtlmistir. Kullanilan bu hacim birimleri 3’er kez enjeksiyon edilmistir. Elde

edilen sonuglar sekil 32°de artan hacim birimlerine gére sunulmustur.

DADL A, Sig=254 4 Ref=off (AYSE\AYSE0063.D)
DADLI A, Sig=254,4 Ref=off (AYSE\AYSE0066.D)
DADL A, Sig=254,4 Ref=off (AYSE\AYSE0071.D)
DADL A, Sig=254,4 Ref=off (AYSE\AYSE0074.D)
DADL A, Sig=254,4 Ref=off (AY SE\AYSE0077.D)
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Sekil 32. Standart HA'nin degisen hacim birimleri i¢in elde edilen

kromatogramlar
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Deney sonucunda elde edilen kromatogramlar incelendi tek bir pik

gozlemlenmesi ve bu pikin literatiirde bulunan HA pikleri (Sekil 33) ile uyum

gosterdiginin  belirlenmesinden sonra  standart HA’nin kalibrasyon grafigi

calisilmaya baslandi (Brondi ve ark. 2016).
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Sekil 33. Literatiirde bulunan standart HA egrisi

Yapilan HPLC ¢alismasi sonucu HA i¢in standart egrisi olusturulmustur ve

sekil 34’de verilmistir. R? degeri 0,9914 olarak bulunmus g¢alismanin giivenirligi

ispatlanmaistir.

pik alani-konsantrasyon

120 -
y =0,0138x + 4,7789
100 ~ ,9914
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Sekil 34. HA standart egrisi
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6.4. Topraktan Izole Edilen HA Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Etiivden alinan HA 6rnegi 0,01 M NaOH ile ¢oziilmiis ve 1mg/mL olacak sekilde
stok ¢Ozelti hazirlanmistir. 10, 50, 80 ve 100 pl olmak tizere farkli hacimlerde alinan

ornekler 3’er kez enjekte edilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 35’de verilmistir.

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (AYSE\AYSE0081.D)
DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (AYSE\AYSE0080.D)
DADL1 A, Sig=254,4 Ref=off (AYSE\AYSE0082.D)
DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (AYSE\AYSE0083.D)
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Sekil 35. Toprak numunesi HA kromatogrami

Kullanilan toprak oérneginden elde edilen kromatogramlar incelendiginde, HA
standard1 ile uyumlu oldugu belirlenmistir. HA standardina oranla piklerin daha geg
gelmesi YBSK ile calisirken genellikle rastlanilan durumlardandir. Ayrica elde
ettigimizi kromatogramlarin, yapilan baska bir ¢alismada ¢esitli toprak tiirlerinden
HA izolasyonu yapilirken elde edilen ve Sekil 36 ‘da verilen kromatogramlar ile

uyumluluk gosterdigi de tespit edilmistir (Lyubomirova V. ve arkd. 2011).
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Sekil 36. Farkli toprak tiirlerinden izole edilen HA'ya ait kromatogram 6rnegi

Topraktan izole edilen HA 6rneginin YBSK ile analizi sonucu elde edilen
kromatogramin, standart HA ve literatiir ile uyumlu oldugu belirlendikten sonra

kalibrasyon egrisi ¢izildi. Elde edilen grafik sekil 37°de verilmistir.

pik alani-konsantrasyon
y =0,0298x + 1,6665

120 1 R2 = 0,9942

100 -
80 -
60 -
40 -

20

0 T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Sekil 37. Topraktan izole edilen HA'ya ait kalibrasyon grafigi
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6.5. HA’nmin Antikanserojenik Aktivitesine ait Bulgular

Caliymamizda hem standart HA hem de topraktan izole edilen HA orneginin
safligim1 belirledikten sonra HeLa hiicreleri lizerindeki antikanserojenik; NIH3T3
hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkinligini belirlemek i¢cin MTT yontemini kullandik.
Buna ek olarak, gergek zamanli hiicre 6lger cihazi kullanarak da bu etkinligin farkli

bir yontem ile de kanitlanmasi amagland.
6.5.1. Coziiciiniin etKisi

MTT ve Ger¢ek zamanli hiicre 6lger cihazi ile aktivite 6lglimiine baglamadan 6nce
her iki 6rnegin ¢oziindiigii NaOH nin hangi konsantrasyonda daha giivenli oldugu
belirlendi. Her iki yontemin sonucunda 1N NaOH’nin hiicreler {izerinde sitotoksik
etkili oldugu; 0,01 N NaOH’nin de hem 1 N NaOH hem de 0,1 N NaOH’ye oranla
daha giivenilir oldugu belirlendi (Sekil 38). Hiicre kiltlirii ¢alismalarinda
kullanilacak 6rnekler 0,01 N NaOH ile hazirland:.

