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OZET

Yiksek Lisans Tezi
VULPINIK ASIT LIKEN SEKONDER METABOLITININ MEME KANSER HUCRE
HATLARI UZERINE SITOTOKSIK ETKISININ VE APOPTOZLA ILGILI GENLERE AIT
mRNA [FADE SEVIYELERININ BELIRLENMESI

Nil KILIC

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisu
Biyoloji Bélimi

Danisman: Prof. Dr. Emine Siimer ARAS
Es-Danigsman: Dog. Dr. Demet CANSARAN DUMAN

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tipidir. Meme kanseri tedavisindeki ilaglara
kargi diren¢ gelismesi nedeniyle tedavide bagari orami diismektedir. Bu nedenle alternatif
terapotik 6zellikli ajanlarin kesfi kanser hastalar1 icin umut kaynagi olmaktadir. Vulpinik asit
(VA) MDA-MB-231, MCF-7, BT-474, SK-BR-3 ve normal meme hiicre hatti (MCF-12A)
tizerinde 48 saat siire ile antiproliferatif etkisinin degerlendirilmesi sonrasinda apoptotik etkinin
tespiti amagl flow sitometri, kazpaz-3 aktivitesi belirlenmistir. Ayrica apoptoz belirteci olarak
TP53, Bax, Bcl-2, BIRC5 ve ekspresyonu degismeyen gen olarak GAPDH, Kaspaz 3, 7, 8, 9
genlerin ifade analizi mMRNA diizeyinde belirlenmistir. Elde edilen veriler; VA 100, 50, 35, 25,
15, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56 ve 0.78’den olusan konsantrasyonlarn MTT testi sonuglar ile
hesaplanan EC50 degerlerine gore MDA-MB-231 i¢in 11 uM, SK-BR-3 i¢in 10 uM, 18 uM
olarak MCF-7 ve BT-474 icin 5 uM olarak hesaplanmigtir. Gergeklestirilen flow sitometri
sonucunda en yuksek hiicre 6lumi MCF-7 hiicresinde %53 olarak goriiliirken, en diigiik hiicre
Olimu %29 olarak BT-474’de gorillmiistiir. Kaspaz-3 aktivite sonuglarina gore tim hicreler
icin kaspaz aktivitesi %10-13 arasindaki oranlarda artmistir. Real Time PCR sonuglarina gore
proapoptotik genlerin ifadesi artarken antiapoptotik gen ifadesi azalmistir. Sonuclar
degerlendirildiginde dogada bol ve kolay bulunan liken tiirlerinden hizli, maliyeti diisiik ve
uygulamasi etkin sekonder metabolitlerin eldesi ile meme kanseri tedavisinde alternatif bir
terapotik ajan olarak kullanilmalarini saglayacak ¢aligmalara 6nemli bir basamak olusturmustur.

Haziran 2016, 105 sayfa

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, vulpinik asit, Annexin V, Kaspaz-3, qRT-PCR



ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATION OF CYTOTOXIC EFFECT OF VULPINIC ACID IN BREAST
CANCER CELL LINES AND mRNA EXPRESSION LEVELS OF APOPTOTOTIC
RELATED GENES

Nil KILIC

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biolojy

Supervisor: Prof. Dr. Emine Simer ARAS
Co-Supervisor: Assos.Prof. Dr Demet CANSARAN DUMAN

Breast cancer is the most common cancer type in women. The success rate for treatment is
reduced due to the development of drug resistance in breast cancer treatment. Therefore,
discovery of alternative therapeutic capable agent may be a source of hope for patients with
cancer. In this context, it is designed for the determination of apoptotic effects using flow
cytometry and caspase-3 activity after the evaluation antiproliferative effect of Vulpinic acid
(VA) 48 hours oncancer cell line such as MDA-MB-231, MCF-7, BT-474, SK-BR-3 and
normal breast cell line such as MCF-12A. Also analysis of mRNA levels were determined for
TP53, Bax, Bcl-2, BIRC5S as apoptosis markers and caspase-3, 7, 8, 9 gene expression. The
resulting data; MTT assay results were obtained according to concentration including VA 100,
50, 35, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56 and 0.78. The value of EC50 which were calculated
according to MTT results were indicated that 11 uM for MDA-MB-231, 10 uM for SK-BR-3,
18 uM for MCF-7 and 5 uM for BT-474. According to the flow cytometry results, the highest
cell death was determined to be 53% in MCF-7 cells and the lowest cell death was shown to be
29% in BT-474. The caspase-3 activities were increased by 10-13% for all the cancer cells.
According to Real Time PCR results, proapoptotic genes expression value were increased, but
antiapoptotic gene expression value were decreased in our study. Our results were
demonstrated, used of secondary lichen metabolites which low cost and effective application in
the treatment of breast cancer as an alternative therapeutic agents to provide an important step.

June 2016, 105 pages
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1. GIRIS

Toplumdaki bireylerin sosyal, ruhsal ve fiziksel durumlarin1 6nemli dlciide etkileyerek
sosyo-ekonomik, psikolojik, ve aile hayati gibi tiim yasam kalitesini etkileyen
hastaliklarin basinda gelen kanser hastaligi vucuttaki hucrelerin kontrolstiz boltinmesi
ile meydan gelen bir hastaliktir (Arslan ve Boliikbasi 2003). Son yillarda oldukga ¢ok
stk rastlanmasi ve daha etkin tedavi yonteminin hala bulunamamasi sebebiyle ¢nemi
gittikce artmakta olan saglik sorunudur (Alict vd. 2006, Giirel 2007). Kanser
tedavisinde siklikla kullanilan yontemlerin basinda cerrahi, kemoterapi ve radyotrapi
gelmektedir. Hayati 6neme sahip bu saglik problemine etkin ¢6zum yontemlerinin
bulunmasi amacli bir¢ok laboratuvarin oncelikli arastirma hedefini olusturmustur.
Gliniimiizde hizla tercih edilen tedavi yontemleri ise hormon tedavisi, biyolojik tedavi
yontemleri ve hedefe yonelik gen tedavileridir. Tedavi amaglh kullanilan yontemlerin
ciddi ol¢iide kanser hastalarinda yan etkiler gostermesi ve bu tedavi yontemlerinin
hastanin iyilesme siirecinde Uzun zaman almasi nedeniyle arastirmacilarin alternatif
tedavi modelleri arayisi her gecen giin artmaktadir. Bu nedenle son yillarda Ozellikle
sentetik ve biyolojik kaynakli olan bitkisel ve fungus kaynakli aday molekiillerin hiicre
6lum etkinliginin belirlenip tedavi amagli gesitli kanser tiplerine karsi etkisinin tespiti
aragtilmaya baglanmustir. Son yillarda yapilan ¢alismalar ile funguslarin bir alt grubu
olan likenlerin ve sadece likenlere (Sekil 1.1) 6zgu olan sekonder metabolitlerinin
kanser tedavisinde etkili olabilecegi konusunda umut vadeden sonuglar elde edilmistir

(Singh vd. 2013, Shrestha ve Clair 2013, Chen vd. 2014).

Sekil 1.1 Liken tiirleri (Anonim 2013a, Anonim 2014)
a) Ramalina pollinaria b) Letharia vulpina



Hicre 6limia Gzerine etkisi son yillarda olduk¢a dikkat ¢eken likenler; mantarlarin
alglerle birlikte olusturduklari morfolojik ve fizyolojik simbiyotik birliktelik olarak
tamimlanirlar (Anonim 2013, Anonim 2014). Giinimuze kadar farkli liken tlrlerinden
yaklagik 1000 adet sekonder metabolit tanimlanmistir. Bu metabolitler yag asitleri ve
laktonlar, zeorin grubu bilesikler, pulvinik asit tiirevleri, kumaron tiirevleri, depsidler,
depsidonlar ve antrokinon tiirevleri olarak siniflandirilabilirler. Likenlerden elde edilen
bir sekonder metabolit olan vulpinik asit ilk olarak 1831 yilinda Bebert tarafindan izole
edilmistir (Huneck ve Yoshimura 1996). 1925 yilinda ise pulvinik asit tlrevinden
vulpinik asit Mazza tarafindan izole edilmistir (Mazza 1925). Parlak sar1 goriiniimlii
olan vulpinik asit ¢cok yiksek konsantrasyonlarda Letharia vulpine yiyen ren geyikleri
Uzerine toksik etkisi oldugu uzun yillar 6nce yapilan yayinlarda belirtilmistir (Huneck
ve Yoshimura 1996). IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) ismi
3-hidroksil-5-okso-4-fenil-3-2-(2H)-furilden  fenilasetat olup CigH140s kimyasal
yapisinda 322.32 g.mol™ molekiiler agirliga sahiptir (Sekil 1.2) (Huneck ve Yoshimura
1996).

Sekil 1.2 Vulpinik asit formilasyonu (Huneck ve Yoshimura 1996)

Tez kapsamindada farkli histolojik kokenli dort farkli meme kanser hiicresi ve bir adet
normal meme hicresine liken sekonder metaboliti olan vulpinik asitin hicre 6lumdi
uzerine etkisi, molekuiler yolaklardan biri olan apoptotik yolak Uzerinde gergeklesen
etkisi biyokimyasal agidan ve apoptozla iligkili genlerin molekiiler boyut da ifade
seviyelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Tez calismasi sonucu elde edilen veriler
is18inda vulpinik asit sekonder metabolitinin hiicre 6limu Uzerine etkisinin tespiti
sonucunda meme kanser hucre alt tiplerinde umut verici aday ilag molekill olabilecegi

tespit edilmesi amaglanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Kanser

Kanser genel olarak hicrelerin dizensiz ve Kkontrol disi ¢ogalmasi olarak
tanimlanmaktadir (Kutluk ve Kars 1994). Hipokrat (M.O. 460-377) ilk olarak kanser
kavramini canlilarda tedavisi olmayan yapilar1 belirtmek igin kullandig1 bildirilmektedir
ve viicutta gelisen, normal hiicrelerden farkli olan siskinliklere ‘Karsinoma’ adini
vermistir. M.S. 1l. yy’da ise Galen olusan Kitleleri yengece benzetmesi ile ‘kanser’

olarak adlandirmistir.