100,00

2

S 80,00

S 60,00

&

= 40,00

& 5000

w 7

(8]

2 000 H

5 0,01 N 0,1N 1N

NaOH NaOH NaOH

|lSeri1 90,95 87,40 19,41

Sekil 38. Coziicliniin farkli konsatrasyonlarmin hiicre proliferasyonuna etkisi

6.5.2. HA’min antikanserojenik ve sitotoksik aktivitesi

Yapilan MTT analizler sonucunda, standart HA’nin Hela hiicreleri tizerinde
antiproliferatif etkili oldugu ve 72 saat sonunda ICsy degerinin 82,46 pg oldugu

ortaya konuldu. Diger taraftan, ger¢cek zamanli hiicre Olger cihazindan alinan

olgtimlerde 1Csq degeri 74,59 olarak belirlendi (Sekil 39).

60



Standart HA-Hela

——kontrol
—— 100 ug
—=—50ug
25 ug
—— 10 ug

—=—5 ug

Cell Index

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0
Time (in Hour)

Sekil 39. Standart HA'nin HeLa hiicre indeksi lizerine etkisi

Izole HA’nin HeLa hiicreleri iizerinde antiproliferatif etkili oldugu 72 saat
sonunda 1Csg degerinin MTT analizi ile 72,46 pg oldugu ortaya konuldu. Diger

taraftan, gergek zamanli hiicre 6lger cihazindan alinan 6lgtimlerde IC50 degeri 83,52

olarak belirlendi. (Sekil 40).
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Sekil 40. izole edilen HA'nin IC50 degerleri

Standart ve izole HA’nin HeLla hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkisini
belirledikten sonra, non-kanserojenik fare embriyonik fibroblast hiicreleri (NIH3T3)
iizerindeki sitotoksik etkileri de arastirildi. Yaptigimiz MTT analizleri sonucunda,
standart HA’nin NIH3T3 hiicreleri {izerinde sitotoksik etki gostermedigi belirlendi.
RTCA analizi ile yaptigimiz deneylerde bu sonug¢larimizi dogruladi (Sekil 41).

Izole HA’ni NIH3T3 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisiyle ilgili de benzer
sonuclar elde edildi. Hem MTT hem de RTCA analizleri sonucunda izole HA’ nin

non-kanserojenik hiicreler iizerinde sitotoksik etki gostermedigi belirlendi (Sekil 42).
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Sekil 41. Standart HA'nin NIH3 T3 hiicre indeksi iizerine etkisi
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Sekil 42. izole HA'nin NIH T3 hiicre indeksi iizerine etkisi
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6.5.3. HA’nin Apoptotik Yolak iizerine Etkileri

Standart ve izole HA’nin hiicreler iizerindeki antiproliferatif ve sitotoksik
etkilerini hangi mekanizma {izerinden gerc¢eklestirdigini belirlemek i¢cin apoptotik
mekanizmay1 arastirdik. Calismamizda apoptozun dis yolagmi baslatan kaspaz-8
enzim aktivitesini; i¢ yolagi baslatan kaspaz-9 enzim aktivitesini ve her iki yolagin
aktivasyonu sonucu tetiklenen kaspaz-3 enzim aktivitesini kolorimetrik Kitlerle
belirledik. Yapmis oldugumuz 6l¢tim sonucunda hem standart HA hem izole HA nin
hiicre olimiinii i¢ ve dis yolagi aktifleyerek gerceklestirmis oldugunu belirledik

(Sekil 43 ve Sekil 44).