Hiicreler canlilarin temel yapitasidir ve tiim organlar hiicrelerden olusur. Hiicreler
vicutta uyaranlar enzimler ve hormanlar ile kordine olarak belli bir diizen gergevesinde
boliiniir, biiylir, yaslanir ve parcalanirlar. Kanserli hiicerelerde ise bu diizen farkli
etkenlerle bozulup hiicrelerin farklilasmalari sonucu diizensiz bir sekilde boliiniip
cogalmalar1 sz konusu olmaktadir (Topal vd. 2009, Oncel 2012). Kontrolsiizce
bolinlp cogalan hiicreler zamanla birikerek bulunduklar1 yerde kitleler olusturur,
normal seyirdeki dokulara zarar verir ve sikistirip igine sizabilirler. Kontrolsiiz blytyen
hiicreler kan, lenf veya viicut bosluklarindaki sivilar araciligi ile ilk bulunduklar1 yerden
hareket ederek farkli dokulara lokalize olurlar ve burada boliinmeye devam ederler.
Kanser hiicrelerinin bu davranisi metastaz olarak adlandirilir (Kutluk ve Kars 1994).
Metastaz ile farkli organlara tasinan kanserli hiicreler ozellesmez, birbirlerine
baglanmaz, apoptoza ugramaz ve birbirlerinden gelen sinyallere cevap olusturmazlar
(Aslan 2010). Sik rastlanan mutasyonlarda sinyal iletim yollarin1 ve sinyal proteinlerini
hedef alan onkojenik mutasyonlar olusmaktadir (Hanahan ve Weinberg 2000). Bu
sekilde sinyal iletiminde yasanan problemler hiicrelerin yasamsal islevlerinin

dizenlenmesini ortadan kaldirmaktadir.

Bir kanser tipine veya farkli kanser tiplerine sahip bireylerde, kanser yolaklar1 ayni
duizenleyici sistemlerin farkli bilesenlerindeki degisimlerle ortaya cikabilirler. Kanserin

gelisim siireci igerisinde invazyon ve metastazin aktivasyonu, replikatif dliimsiizligiin



gerceklesmesi, besleyici ¢ogalma sinyallerinin ortaya c¢ikmasi ve anjiogenezis gibi

degisimler meydana gelmektedir (Sekil 2.1) (Hanahan ve Weinberg 2011).

Biyime
faktori
baskilayicisa

Invazyonun
Angiyogenezis ve metastazin
aktivasyonu

Sekil 2.1 Kanser gelisim siireci (Hanahan ve Weinberg 2011)

Diinyada hastalik sonucu oliimlerin basinda kalp ve damar hastaliklart gelmektedir.
Hemen ardindan ise kanser hastaligi gelmektedir. Yiiksek 6liim orani ve 0zellikle son
yillarda ¢ok sik rastlanmasi nedeni ile 6nemli bir halk sagligi sorunu olmustur (Kutluk
ve Kars 1994). Diinya Kanser Orgiitii (International Union Against Cancer-UICC)
verilerine gore 2007’de yaklasik olarak 7.9 milyon kisi farkli kanser tiirlerinden
yasamin1 kaybetmistir. Uluslararasi Kanser Ajans1 2012 yili kanser hastaligi goriilme
siklig1 tahminlerine gore Diinya’da toplam 14.1 milyon yeni kanser vakasi gelismistir
ve 8.2 milyon kansere bagli 6liim gerceklesmistir (Anonim 2015). Diinya’da en ¢ok
tan1 konulan kanser tipleri akciger (%13), meme (%11,9) ve kolon (%9,7) kanserleri
iken kanserden 6liimlerin ise en ¢ok akciger (%19,4), karaciger (%9,1) ve mide (%8,8)
kanserlerinden gerceklestigi belirtilmistir (Bora-Basaran vd. 2014). Turkiye Halk
Sagligi Kurumu verilerine gore Tiirkiye’de 2002-2009 yillar1 arasinda kadinlarda en sik
gorulen kanser tlri meme kanseridir ve bunu tiroid ve kolorektal kanserleri takip
etmektedir (Bora-Basaran vd. 2014) (Sekil 2.2).



Turkiye ilk 10 Kanser Tirii (2004)
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Sekil 2.2 Tiirkiye® de goriilen ilk on kanser tiirii yizdeleri (Anonim 2013b)

Kanser hastalig1 goriilen kisi sayisinin son yillarda artmasi ile 2025 yilinda kanserden
Oliimlerinin sayis1 diinya genelinde 25 milyonu asacagi ongoriilmektedir (Cevik vd.

2012).

2.2 Meme Kanseri

Tiim diinyada ciddi saglik problemi yaratan ve memenin duktus veya lobillerini saran
epitel kokenli hicrelerin malign proliferasyonu olarak bilinen meme kanseri kadinlar
arasinda yaygin olarak gorlinen ve kanserden oliimlerde akciger kanserinden sonra
ikinci siray1 alan kanser tiirtidiir (Somunoglu 2009, Saip vd. 2011). Hayatlar1 boyunca
ortalama her 10 kadindan birinin meme kanserine yakalanma olasilig1 ve bu hastaliga
yakalananlar arasindan ise ligte biri bu hastaliktan yasamini yitirdigi bildirilmektedir
(Goélbast vd. 2010). Kadinlarda goriinme sikligi %22 iken gelismis tilkelerde bu oran
%26’ya kadar ulagmaktadir. Hastaligin gelisme siiresine gore meme tiimorleri ¢esitli

evrelere ayrilmistir (Anonim 2016a).



Evre 0; Bu evre ‘in-situ’ olarak da bilinir ve gelistigi dokuda kalarak etrafindaki
dokulara sigramamis kanser tiiriinii ifade eder. In-situ kanserler tiimor olusturmaya
basladig1 yere gore ikiye ayrilirlar. Siit bezlerinde (lobes) olusan tiimoére lobular
karsinoma in situ (LCIS) adi verilirken, siit kanallarinda (ducts) olusan tiimdre ise
duktal karsinoma in-situ (DCIS) ad1 verilir. LICS kanser sadece gogiisde kanser olusum
riskinin artigin1 gosteren bir belirtectir ve kanser gibi davranmaz ve kanser gibi tedavi
edilmez. DCIS’da ise kanser siit kanallarinda kalmistir ve viicudun farkli alanlarina

yayilim gostermemistir (Anonim 2016a).

Evre 1; Metastaz yapabilen meme kanserinin ilk asamasidir. Evre 1’de kitle en fazla 2
cm’dir ve bu olusum memeden farkli yerlere (yag dokusu ve lenf bezleri gibi)

yayilmadig1 asamadir (Anonim 2016a).

Evre 2; iki alt gruba sahiptir. Bunlar Evre IIA ve Evre IIB’dir. Evre I1A’da tumér 2 cm
biyiikliginde ve koltuk alti lenf bezlerine yayilmistir. Evre IIB ise 2 ile 5 cm

arasindadir ve lenf bezlerine yayilmistir (Anonim 2016a).

Evre 3; Ilerlemis meme kanseri evresidir. Bu evrede timdr meme cevresindeki lenf

nodlarina ve ¢evre dokulara yayilma egilimindedir.

Evre 4; Metastatik meme kanseri evresidir. Kanser memeden uzak dokulara (beyin,

kemik, akciger, karaciger gibi) yayilmstir.

2.2.1 Meme kanseri olusumuna etki eden faktorler

Meme kanseri gelismesindeki en 6nemli faktorler; genetik yatkinlik yani ailede meme
kanseri hikayesine sahip olmak, daha Once meme kanserine yakalanmis olmak,
radyasyon, alkol kullanimi, pestisitlere maruz kalmak yer almaktadir. Ayrica obezite,
ilerlemis yas, erken menstriiasyon, ge¢c menepoz ve ¢ocuk dogurmamis olmakta meme
kanseri olusumunu destekleyen onemli sebepler arasinda yer almaktadir (Somunoglu

2007, Kosova ve Ar12008).



2.3 Kanser Molekiiler Yolaklarinda Apoptozis

Yiksek organizmalarda hiicrelerin kendi otonom sistemleri tarafindan gereksinim
duyulmayan ve aktivitelerini kaybetmis hiicrelerin ¢gevreye zarar vermeden yok edilmesi
apoptozis olarak adlandirilir (Cohen 1998). Canli sistem siirekli bir denge
durumundadir. Baz1 hiicreler sentezlenirken bazi hiicreler ise apoptoz yolu ile ortadan
kaldirilir ve bu sayede denge siirdiiriiliir. Dolayisiyla apoptoz enerjiye ihtiya¢ duyan ve
canlida var olan homeostazi koruyan bir faaliyetdir (Coskun ve Ozgiir 2011). Apoptoz
homeostazi korumanin yaninda ¢esitli nedenlerle zarar gormiis hiicrelere karsi savunma

mekanizmasi roliinii tistlenir (Eréz vd. 2012).