Standart HA

o B, N W B

Kaspaz-8 Kaspaz-9 Kaspaz-3

B HHumik asit

Sekil 43. Standart HA ile tetiklenen apoptotik mekanizma

izole HA

N

[En

Kaspaz-8 Kaspaz-9 Kaspaz-3

B HHumik asit

Sekil 44. izole HA ile tetiklenen apoptotik mekanizma

Apoptoz esnasmnda mitokondri membran potansiyeli kaybini da belirlemek
istedik. Bu deneyden elde ettigimiz sonuglar da standart ve izole HA nin, kaspaz-9

bagimli mitokondriyal yolagin aktivasyonuna yol ac¢tigini ortaya koymustur. Saglikli
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hiicrelerde JC-1 boyast mitokondride agregatlar seklinde toplanir ve bu kirmizi
floresan bir renk verir. Apoptotik hiicrelerde ise mitokondri membran potansiyeli
¢okmiis oldugundan JC-1 boyasi mitokondri iginde toplanamaz ve sitoplazmada
monomerik formda kalarak yesil floresan bir renk verir. Yesil/kirmizi (510 nm/585
nm) oraninin  artmast membranin  depolarizasyonunu  gostermektedir.
Spektroflorometre ile yapmig oldugumuz analizler sonucunda standart HA’nin HeLa
hiicrelerinde mitokondri membran depolarizasyonunu kontrole kiyasla yaklasik 4 kat

arttirdig; izole HA nin ise yaklasik 3 kat arttirdigini belirledik (Sekil 45).

510/585 nm
O L, N W A O

Kontrol Standart HA izole HA

Sekil 45. Standart ve izole HA'nin mitokindri membran potansiyeline etkisi
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7. TARTISMA VE SONUC

Kanser giinlimiizde tip diinyasmin en ¢ok iizerinde c¢alistigi hastaliklardan
biridir. Artan teknoloji kullanimi, sedanter yasam tarzi, yogun stres ve genetik
mutasyonlar gibi cesitli faktorler, gecmis yillara gore kansere yakalananlarin
sayisinda oldukcga belirgin bir artis meydana getirmistir. Kanser hastalar1 uygulanan
kemoterapi ve radyoterapi protokollerinin yaratmig oldugu yan etkilerden dolayi,
saglik kuruluslarmin 6nerdigi tedavilerin disinda alternatif tedavilere yonelmektedir.
Gilinlimiizde kanser tedavisinde insanlarin en ¢ok yoneldigi tedavi sekillerinden biri

dogal kaynakli terapilerdir.

Toprak ve su diger canlilarin oldugu gibi insanlarm da 6nemli yasamsal
kaynaklarmni olusturur (Nebel, 1990; Cobanoglu, 2001). Topragmn yapisinin bilinmesi
toprak yapisinin 1iyilestirilmesi ve yetistirilen {riin kalitesi agisindan oldukca
onemlidir. Yapilan ¢aligmalarda topragin yapisinda bulunan dogal maddelerin insan

saglig1 iizerinde olumlu etkileri oldugu da ortaya konulmustur.

Topragin dogal yapisinda bulunan ve topragin en verimli kismimi olusturan
hiimik maddeler ayn1 zamanda insan saglig1 i¢cin potansiyel bir ila¢ adayidir. Hiimik
maddeler, molekiiler yapisi heniiz tam olarak aydinlatilamayan ve dolayisiyla
tizerinde ¢ok fazla sayida ¢alisma bulunmayan maddelerdir (Pena-Mendez ve ark.,
2005). HA’nin kimyasal yapis1 net olarak belirlenemediginden miktarini tam olarak
belirleyecek analitik bir yontem de bulunmamaktadir. En ¢ok kullanilan yontemler
olan “Humatlarin Humik ve Fulvik Bilesenlerine Ayrilmasi” ve CDFA
yontemlerinde HCI kullanilmakta ve analiz sonuclarinda yalniz HA degerleri tespit

edilebilmektedir.

Calismamizda da HA tayini i¢in kullanimi en ¢ok tercih edilen CDFA ydntemi
kullanilmis ve elde edilen izolatlarda HA karakterizasyonu yapilmistir. HA
karakterizasyonu i¢in dncelikle spektrofotometrik yontem kullanilmis fakat ayirimin
net olarak ortaya konulmadig: belirlendigi icin YBSK yontemine gegilmistir. Bu
asamada Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen saf HA standart olarak
kullanilmigtir. HA ile yapilan yeterli literatiir ¢alismasi olmadigi i¢in ¢oziindiigi
optimum sicaklik, ¢oziicii konsantrasyonu ile karistirma siiresi igin gerekli olan

kosullar denendi ve HA’nin 0,01 M NaOH’de, 60°C’ de ve 60 dakikada maksimum
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¢cOziiniirlige ulastigi bulundu. Yapilan literatiir ¢aligmalarinda, HA i¢in bulunan

optimum ¢dzliinme degerlerinin literatiir ile de uyumlu oldugu belirlendi.