Apoptoz terimi 1972 tarihinde ilk olarak Iskogyali bilim adamlari Kerr, Wyllie ve
Currie tarafindan kullamlmstir. Ozgiin bir hiicre 6liim tipi olan apoptoz, canl
dokulardaki hiicre azalmalarindan sorumludur ifadesine yer verilmistir (Kerr vd. 1972).
Onemli fizyolojik sirecler olan normal doku yikimlarinda, gelisim biyolojisinde,

immun sistem hiicrelerinin sitotoksik fonksiyonlarinda rolii arttitk¢a Onemide hizla

yiikselmistir (Kinloch vd. 1999).

Apoptozis organ biiyiikliiklerinin korunmasinda, homeostaz1 saglamada ve tamir
stireclerinde 6nemli roli vardir (Sjostrom ve Bergh 2001). Canli sistemdeki milyonlarca
hiicre her saniyede viicuttan uzaklastirilmaktadir ve bunlarin yerine yenileri
tiretilmektedir. Apoptoz ile yikim olurken mitoz ile yapim gerceklesmektedir ve bu
sekilde kontrollii bir denge saglanmistir. Bu dengenin bozulmasi apoptozisin faydasina
ya da faydasina olmayarak bir ¢ok hastaligin patogenezisine neden olur (Erdogan ve
Uzaslan 2003). Apoptozun gereksiz yere olusmasi veya hizlanmasi canli sistem igin
tehlike olusturur ve bunun akabinde AIDS’de goriilen lenfosit yetersizligine, insulin
bagiml tip diyabete, hepatit C enfeksiyonuna, norodejeneratif hastaliklara, miyokard

enfarktistine ve otoimmiin hastaliklara neden olabilir (Sjostrom ve Bergh 2001).



2.3.1 Apoptotik hiicre 6liimii asamalari

Birbirini takip eden olaylar dizisi olan apoptoz, hiicre i¢cinden veya disindan gelen

sinyallerle baslatilir (Sekil 2.3). Bu olaylar dizisi;
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Sekil 2.3 Apoptotik sure¢ (Anonim 2012)



Hiicrelerin apoptoza ugrayabilmesi i¢in Oncelikle ilgili mekanizmay1 aktive edecek bir
sinyal ile kars1t karsiya kalmasi gerekir (Sekil 2.4) (Vucic ve Fairbrother 2007). Bu
sinyal hiicre disindan veya hicre icinden gelebilir (Thompson 1999, Mountz ve Zhou
2001). Hiicre dis1 uyaranlari olan koloni uyarici faktorler (CSF), insiilin benzeri biiyiime
faktorlerti (IGF), tumor nekroz faktéri (TNF), néron buyume faktori (NGF) ve IL-2
gibi maddelerin ortamda azalmasi radyasyon, ilaglar, gesitli antijenler gibi pozitif

uyaranlar olabilir.
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Sekil 2.4 Apoptozisin baslamasinda rol oynayan hiicre i¢i ve dis1 yolaklar (Mucic ve
Fairbrother 2007)

Hiicreler yasamsal faaliyetleri i¢in diger hiicrelerden ve hiicre dis1 matrikden gelen
biiylime faktorlerine ve yasam sinyallerine gereksinim duyarlar. Bu sinyaller belli bir
diizen igerisinde gergeklesmez ise hilicre apoptoza gider (Hirose vd. 1997). Hicre
ylizeyindeki reseptorlere baglanarak sinyal iletimini baslatan biiyiime faktorleri hicre

¢ogalmasimi pozitif yada negatif yonde etkiler. Bir hiicrenin hangi faktorlere cevap



verecegi hiicrenin yiizeyindeki reseptorler belirler. Bu nedenle hiicre yiizeyindeki
reseptor diizenindeki farkliliklar, pozitif veya negatif uyaranlar hiicre siklusu

regiilasyonunun kaybina yol agar (Giines 1999).

2.3.2 Apoptozis mekanizmalari

Apoptozisin baglatilmasinda ii¢ prototip sinyal yolu rol almaktadir.

a. Mitokondri /sitokrom-c aracili apoptozis olusturulmasi

Mitokondri standart durumlarda ATP Uretmek icin sitokrom-c bulundurur. Sitokrom-c
mitokondrial stres durumunda serbest hale gecer ve apoptotik hicre 6liminde kaspaz-3
aktivasyonu icin énemli rol oynar (Crowe vd. 1997, Lou vd. 1998, Li vd. 2000, Lu vd.
2000, Takagi vd. 2003). Mitokondri tarafindan bu yolda apoptotik proteaz aktive edici
faktor (Apaf-1) ve kaspaz-9 bulunmaktadir (Liu vd. 1997, Hu vd. 1999, Krajewski vd.
1999). Sitokrom-c ve Apaf-1 kofaktor nlkleotid trifosfat (d-ATP ve ATP) ile aktive
edilmesinin ardindan birleserek prokaspaz-9’u aktive eder. Aktive olmus olan kaspaz-9
da kaspaz-3’ii aktive ederek, diger kaspaz kaskadmin tetiklenmesine neden olur

(Krajewski vd. 1999, Keane vd. 2001).

Sorunsuz bir hicre mitokondrisinin dis membraninda Bcl-2 proteini bulunur (Newton
ve Strasser 1998, Choi vd. 2001). Apaf-1 proteininin bir molekiiliinii baglayan Bcl-2
sebep oldugu i¢ hasarla mitokondride catlaklar olusturur ve Apaf-1 ve sitokrom-c
salinimima yol acar. Bu proteinler kaspaz-9 molekiillerine baglanir (Hu vd. 1999,
Krajewski vd. 1999, Takahaski vd. 1999). Kaspaz-3 terminal u¢ olmasi ile bu
proteolitik aktivite sayesinde kromozomal DNA’nin degredasyonu, sitoplazmada
yapisal proteinlerin sindirimi ve hiicrenin fagositozu gergeklestirilir (Newton ve Strasser
1998, Nakatsuka vd. 1999, Takagi vd. 2003).

b. Dis sinyallerle apoptozisin tetiklenmesi
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Olum aktivatorleri olan ve birbirini tamamlayan Timaér nekroze faktori (TNF) ve Fas-
ligand (Fas-L)’in hiicre yiizeyinde bulunan TNF ve Fas reseptorleri ile birlesmesiyle
sitoplazmaya kaspaz-8’in aktivasyonunu saglayan sinyaller gelir. Kaspaz-9 gibi kaspaz
8’de diger kaspazlar1 uyarir ve hiicrenin fagositozuna yol agar. TUmor nekroz faktor
reseptor (TNFR) gen ailesinin bir tyesi olan SCI reseptéri p75 ve Fas ile iliskilidir.
Bunlarin apoptozisi harekete geciren kaspaz kaskadini aktive ettigi bilinmektedir (Sekil
2.5) (Banasiak ve Haddad 1998).

Apopioz I1

Fas, TRAIL, TNF?
ghidxardan gelen
sinyallere verilen
yami

DISC oluzumu Hed ef mitokond ri
l membran gecis porlari

Kaspaz-8 Bad

Kaspaz- 3.6,7 Ctyo< sizntisl
Apoptozom CAD Altiras vonm DMAse Aldivasyonu

Apafl evre 11 kromatin @;’Pﬂ?m evre ] kromatin
Kaspaz- 0 yogunlagmasi 130 hp K i 0 yogunlagmasi 50 Khp
DMNA pargalanmasy WPz DMNA pargalanmasn
Apoptotilk Olitm Apoptotil: Oliim

Sekil 2.5 Apoptoz I ve apoptoz II i¢in farkli molekiiler yollar
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Oligodentrositlerde oldugu gibi diger sistemlerde de apoptotik hiicre 6liminde p75 ve
Fas’in sorumlu oldugu gosterilmistir (Banasiak ve Haddad 1998). FADD (Fas bagimli
6lim domein proteini) araciligi ile Fas reseptor-ligand birlesimi gerceklesir ve kaspaz-8
aktive edilerek apoptotik dongii baslar (Sekil 2.6) (Kromer vd. 1995, Banasiak ve
Haddad 1998)

Sekil 2.6 Olim reseptorleri ve mitokondrial yollarla kaspaz-3 aktivasyonunun
baslamasiyla niikleusda olusan DNA fragmantasyonu (Anonim 2016b)

C. Endoplazmik retikulum aracili apoptozis olusturulmasi

Mitokondrial/sitokrom-c¢ ve 6liim reseptor aracili apoptozisden farkli bir yol olan ve
amiloid B norotoksisitesine katki saglayan kaspaz-12’ye bagimli endoplazmik retikulum
(ER) aracili apoptotik yol belirtilmistir. Endoplazmik retikulum’un hucre igerisinde

membran proteinlerinin katlanmasi Ca*® sentezi ve dengesi gibi stire¢ de ciddi 6neme
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sahiptir (Nakamura vd. 2000). ER memranlarinda yerlesik olan ve ER yoluyla apoptozis
icin esas teskil eden kaspaz-12°dir. Son yapilan calismalarda Ca*® diizeylerinin
yiikselmesi ve kalpainin ER’i etkilemesi ile prokaspaz-12 aktif hale gelir. Sitoplazmaya
yonelen aktiflesmis kaspaz-12, kaspaz-9 ile etkileserek sitozolik kaspaz kaskadini aktive
eder (Rao vd. 2001).

Apoptotik yolak iki farkli yoldan islev gosterir. Bunlardan ilki ekstrinsik yani 6lim
reseptorleri  yolagi digeri ise intrinsik yani mitokondrial yolaktir. Apoptozun
baslamasini saglayan ekstrinsik sinyal yolaklar1 transmembran reseptdr aracili
etkilesimler igerir. Bunlar timor nekrozis faktor (TNF) reseptdr gen (st familyasi
tyelerini iceren olim reseptorlerini kapsamaktadir (Locksley vd. 2001). Olim
domainler ve ekstraseliller domainler olarak adlandirilan yaklasik olarak 80
aminoasitten meydana gelen sitoplazmik domaine sahip TNF reseptor ailesi Uyeleri
6lim sinyallerinin hiicre yiizeyinden intraseliiler sinyal yolagina iletilmesinde onemli
rol oynarlar (Ashkenazi ve Dixit 1998). Olim reseptorlerinden en iyi bilineneleri
FasL/FasR, TNF-o/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 ve Apo2L/DRS'dir
(Chicheportiche vd. 1997, Rubio-Moscardo vd. 2005). Apoptozun baglamasini saglayan
intrinsik sinyal yolaginda ise reseptdr aracili olmayan uyarilarla hedef hiicre i¢inden
gelen intraseliiler sinyaller gorev alir ve bu sinyaller i¢ mitokondriyal membranda
degisiklige neden olmaktadir. Bu degisiklik ile birlikte mitokondriyal porlar agilir ve
proapoptotik proteinler ortaya ¢ikar (EImore 2007). Mitokondrial apoptozis de Bcl-2
protein ailesi kontrol ve diizenlenmesinde gorev yapar ve P-53 bu protein ailesinin
duzenlenmesinde 6nemli role sahiptir (Schuler ve Green 2001, Cory ve Adams 2002).
25 geni tanimlanan Bcl-2 protein ailesi mitokondrial membran gecirgenligini kontrol
eder ve bu proteinler apoptozun olusmasinda kritik dneme sahiptir (EImore 2007).
Apoptotik sinyallerin ilk hedefi prokaspazlarin aktivasyonu ve mitokondrial
fonksiyonlarin  saf dis1 birakilmasimi  saglamaktir. Kaspazlar ise apoptozun
yurittilmesinde merkezi rol oynayan sistein proteazlarin bir alt sinifidir (Thornberry ve
Lazebnik 1998) ve bunlar ¢ogunlukla prokaspazlar olarak sentezlenirler. Kaspazlar
apikal kaspazlar (Kaspaz 2, 8, 9 ve 12) ve efektor kaspazlar (Kaspaz 3, 6, 7) olarak ikiye
ayrilirlar. Apikal prokaspazlar dimerizasyon ile aktiflesirken, efektor prokaspazlar daha

once aktive edilmis apikal kaspazlar tarafindan proteolitik yikim ile aktive edilirler
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(Stennicke vd. 1998, 1999, Boatright vd. 2003). Bu aktivasyonun ardindan hiicrede
efektor kaspazlar proteolitik yikimi gergeklestirir (Fischer 2003).

Sekil 2.6’da goruldigl gibi ektrinsik yolda 6lim reseptorlerinin aktivasyonu ile
prokaspaz 8 aktifleserek kaspaz 8 haline gelir. Aktif kaspaz 8 kaspaz 3’1 aktif hale
getirerek hiicreyi 6liime gotiiriir. Intrinsik yolda ise intraseliiler ve ekstraseliiler 6liim
sinyalleri mitokondriye tasinmaktadir. Bax, Bak, Sitokrom ¢, Smac/DIABLO ve diger
apoptojenlerin mitokondriden ¢ikmasini stimule ederler. Bcl-2 ve Bcl-XL bu yolun
aktiflesmesini engellemektedir. Sitokrom ¢, dATP, Apaf-1 ve prokaspaz 9 apoptozom
icerisinde birlesirler ve prokaspaz 9 aktiflesir. Aktiflesen kaspaz 9 prokaspaz 3’i
aktiflestirir ve Olim gergeklesir. Apoptozom olusumunu ve kaspaz 3 aktivasyonunu
XIAP inhibe etmektedir.

2.3.3 Apoptozisin genetik kontroll

Normal hicrelerin biiytime ve gelismelerini saglayan genler protoonkogenlerdir ve bu
genler aktive olup mutasyona ugradiklarinda onkogene doniisiirler. Onkogenler ise
hlcrelerin dizensiz bigimde asir1 olarak blylme ve bdliinmesini gergeklestirirler.
Protoonkogenleri baskilayarak hiicre boliinme ve biiylimesini dengede tutan genlere ise
timor baskilayict genler adi verilmektedir (Millerk vd. 1990, Nowell 1990, Akins
1996). Yapilan son ¢alismalarda, tumor baskilayici genlerin ve onkogenlerin apoptozu
kontrol ettigi gosterilmistir (Caotes vd. 1996). Yuksek organizmalarda apoptozisi
duzenleyen genler P-53, C-myc ve Bcl-2 ailesi olarak bilinir ve tretiminden sorumlu
olduklar1 proteinlerde ayni isimle ifade edilirler (Wyllie 1995, Nakano 1997, Newton ve
Strasser 1998, Choi vd. 2001).

Programl1 hiicre 6liimii sinyal iletimini kontrol eden, aktive eden veya baskilayan birgok
modiilatér bulunmaktadir. Regiilatorlerin bazilari apoptozun erken evrelerinde goriiliip
hiicreyi 6liime hazirlarlar. Bu yapilar patojenler tarafindan ifade edilen proteinler (Orn;
Bcl-2 ve ilgili proteinler) ve kinazlardir (stres ile aktive olmus protein kinazlardir)
(Kinloch vd. 1999).
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P-53: P53 geni tiimor baskilayici bir gen olup apoptozu diizenler. Onemli gérevleri ise
serbest radikal olusumu, hipoksi ve p53 aracili DNA onarimi ve apoptozisdir (Banasiak
ve Haddad 1998). DNA hasar gordiigii zaman hiicre dongiisiiniin S fazina gegisini
engeller ve DNA tamirini bekler. Eger DNA tamir olmayacak sekilde ise hucreler
apoptozisle yok edilir (Nakano 1997, Miyashita vd. 1994, Spencer vd. 1996).

C-myc: C-myc proteini bir transkripsiyon duzenleyici faktordur ve ortamdaki
maddelere gore hiicrenin apoptozuna ya da ¢ogalmasina neden olur (Evan vd. 1992). Bir
protoonkogen olan C-myc hicrenin blylmesini programlamaktadirlar. Hicrede
biiyiime faktorlerinin yaninda C-myc’de yoksa buyume durdurulur tam tersi olarak her
ikiside bulunuyor ise hiicre ¢ogalir. Fakat C-myc oldugunda biyime faktorlerinin
eksikliginde ise apoptozis gorulur (Evan vd. 1992, Schwartzman ve Cidloski 1993,
Wagner vd. 1993).

Bcl-2: Biiyiikliigii 26 kDa olan ve gekirdek, mitokondrial ve endoplazmik retikulum dis
yuzeyindeki membranlarda yerlesmis protein olan Bcl-2 ilk olarak C. elegans’da
yapilan genetik ¢alismada Ced-9 adinda bir molekiiliin programlanmis hiicre dliimiinii
engelledigi  gosterilmistir.  Memelilerdeki Ced-9’un  karsilign  Bcl-2  olarak
adlandirilmigtir  (Thompson 1995, Cooper 1994). Bcl-2 ailesinin bazi {iyeleri
proapoptotik olup apoptozu uyarirken (Bax, Bad, Bid, Bcl-Xg) diger kismi ise
antiapototik olup (Bcl-2, Bcl-X;) apoptozu inhibe etmektedir. Bu ailede proapoptotik
olanlar mitokondri’den sitokrom-c salinimi indiiklerken antiapoptotikler sitokrom-c
salimmmint baskilarlar. Proapoptotik tiyeler ile antiapoptotik {iyelerin birbirine
baglanmasi ile inhibitor etki yok olur ve sitokrom-c salinimi gergeklesir. Bu nedenle
proapoptotik ve antiapoptotik arasinda gerceklesen denge yasam ile liim arasindaki
secenegi belirler. Bcl-2 ailesinin  anti-apoptotikleri Bcl-2, Bcl-X1, Mcl-1’dir.
Proapoptotikleri ise; Bax, BclXs, Bad, Bim, Bak, Bok, Bid’dir (Petros vd. 2004).
Antiapoptotik tiyelerin fazla ifadesi apoptozu baskilarken; proapoptotik Uyelerin fazla

ifadesi hiicrelerin 6liimiine neden olmaktadir.
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2.3.4 Apoptozisin saptanmasinda kullanilan yontemler

Morfolojik goruntiileme ydntemleri

a) Isik mikroskobu kullanimi1
Hematoksilen boyama
Giemsa boyama

b) Floresan mikroskobu

c¢) Elektron mikroskobu

d) Faz kontrast mikroskobu

Immiinohistokimyasal yontemler

a) Anneksin V Yontemi
b) TUNEL Ydntemi

¢) M30 Yontemi

d) Kaspaz-3 yontemi

Biyokimyasal Yontemler

a) Agaroz Jel Elektroforezi
b) Western Blot
c¢) Flow Sitometri

Immiinolojik Yoéntemler

a) ELISA DNA fragmentasyonu M30 duzeyi
b) Flourimetrik Yodntem Kaspaz aktivasyonu

Molekiiler Biyoloji Yontemleri

DNA mikrodizin
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Genel reaktifler

Hiicre hatlarinin ¢ogaltilmasi i¢in Modified Eagle’s Medium (MEM) (PAA [The Cell
Culture Company], E08209-2261) besiyeri kullanilmistir. Besiyerine fetal calf serum
(FCS) (Stem Cell, 04F11678) ve Penisilin/Streptomisin (Biowest, S12204L.0018)
eklenmistir. Hiicrelerin yikanmasi i¢in PBS (PAA [The Cell Culture Company],
H00210-0647) ve hiicrelerin plakalardan kaldirilmasi igin Tripsin-EDTA (Stem Cell,
05A13807) kullanilmistir. Coziicii olarak DMSO (Sigma, 049K2387) kullanilmistir.
RNA izolasyonu icin ise TRizol (Genezol, XN19001), kloroform (MERCK,
K02545831341), izopropanol (EMSURE, K44834034334), etanol (MERCK,
K38999227830) kullanilmistir. Hiicre canliligini belirlemek igin ise MTT (3-[4,5-
Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl blue) (Sigma,
MF6004) kullanilmustir.