YBSK ile yapilan ¢aligmalar sonucu elde edilen alikonma siirelerinin diger
calismalara gore bazi farkliliklar gosterdigi belirlendi. Bu farkliligin sebebinin
kullandigimiz mobil fazdan kaynaklandigini diisiiniiyoruz. Sonug olarak, elde edilen
izolatin standart HA ile benzerlik gosterdigi, dolayisiyla HA fraksiyonu olarak

tanimlanabilecegi belirlenmistir.

Hiimik maddelerin molekiil yapisinin amino asitli, amino sekerli, peptidli ve
aromatik gruplarla bag kurmus alifatik bilesikli kompleks aromatik makromolekiiller
oldugu bilinmektedir (MacCarthy, 1989). Sahip oldugu bu gruplarin ¢esit ve fazlaligi

hiimik maddelerin biyolojik etkinliginden sorumludur.

Yapilan ¢alismalar hiimik maddelerin antiproliferatif, immunmodiilatér (Joone
ve ark., 2003), antiinflamatuar (Rensburg, 2015) ve antiviral etkilere sahip oldugunu
gostermistir. Ila¢ endiistrisinde hiimik asit pek¢ok amag i¢in kullanilmaktadir.
Bunlardan en iyi bilineni, Avrupa’da eski zamanlardan beri tedavi amagh olarak
kullanilan turba banyolaridir. Giiniimiizde dogal kil maskeleri ve camur banyolar1 da

Ozellikle romatizmal ve deri hastaliklarinin tedavisinde tercih edilmektedir.

Giiclii bir hiimik madde kaynag1 olarak kabul edilen “’mumie’’ Ibn-i Sina’nin

29

“el-kanun fi’t-tib” adli eserinde, tiimorleri ve sivilceleri yok etmede kullanilan bir
madde olarak yazilmistir. Ayrica “mumie” Asya herbal tibbinda acik yaralarda,

kemik kirik ve ¢ikiklarinda da kullanilmaktadir.

Diger taraftan, literatiir incelendiginde HA ile ilgili caliymalarin, ozellikle
Tayvan’da goriilen ve etiyolojisinden HA’nin sorumlu tutuldugu bir hastalik olan
“Siyah ayak sendromu”nda yogunlastig1 géze carpmaktadir (Lu, 1990). Hseu ve ark.
(2002), HA’nin doz ve zaman bagimli (50-200 pg/mL) olarak endotel hiicreleri
iizerinde antiproliferatif etki gosterdigini, bu hiicrelerde oksidatif stresi arttirdigmni ve
apoptozu indiikledigini belirlemislerdir. Yine ayni arastirmaci grubunun yapmis
oldugu baska bir ¢alismada, HA’nin yine doza bagh (25-200 ug/mL) olarak damar
diiz kas hiicrelerinin hiicre siklusunu G1 fazinda durdurdugu ve apoptozu uyararak

hiicre 6liimiine neden oldugu rapor edilmistir. Siyah ayak sendromunda siklikla
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karsilagilan aterosklerozun gelisiminde bu mekanizmanin etkili olabilecegi ileri

striilmistiir (Hseu ve ark., 2009).

HA’nin normal hiicreler iizerindeki antiproliferatif etkisinin ortaya konulmasi
kanserdeki roliiniin belirlenmesiyle ilgili ¢aligmalarin artmasiyla sonuglanmistir.
Yapilan ¢alismalarda HAnin oksidatif stresi indiikleyerek kansere sebep oldugu ileri
striilmiistiir. Fakat yapilan c¢alismalarda tam olarak bir konsensiis de
saglanamamistir. Soyle ki; Yang ve ark. (2004) yaptiklar1 ¢calismada HA’nin doz
bagimli olarak (50-400 pg/mL) l6semi hiicre hatti olan HL-60 hiicrelerinde
antiproliferatif etkili oldugu ve apoptozu indiikledigini belirlemislerdir. Yine bu
calismada, 16semi hiicrelerinde Bax protein seviyelerinin ve kaspaz-3 aktivitesinin
arttig1 ve dolayistyla mitokondri bagimli apoptotik mekanizmanin aktive oldugu
gosterilmistir. Benzer sekilde Yen ve ark (2007) da HA’nin doza bagh olarak HIT-
T15 hiicrelerinde apoptozu tetikleyerek hiicre Oliimiine neden oldugu ve bu

hiicrelerde insiilin saliniminin bozuldugunu géstermislerdir.