3.1.2 Kullanilan sarf malzemeler

Hiicre kiiltiirii flaski 25 cm? (SARSTEDT, 5025112), Cryo.S kriyovial, Dnase-Rnase
free, 2 ml (ROTH, 60024042), steril polipropilen konik santriftj tlp, 1.5 ml’lik steril
santrifiij tipti (CELLSTAR® TUBES, Kat.n0:188 271), pipet uglari; Dnase-Rnase free,
steril, filtreli 10 pl, 100 ul, 1000 ul (BioPointe Scientific® Kat.no:321-4050A ), steril
serolojik pipetler 1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml (JET BIOFIL, Lot No: 090415-071),
96 kuyucuklu duz tabanli steril plaka (SARSTEDT, Lot:5025111), 6 kuyucuklu diz
tabanli steril plaka (SARSTEDT, Lot:5024611), 384 kuyucuklu plaka (ROCHE,
Lot:13019801).
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3.1.3 Kullanilan kitler

% CDNA Sentez kiti, ROCHE, Lot#10760921
«»» Kazpaz 3 kolorimetrik testi kiti, Sigma-Aldrich, Lot#074M4123V
< Annexin V-FITC apoptoz belirleme Kiti, Invitrogen, Lot#1597071

3.1.4 Liken sekonder metaboliti

Calisma boyunca ana materyal olarak kullanilan ve liken sekonder metabolit olan

vulpinik asit (Santa Cruz Biotechnology, Lot#L.2612 ) uretici firmadan ticari olarak

temin edilerek kullanilmistir.

3.1.5 Kanser ve normal hiicre hatlar:

Deneyler, ATCC’den temin edilen farkli reseptdr alt tiplerine ait MDA-MB-231 (Insan

meme kanser epitel hiicre hatt1), MCF-7 (Insan meme kanser epitel hiicre hatt1), BT-

474 (Insan meme kanser epitel hiicre hattr), SK-BR-3 (Insan meme kanser epitel hiicre

hatt1) ve MCF-12A (Insan meme dokusu normal epitel hiicre hatti) hatt1 kullanilmistir

(Cizelge 3.1-3.2).

Cizelge 3.1 Kullanilan meme kanseri hiicre hatlarinin patolojik bilgileri

ER PR HER2
(Ostrojen Hormon (Progesteron (Insan Epidermal
Reseseptori) Hormon BlUylume Faktori
Reseptori) Reseptori)

MDA-MB-231 - - -
MCF-7 + + -
BT-474 + + +
SK-BR-3 - - +
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Cizelge 3.2 Calismada kullanilan meme hiicre hatlari ve ATTC numaralari

Kanserli Hicreler Normal Hiicre
MDA-MB-231
Kat No. HTB-26™ MCF-12A

™
MCE.7 Kat No. CRL-10782

Kat No. HTB-22™

BT-474
Kat No. HTB-20™

SK-BR-3
Kat No. HTB-30™

3.1.6 Kullanilan cihazlar

Bu tez kapsaminda ¢izelge 3.3’de belirtilen cihazlar kullanilmistir.

Cizelge 3.3 Kullanilan cihazlar listesi

Cihaz Adr Markasi

CO; inklbator Sanyo CO, Incubator

Elektroforez tanki1 Thermo Scientific

Eliza okuyucu VICTOR3 V

Flow sitometri cihazi BDFACSAria ll

Goruntileme sistemi Syngene Gene Genius Bio Imaging
Gii¢ kaynag1 Thermo Scientific

Kirik buz makinasi Scotsman

Laminar flow kabin Holten LaminAir Model 1,8
Mikroskop Leica DCF290

19



Cizelge 3.3 Kullanilan cihazlar listesi (devam)

Cihaz Adx

Markasi

Nanodrop

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer

Otomatik pipetler

10pl, 100p1, 1000pl

Gilson

Real Time PCR

Roche Light Cycler 480

Saf su cihazi

Millipore Synergy, 185

Santriflj

Hettich Zentrifugen Rotina 35R

Shaker

Finepcr Orbital Shaker SH30

S1vi1 azot tanki

STATEBOURNE cryogenics

Spin santrifij

BioSan

Su banyosu

Lab-Line Aquabath

Terazi

Shimadzu AX200
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3.2 YOntem

[ YVulpinik Asit } m— [ 4 Kansex/ 1Mormal hiicre ]

Sekil 3.1 Is akis semasi

3.2.1 Hiicre Kkiiltiirii besiyerinin hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinin hepsi hiicre kiiltiirii odast ve steril giivenlik kabini
igerisinde gergeklestirilmistir. MDA-MB-231, MCF-7, BT-474 ve SK-BR-3 hiicreleri

i¢in hazirlanan besi yeri igerigi;

> %10 Fetal Bovine Serum
» %12 mM L-glutamin,
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> %1 Penisilin + streptomisin
» DMEM (PAA Laboratories, Ausria)

100 ml MCF-12A hiicre besiyeri icin ise;

YV V. V V V V

%10 Fetal Bovine Serum

%1 2 mM L-glutamin

%1 Penisilin+ streptomisin

300 pl insiilin (10pg/ml), 3.75 ul EGF (20ng/ml)
250 pl Hidrokortizon (0.5mg/ml)

DMEM HAM’S-F12 besiyerinde ¢ogaltilmistir.

3.2.2 Hucre agma ve hucrelerin idamesi

>

Sivi azot tankinda dondurulmus halde muhafaza edilen hiicreler tanktan
cikarilarak énceden 37°C getirilmis su banyosunda yaklasik 2-3dk bekletilerek
¢cOzdiirtilmiistiir.

Kontaminasyonu Onlemek amaciyla su banyosuyla etkilesen tiipler %70’lik
alkolle silinerek laminar giivenlik kabini icerisine alindu.

Laminar kabin icerisinde ayr1 ayr1 agilan MDA-MB-231, MCF-7, BT-474 ve
SK-BR-3 hiicreleri i¢in 15°lik falkon tiip igerisine 5 ml %10 FBS iceren DMEM
besiyeri konuldu.

Sivi azot tankindan cikarilan ve ¢ozdlrllen htcreler 15°lik falkon icerisine
aktarildi. MCF-12A hiicresi isse DMEM HAM’S F-12 igeren 15’lik falkona
aktarildi.

Falkon 1500 rpm’de +4°C’de 5 dakika santrifiij edilip hiicrelerin pellet seklinde
dibe ¢okmesi saglandi.

Santrifiij sonrasinda Siipernatant kismi atildi ve pellet seklindeki hiicreler 5 ml
taze besiyeri ile suspanse edildi.

Siispanse edilen hiicreler kontaminasyonu 6nlemek amaciyla filtre kapakli 25
cm®lik hiicre kiiltiirii flask igerisine alindu.

Flask 37°C’de %5 CO>’li inkibattrde inkiibasyona birakild.
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» Hiicrelerin daha saglikli bliylimesi agisindan besiyerleri yaklasik iki glnde bir
degistirildi ve c¢ogalma hizlari, morfolojik yapilar1 ve canliliklar1 invert

mikroskop ile takip edildi.

3.2.3 Hiicrelerin pasajlanmasi

Yaklagik 3-4 ginlik inkiibasyon sonrasinda mikroskop ile bakildiginda %80-90

oraninda doygunluga ulasan flask inkiibatérden alindi.

» Laminar kabin igerisine alinan flaskdaki besiyeri serolojik pipet ile ¢ekilip atildu.

» Flaskin yiizeyinde yapigik olan hiicrelere zarar vermeden flask yuzeyine
yapismamis halde bulunan 6lii hiicreler 25 cm? flask icin yaklasik 2 ml fosfat
tampon soltsyonu (PBS) ile yikandi ve hemen PBS ¢ekilip atildi.

» Ardindan 1 ml Tripsin-EDTA solisyonu eklenerek flask yaklasik 2-3 dakika
inkibatore kaldirildi.

» 2-3 dakika sonunda flask yiizeyindeki hiicrelerin kalkip kalkmadigi 6ncelikle
gozle bulaniklik durumuna gére ve akabinde mikroskop ile hiicrelerin hareket
edip etmedigine bakild1.

» Flask yuzeyinden kalkmis olan hiicrelere tripsinin inhibisyonu igin tripsin
hacminin ti¢ kat1 besi yeri eklendi ve 15’lik falkona alindu.

» 15°1ik falkon igerisindeki stispansiyon 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve
tripsin-EDTA soliisyonu uzaklastirildi.

» Tup icerisinde kalan hucre pelleti taze besiyeri ile stispanse edilerek iki adet 25
cm?’lik flaska boliinerek pasajlandi.

> Yeniden pasajlanan hicreler % 90 nem 37°C’de %5 CO>’li inkibatdrde inkiibe
edildi.

3.2.4 Hiicrelerin dondurulmasi ve saklanmasi

> Flaskin % 80-90 dolmasinin ardindan besiyeri cekilip atildi ve 25 cm? flask icin
yaklagik 2 ml PBS ile yikandi.