Diger taraftan, Lee ve ark (2009), ticari olarak satin almis olduklar1 HA ile
yapmis olduklar1 ¢alismada, HA’nin 25, 50 ve 100 pg’lik dozlarinda 24 ve 48 saatlik
sire boyunca akciger kanseri hiicreleri lizerinde herhangi bir sitotoksik etki
gostermedigini belirlemislerdir. {lging olarak, 24 ve 48 saat siiresince inkiibe edilen
50 ve 100 pg’lik dozlarda, A549 hiicrelerinin migrasyon, adezyon ve invazyonunu
arttirdigini gozlemlemislerdir. Bu ¢alismaya benzer sekilde, Ting ve ark (2010), 48
saat HA ile muamele ettikleri HeLa ve SiHa serviks kanseri hiicrelerinde
antiproliferatif ve apoptotik etkinin goriilmedigini rapor etmislerdir. Arastiricilar
HA’y1 Arsenikoksit ile kombine uyguladiklarinda bu hiicrelerde oksidatif stresi ve

apoptozu indiikledigini gostermislerdir.

Yine ¢ok yakim bir zamanda yayinlanan bagka bir ¢alismada, HA’nin meme
kanseri lizerine etkisi arastirilmistir (Aykac¢ ve ark., 2018). Bu ¢aligmada; MCF-7
hiicre hatt1 lizerinde 5, 10, 20, 50 ve 100 pg/mL olmak {izere 5 farklh HA
konsantrasyonu MTT yontemiyle ¢calisilmistir. Sonug olarak MCF-7 hiicrelerinde 24
ve 48 saat inkiibasyon yapilan hiicrelerde sitotoksik aktivitenin 50 ve 100 pg HA
dozlarinda meydana geldigini gostermislerdir. Bu tez c¢aligmasina baglamadan

yapmig oldugumuz 6n denemelerde biz HA nin higbir dozunda MCF-7 hiicrelerine
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kars1 bir sitotoksik etki elde edemedik. Bu nedenle Ayka¢ ve ark., (2018)

calismastyla 6n bulgularimiz birbiriyle uyusmamaktadir.

Yukarida verilen calismalar incelendiginde HA’nin doz ve zaman bagiml
olarak antiproliferatif ve apoptotik etkiler gdsterdigi anlasilmaktadir. Ozellikle 24 ve
48 saat inkiibasyon siiresince herhangi bir etki elde edemeyen g¢aligmalarla bizim
calismamiz biiyiik benzerlik tasimak tagimaktadir. Soyle ki; biz de yapmis
oldugumuz bu c¢aligmada hem standart HA hem de izole HA’nin antiproliferatif
etkisinin 72 saatten once gergeklesmedigini belirledik ve hiicreleri doza bagl olarak
72 saat sliresince muamele ettik. Elde ettigimiz sonuglar hem standart hem de izole
HA’nin Hela hiicreleri lizerinde sitotoksik etki gosterdigini ve bu etkisinin apoptotik
mekanizmanin tetiklenmesi sonucu olustugunu belirledik. Bu sonug¢larimiz Yang ve
ark (2004) nin yaptig1 calismayla da benzerlik gostermektedir. Bu calismada da
16semi hiicrelerinde, HA nin doz ve zaman bagimli olarak sitotoksik etki gdsterdigini
ve bu etkisini apoptozu uyararak gergeklestirdigini kaspaz-3 enzim aktivitesini

Olcerek gdstermislerdir.

Calismadan elde edilen bulgular 1518iInda, HA’nin serviks kanseri igin
potansiyel bir terapotik olabilecegini diisliniiyoruz. Fakat literatlirde birbiriyle
celiskili ¢alismalari bulunmasindan dolayi, bizim calismamizi destekleyecek bagka

calismalara da ihtiyag duyulmaktadir.
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