23



» Ardindan hiicreler 25 cm? flask icin 1 ml Tripsin-EDTA ile kaldirilarak 1500
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve tripsin besiyerinden uzaklastirildi.

» Olusan hiicre pelleti dnceden hazirlanmig 900 pl fetal bovine serum icerisine
100 pl Dimetil sulfoksit (DMSO) eklenmesiyle elde edilen dondurma
besiyerinde (%90 Fetal Bovine Serum + %10 DMSO) slspanse edilerek
dondurma tiipleri igerisine alindi.

> Igerisinde hiicre olan dondurma tiipleri kademeli olarak 1 saat -20°C’de
bekletildi ve 1 saat sonunda -80°C’de 24 saat bekletilmesinin ardindan uzun siire

muhafaza etmek i¢in s1v1 azot tankina kaldirildi.

3.2.5 Kullanilan hicre sayisinin optimizasyonu ve plate yerlesimi

Deneylerde kullanilacak uygun hiicre sayisinin belirlenmesi amaciyla 96 kuyucuklu
mikroplakalarda dort farkli kanser hiicresi ve bir adet normal meme hiicresi icin (g
tekrarli olarak kuyucuklara ekim yapildi. Her biri 5000, 7000, 10000 hiicre i¢eren 100
Ul DMEM besiyeri her bir kuyucuga ekilip mikroplak 37°C’de %5 CO>’li inkiibatérde
24 saat inkiibasyona birakildi ve hiicrelerin ¢ogalmasi mikroskobik olarak gozlemlendi.
Bu optimizasyon sonunda tiim hiicrelerin 24 saat ¢ogalmalarina bagli olarak bir
kuyucuk icin 10000 (1x10%) olarak saptandi ve diger analizler bu sartlarda
gerceklestirildi.

3.2.6 Hucre saymm

Flasktan kaldirilarak 15°lik falkon tiipe alinan hiicreler santrifiij edildi ve siipernatant
cekilip atildi. Pellet halindeki hiicreler taze besiyeri ile siispanse edildi. Siispanse olmus
hiicreden 100 pl ¢ekilerek thoma lami oluklarina dikkatlice yayilmistir. Thoma laminin
alt ve list kisminda bulunan 16 karedeki hiicreler mikroskop altinda 10X objektif
blyitmesinde bu islem dort defa tekrarlanarak sayilmistir ve aritmatik ortalamasi
almmustir (Sekil 3.2). Hiicreler thoma laminda sayildiktan sonra asagidaki formile gore

toplam hiicre sayis1 belirlenmistir.
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Sekil 3.2 Thoma Lami ve Thoma laminin sayim yapilan kareleri

3.2.7 Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Kanser ve normal hicrelerin ticari vulpinik asite olan hassasiyetleri MTT (Hicre
proliferasyon reaktifi) (Sigma, MF6004) yontemi ile gergeklestirilmistir.

Cozicu (DMSO) hazirlanisi

1M olarak satin alinan DMSO (Sigma, 049K2387) vulpinik asit sekonder metabolitinin
son konsantrasyonu DMSO’nun toksik etkisini en aza indirmek icin daha 0Once

literattirde belirlenen14 mM olacak sekilde DMEM ile seyreltilmistir.

MTT coOzeltisinin hazirlanisi

50 mg olarak tartilan MTT reaktifi 10 ml PBS igerisinde ¢ozdiiriilmistiir. C6zelti 0.20
um’lik filtreden gecirilerek kullanima hazir hale getirilmistir. MTT reaktifinin 1s13a olan
duyarliligi nedeni ile ¢ozelti hazirligi karanlik ortamda yapilmaya dikkat edilmistir.
Filtrelenmesinin ardindan hazir hale getirilen stok soliisyon bu haliyle +4°C’de en fazla

bir ay karanlik ortamda saklanabilmektedir.
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3.2.8 Liken sekonder metaboliti vulpinik asitin ¢6zilmesi ve uygun
konsantrasyonlarin hazirlanmasi

322,22 g/mol molekiler agirliga (mA) sahip olan vulpinik asit’den (Sekil 3.3)
calisilacak ana stok olan 200 pM wvulpinik asit konsantrasyonu 14 mM DMSO ile
hazirlanmistir. Caligilacak diger konsantrasyonlar (100, 50, 35, 25, 15, 12.5, 6.25,
3.125, 1.56 ve 0.78 pM) 200 pM vulpinik asit konsantrasyonunun ileri dilusyonlart ile

hazirlanmistir.

Sekil 3.3 Vulpinik asit

3.2.9 Liken sekonder metaboliti vulpinik asitin meme kanseri hucreleri tzerine
etkisinin mtt testi ile degerlendirilmesi

Farkli dozdaki vulpinik asit konsantrasyonlar1 (100, 50, 35, 25, 15, 12.5, 6.25, 3.125,
1.56 0.78 uM) dort adet meme kanseri hiicresine (MDA-MB-231, MCF-7, BT-474 ve
SKBR-3) ve bir adet normal meme htcresi (MCF-12A) grubu igin de uygulanmistir
(Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4 Meme kanseri hiicre hatlari, uygulanan vulpinik asit konsantrasyonlari

Huicre Kalttru Vulpinik asit Zaman
konsantrasyonlari
MDA-MB-231
MCF-7
BT-474 0.78, 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 48 saat

15, 25, 35, 50, 100 uM
SK-BR-3

MCF-12A (normal meme
hiicresi)

MTT testi indirekt olarak hiicre biiyiimesi ve/veya hiicre 6limiinii degerlendirmeyi
amaclayan, hiicre kiiltirii esasina dayanan bir yontemdir. MTT (3-[4,5-
Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl blue) canli
hiicrelerin kiiltiir ortamlarinda mitokondrial aktivitesi devam ederken kolorimetrik
olarak oOlgiilmesini saglar. Tetrazolium tuzu olan ve suda ¢oziinebilen MTT igerisinde
fenol kirmizisi igermeyen besiyeri ve ya tuz soliisyonlarinda hazirlandiginda sarimsi bir
soliisyon olusturur. Canli hiicrelerin mitokondrileri araciligi ile dehidrogenaz
enzimlerce parcalanan tetrazolium halkasi sonucunda MTT mor renkli ¢ozilemez
formazona doniisiir. Bu olusan formazon ¢oziicii ile ¢oziinebilir hale getirilir ve olusan
renk reaksiyonu spektrofotometrik olarak okunup degerlendirilerek bu sekilde

hiicrelerin ¢ogalmasi ve canlilig1 takip edilir (Mosmann 1983, Freimoser vd. 1999).

» MTT testinde kullanilacak olan vulpinik asit sekonder metaboliti diliisyonlari,
pozitif ve negatif kontrol, MTT boyasi ayn1 giin taze hazirlanarak kullanildu.

> 96 kuyucuklu diiz tabanh steril plaka icerisine 100 pl besiyeri icinde 1x10*
hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapildi.

» 24 saat hiicrelerin plakaya yapigmasi i¢in inkiibasyona birakildi.
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> Inkiibasyon sonras1 kuyucuklardaki besiyeri steril filtreli pipet ile cekilip atildi
ve hicrelerin tizerine hazirlanan 100, 50, 35, 25, 15, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56 ve
0.78 uM konsantrasyonlarindaki 100 pl wvulpinik asit konsantrasyonlari {i¢
tekrarli olacak sekilde eklendi.

» Aym sekilde negatif kontrol olarak 100, 50, 35, 25, 15, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56
ve 0.78 konsantrasyonlardaki 100 pl vulpinik asit icermeyen 14 mM DMSO
konsantrasyonlar1 da ii¢ tekrarli olarak eklendi ve 48 saat 37°C’de %5 CO»’li
inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

» Pozitif kontrol olarak Amonyum Molibtat eklendi.

» 48 saatin sonunda vulpinik asit sekonder metabolit konsantrasyonlar1 ¢ekildi ve
hiicrelerin iizerine taze hazirlamis MTT soliisyonundan 50 pl eklendi.

> MTT soliisyonu ile 4 saat 37°C’de %5 CO;’li inkiibatorde inkiibasyona birakild.

» 4 saat sonunda MTT soliisyonu ¢ekilip atildi ve her kuyucuga 100 pl
isopropanol eklendi.

» Plate hafif¢e c¢alkalanmasinin ardindan spektrofotometrik olarak 570 nm

(referans 650 nm)’de absorbans degerleri okutuldu.

Sitotoksisiteyi degerlendirmeden Once, hiicresiz kuyulardaki OD degerleri (sadece
besiyeri + MTT), oziitlerin bulundugu kuyucuklarin OD degerlerinden ¢ikarilmistir.
Numunelerin toksisitesinin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir. Canlilik
hesabinin yapilmasi igin; OD degeri (ilag) / OD degeri (Hiicre Kontrol) x100 formlu
kullanilmistir. Sonuglar 3 tekrarlt yapilip student-t testi ile anlamlilik seviyeleri

belirlenmistir.

Absorbans degerlerine ait verilerin elde edilmesi ile EC50 degeri ve canlilik oranlari
hesaplandi. EC50 degerinin hesaplanmasinda absorbans degerleri (OD degerleri)
logaritma tabanina cevrildi, daha sonra Graphpad Prism 6 programi kullanilarak

hesaplamalar yapildi.

Graphpad Prism 6 ile egrinin EC50 degerinin hesaplanmasi i¢in;

Y=100/[1+10"((LogEC50-X)*HillSlope))] esitligi kullanilmustir.
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3.2.10 Annexin V uygulamasi ile apoptoz degerlendirilmesi

Sitoplazma yuzinde fosfatidilserin (PS) bulunan normal hicrelerde hiicre apaptozise

ugrarsa i¢ tarafa yerlesmis olan PS molekiilleri zarin dis tarafina transloke olurlar.

PS’lerin dis yilize transloke olmasi ise floresan bir madde (6rnegin; FITC) ile

isaretlenmis Anneksin V ile goriindr hale getirilirler.

Annexin V uygulamasi ile apoptoz degerlendirilmesi asamasinda Annexin V-FITC

apoptoz belirleme kiti kullanildi. Kit Bilesenleri: Annexin V-EGFP, 1X Baglama

Tamponu, Propidium lodid’dir.

Y

vV V VYV V

Y VY

>
>
>
>

Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara her kuyucuga 2x10° hiicre olacak sekilde ekim
yapildi ve 24 saat hiicre kiiltiirii sartlarinda inkiibasyona birakildi.

Hiicre besiyeri ¢ekilip atild1 ve PBS ile yikandi.

Hiicre i¢in hesaplanan EC50 degerleri ile hazirlanan vulpinik asit
konsantrasyonlar1 hiicrelere uygulandi ve 48 saat hiicre kiiltiirii kosullarinda
inkiibasyona birakildi.

48 saat sonunda besi yeri ve huicre gekilerek 15°1ik falkona konuldu.

2 ml SF ile yikandi ve tekrar 15°lik falkona konuldu.

Uzerine 200 pl Tripsin-EDTA eklendi ve en fazla 5 dk olmak sartiyla beklendi.
Hiicrelerin kalktigi mikroskopta gézlemlendikten sonra tzerine 5 ml besiyeri
eklenerek 15°lik falkona alindi.

Falkon +4°C’de 1800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Ustte kalan siipernatant bosaltildi ve iizerine yaklasik 13-14 ml soguk PBS
eklendi.

Falkon alt Ust edildikten sonra tekrar +4°C’de 1800 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi.

Tekrar {ist s1v1 bosaltildi ve 1 ml soguk PBS ile siispanse edildi.

Swvi filtre ile siiziildiikten sonra 1 pul YO-PRO, 1 pl Pl ilave edildi.

30 dk buz iizerinde inkiibasyona birakildi.

Sonrasinda flow sitometri ile analiz edildi (Sekil 3.4).

* Calisma boyunca falkonlar buz {lizerinde tutulmasina dikkat edildi.
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Sekil 3.4 Flow sitometri cihazi

Annexin V-EGFP bagli hiicreler plazma membranlarinda yesil boya gostermistir.
Membran biitinliigiinii kaybetmis hiicreler niikleus boyunca kirmizi boyanma (PI) ve
hiicre yiizeyinde (plazma membrani) yesil boyanin (EGFP) bir halesini gdstermistir. Bu
deney basamagi vulpinik asit sekonder metabolitleri i¢in 3 tekrarl olarak yapildi.

3.2.11 Kaspaz-3 aktivitesinin belirlenmesi

CPP-32 hiicre igi sistein proteazi olan Kaspaz 3, memeli hiicrelerin apoptozisini
baglatan ICE-ailesi proteazlarin/kaspazlarin aktivasyonunu baslatir. Proenzim olarak
sentezlenen kaspaz 3 apoptozis asamasinda kaspaz kaskatinin uyarilmasi ile aktif hale
gecer. Kaspaz 3 enzimi, DEVD (Asp-Glu-Val-Asp) aminoasit motifi iceren PARP (poli
ADP-riboz polizeraz) ve 70 kD biiyiikliigiindeki Ul-ribontkleoprotein gibi molekdilleri

parcalar.

Hicre lizatindaki proteaz aktivasyonu kaspaz 3’iin pNA ile konjuge olmasi ile spesifik
peptit olan DEVD ile tespit edilir. Kromofor madde olan pNA kaspaz 3 tarafindan
parcalanarak serbest kalir. pNA ’nin ortaya ¢ikarttigi renk siddeti spektrofotometrede
405 nm de okunur. Meydana gelen renk siddeti hiicre lizatindaki kaspaz 3 enzim
aktivitesiyle dogru orantili olarak kantitatif bir sonug verir. Kaspaz 3 analizi ‘‘Sigma-
Aldrich, Caspase-3 colorimetric assay’’ kiti Sigma-Aldrich, (Lot# 074M4123V) ile
gerceklestirildi (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5 Kaspaz-3 kit igerigi

5X Liziz Tamponu 5 ml
10X Reaksiyon Tamponu 20 ml
Kaspaz-3 SUg
Ac-DEVD-pNA Substrat 15 mg
Ac-DEVD-CHO Inhibitdr 0.5mg
p-Nitroanilin Standart 1mg
Su 125 mi

Apoptotik hiicrelerin hiicre lizatinin hazirlanmasi

>

Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara her kuyucuga 5x10° hiicre/2 ml olacak sekilde
uygulama grubu ve kontrol grubu i¢in ikiser tekrarli olarak ekildi.

Hicreler 37°C°de %5 CO;,’li inkiibatdrde 24 saat inkiibasyona birakild.

EC50 degerleri belirlenmis miktarlardaki vulpinik asit konsantrasyonlari
uyguland1 ve 48 saat hiicre kiiltiirii sartlarinda inkiibasyona birakildi.

48 saat sonunda besiyeri ¢ekilip atildi ve hiicreler 1 ml PBS ile yikandi.

Hicreler 50 pl sogutulmus hiicre liziz tamponu ile plakalardan kazindi. Bu
islemin buz iizerinde yapilmasina dikkat edildi.

1.5’lik ependorf tiipiine alinarak 15-20 dakika buz tUzerinde inkube edildi.

15 dakika 17000 g’de +4°C’de santrifiij yapild1 ve siipernatant yeni bir ependorf
tiipine aktarildi (Lizatlar reaksiyon bittikten sonra aliquotlanarak -80°C’de
saklandi).

Kit igerigi ¢izelge 3.6’de gosterildigi gibi 96°lik plate’lere dagitildi.
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Cizelge 3.6 Kaspaz-3 enzim aktivitesinin olgiilmesinde uygulanan bilesenlerin

konsantrasyonu
Hiicre Lizat1 | Kaspaz-3 | Reaksiyon Kaspaz-3 Kaspaz-3
5 ug/ml Tamponu inhibitor Substrat
Ac-DEVD-CHO | Ac-DEVD-CHO
2mM 20 MM
Blank | | ou | - 10 pl
Apoptoz igin S5ul | - gsu | - 10 pl
indiiklenmemis
hiicre lizat1
Apoptoz igin S5ul | - 75 ul 10 pl 10 pl
indiiklenmemis
hiicre lizat1 +
inhibitor
Apoptoz igin S5ul | - gsu | - 10 pl
indiiklenmis hiicre
lizati
Apoptoz igin S5ul | - 75 ul 10 pl 10 pl
indiiklenmis hiicre
lizat1 + inhibitor
Kaspaz-3 Pozitif |  --—--- 5ul gul | - 10 ul
Kontrol
Kaspaz-3 Pozitif |  ----- 5ul 75 ul 10 pl 10 pl

Kontrol

> Plate yerlesiminin ardindan 1,5-2 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi (Sarimsi

bir renk gozlenmesi beklendi olmadigi takdirde gece boyu inkibasyona

birakildr).

» Daha sonra plate 405 nm dalga boyunda eliza okuyucu cihazinda analize alindi.

» Bu deney basamagi vulpinik asit sekonder metabolitleri icin 3 tekrarli yapildi.

Deney tekrarlar1 sonucunda student-t testi yapilmistir.

Standardin hazirlanmasi

» Toz halinde bulunan p-Nitroanilin standart 720 pul DMSO ile ¢ozalda.
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» Hazirlanan stok standart soliisyonun 1/100 oraninda reaksiyon tamponu ile dillie
edildi.
» Bu diliisyon 405 nm’de 6l¢ildi.

> Gergek konsantrasyon élciim sonucunda ¢™™=10.5 formiilii ile hesaplandi.

p-Nitroanilin kalibrasyon egrisi cizimi

» p-Nitroanilin stok soliisyonu 1X reaksiyon tamponu kullanilarak 200 uM ile 10
MM araliginda konsantrasyonlar hazirlandi (Cizelge 3.7).

» BudilGsyonlar 100 pl olarak kuyulara dagitildi.

» 405 nM’ de absorbansi okundu.

Cizelge 3.7 Kaspaz-3 enzim aktivitesinin belirlenmesindeki kalibrasyonun hazirlanmasi

MM p-Nitroanilin pmol p-Nitroanilin
100 pl
10 0.001
20 0.002
50 0.005
100 0.01
200 0.02

3.2.12 RNA izolasyonu 6ncesi hticre kaltarinin uygun hale getirilmesi

MDA-MB-231, MCF-7, BT-474, SK-BR-3 ve MCF-12A hicreleri T-25’1ik flasklar
igerisinde ¢ogaltilmasinin ardindan hiicreler 6 kuyucuklu steril plakalara her kuyucukta
5x10° hiicre olacak sekilde optimize edilen miktarda hiicreler dagitilmistir. Bu hiicreler
24 saat 37°C’de %5 COy’li inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Ardindan her bir hiicre
icin GraphPad programu ile belirlenmis EC50 (Half Maximal Effective Concentration)
degerine karsilik gelen vulpinik asit konsantrasyonu uygulamasi yapilmistir. Her bir

kanser ve hiicre hatti i¢in iki adet biyolojik tekrar kullanilmigtir. Ayrica vulpinik asit
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liken sekonder metabolitinin ¢oziiciisii olan DMSO ve MEM ile de tiim hiicreler ayni

sekilde muamele edilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5 EC50 konsantrasyonuna gore vulpinik asit uygulamasi

3.2.13 RNA izolasyonu, miktar ve kalite tayini

RNA kolayca degrede olabilen bir molekiil oldugu i¢in izolasyon siirekli buz tizerinde

gerceklestirilir. Calismaya baslamadan 6nce santrifiijde +4°C’ye getirildi.

» RNA izolasyonu i¢in hazir olan 6 kuyucuklu plaka da bulunan hicrelerin
besiyeri ¢ekilip atildi ve hiicreler 1 ml soguk PBS ile iki kere yikandi.

» Her kuyucuk igin 1 ml TRizol (Genezol) eklendi ve scraper ile kazindi.

» Kazimanin ardindan kalkan hiicreler steril 1.5’lik ependorf tiiplerine alindu.

» Hicrelerin gruplasma ve yapigma ihtimaline karsi vortekslendi ve ince uglu
enjektdrden gecirildi. Enjektér ucundan gegerken hiicreler patlar.

» 1000 pl TRizol ve oOrnek karigimi igin 1/5 oraminda (200 pl) fenold
uzaklastirmak amagli kloroform eklendi. Boylece kloroform fenol’ti baglar ve
dibe ¢oker boylece berrak faz liste ¢ikar.

» Kloroform eklendikten sonra tiipler sert¢e ¢alkalandi ve 1-2 dakika beklendi.

> Tupler kapak yonine dikkat edilerek 14.000 rpm +4°C’de 25 dakika santrifiij
edildi.

» Santrifiij sonunda ii¢ faz olustu.

1. Berrak faz > RNA
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2. Bulutsu (beyaz) faz > DNA
3. Pembe (organik) faz > Fenol ve Kloroform

» Berrak faz pipet yardimiyla dikkatlice alindi. Berrak fazin alt kisminda bulunan
beyaz faza ¢ok yaklagilmadi aksi takdirde DNA kontaminasyonuna sebebiyet

verilebilir.

A\

Baslangi¢ TRizol miktarinin (1 ml) yaris1 kadar 500 pl izopropanol suyu
uzaklastirmak amacl eklendi ve pipetaj yapildi.

Oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

14.000 rpm +4°C’de 25 dakika santrifiij edildi ve pellet olustu.

Tiip pellete dikkat edilerek bosaltildi ve kurumas1 beklendi.

Baslangi¢c TRizol miktar1 kadar (1 ml) etanol (%70) ile 10.000 rpm +4°C’ de 5
dakika santrifuj edildi (Etanol TRizol kaynakli tuzlar1 uzaklastirir).

vV V VYV V

A\

Tiip pellete dikkat edilerek bosaltildi.
Tekrar baslangi¢ TRizol miktar1 kadar (1 ml) etanol (%70) ile 10.000 rpm +4°C’
de 5 dakika santriftj edildi.

A\

» Tip pellete dikkat edilerek bosaltildi ve agz1 agik birakilarak etanol’iin u¢gmasi
beklendi.

» Pellet 35-40 pl suda ¢ozdiiriildii ve iyice pipetaj yapildi ve buz iizerine alindu.

» Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific) kullanilarak saflik ve

konsantrasyonlarina bakildu.

3.2.14 cDNA (komplementer DNA) sentezi

cDNA sentezi, Rosche First Strand cDNA Synthesis Kit (Rosche) kullanilarak
gerceklestirildi. Cizelge 3.8’de cDNA sentezinin ilk asamasinda hazirlanan total RNA

ve primer karigimi igerisinde bulunan bilesenler ve son konsantrasyonlari verilmistir.

» Cizelge 3.8’de yer alan bilesenler buz iizerinde tutulan niikleaz free tipe

sirasiyla eklendi.
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Cizelge 3.8 cDNA sentezi icin total RNA ve primer konsantrasyonu

Komponent Son Konsantrasyon
Total RNA 0.1 ng — 5 pg total RNA
Anchored-oligo(dT)18 Primer, 1L
100 pmol/ul
Saf su Toplam hacim 13 pl’ye ayarlanir

> Total RNA—primer karisimi 1s1 dongii cihazinda, 65°C’de 5 dakika bekletilerek
RNA’nin ikincil yapisinin denatiirasyonu saglanda.

» Is1 dongii cihazindan ¢ikan 6rnekler kirik buza saplanip 5 dakika bekletildi.

» Ters transkripsiyon reaksiyonunun (RT-PCR) gerceklestirilmesi igin ¢izelge

3.9’da yer alan bilesenler sirasiyla eklendi.

Cizelge 3.9 Ters transkripsiyon reaksiyonu bilesenlerinin konsantrasyonlari

Komponent Miktar
5x Reaksiyon tamponu 4 uL
RiboLock RNase inhibitor (20 U/uL) 0,5 uL
10 mM dNTP karigimi 2 uL
RevertAid H Minus M- MuL V Ters Transkriptaz (200 U/ L) 0,5 uL
Toplam hacim 20 pL

» Pipetle hafifge karistirilip, santrifiij edildi.
» Ters transkripsiyon reaksiyonu cizelge 3.10°da belirtilen programda, 1s1 dongii

cihazinda gergeklestirildi.
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Cizelge 3.10 Ters transkripsiyon reaksiyon kosullari

Primer Hedef mMRNA RT Reaksiyonu Inkiibasyon
Saresi
Oligo(dT)1g primer 4 kb’a kadar 55 °C’de 30 dk

85 °C’de 5 dk

» Elde edilen ¢cDNA’lar Real time PCR reaksiyonu gergeklestirilene kadar -20
°C’de muhafaza edildi.

» Sonrasinda RNA oOrneklerinden sentezlenmis c¢DNA’larin saflik ve miktar

Ol¢timleri gergeklestirildi.

3.2.15 Primer dizayni

Calismada housekeeping gen olarak kullanilan GAPDH ve hedef gen bolgerine ait olan

TP53, Bcl-2, Bax, BIRCS5, kaspaz 3, kaspaz 7, kaspaz 8 ve kaspaz 9 primerlerinin

sentezi, gen bankasinda (NCBI) yer alan dizilerden hedef hiicre hatti orjinal kaynagina

en yakin homolojiyi gosterenler kullanilarak gergeklestirilmistir (Cizelge 3.11).

Sentezlenen primerler i¢in erime egrisi (melting curve) analizi yapildi ve primer dimer

olusumu ve 0Ozgiil olmayan amplifikasyon friinleri gibi hatalarin olup olmadigi

g6zlemlenmistir.

Cizelge 3.11 Calismada kullanilan apoptozla iliskili gen bélgeleri icin tasarlanan primer

dizileri

Primer Sekans (5°—3°) Primer Baglanma
uzunlugu (b¢) | Sicakhigi (Tm)
TP53-F 5’-TAC CAC CAT CCACTACAACT-3 20mer 60.0 °C
TP53-R 5’-CAG AGG CACAAACACGCAC-3 19 mer 60.0 °C
Bcl-2-F 5’-ATG TGT GTG GAG AGC GTC AACC-3’ 22mer 65.0 °C
Bcl-2-R 5’-TGA GCA GAG TCT TCA GAG ACA GCC-3’ 24mer 65.0 °C
Bax-F 5’-TTT CTG ACG GCA ACT TCA ACT GGGT-3’ 24mer 65.0°C
Bax-R 5’-TGT CCA GCC CAT GAT GGT TCT GAT-3’ 24mer 65.0°C
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Cizelge 3.11 Calismada kullanilan apoptozla iliskili gen bélgeleri icin tasarlanan primer

dizileri
Primer Sekans (5°—3°) Primer Baglanma
uzunlugu (b¢) | Sicakhigi (Tm)

GAPDH-F 5’-GAA GGT GAA GGT CGG AGT C-3° 19mer 60.0 °C
GAPDH-R 5’-GAA AGA TGG TGA TGG GAT TT-3’ 20mer 60.0 °C
BIRCS5-F 5’-AGC CCT TTC TCA AGG ACC AC-3’ 20mer 60.5°C
BIRC5-R 5’-TGG CTC GTT CTC AGT GGG GCA GT-3’ 23mer 68.2°C
Kaspaz 3-F 5>-TGTTTG TGT GCT TCT GAG CC-3’ 20mer 58.4°C
Kaspaz 3- 5’-CACGCCATGTCATCATCAAC-3 20mer 58.4°C
R

Kaspaz 7-F 5’-CCA ATA AAG GAT TTG ACA GCC-3’ 21mer 57.4°C
Kaspaz 7- 5’-GCATCT GTG TCATTG ATG GG-3° 20mer 58.4°C
R

Kaspaz 8-F 5’-GAT CAAGCC CCACGATGAC-3’ 19mer 59.5°C
Kaspaz 8- 5’-CCT GTC CAT CAG TGC CAT AG-3’ 20mer 60.5°C
R

Kaspaz 9-F 5’-CAT TTC ATG GTG GAG GTG AAG-3° 21mer 59.4°C
Kaspaz 9- 5’-GGG AAC TGC AGG TGG CTG-3° 18mer 60.7°C
R

(F: Forward/ileri, R: Reverse/Geri)

3.2.16 Real-time PCR uygulamasi

Real-Time PCR uygulamasi Roche Light Cycler 480 Real Time cihazi araciligiyla
SYBR Green I Master boyasi kullanilarak gergeklestirildi. Calisilmasi hedeflenen
genlere ait diziler NCBI veri tabaninda arastirilip ¢ikarilmis ve bolgeye 6zgl primerler
tasarlanarak sentezlettirilmistir. Ayrica ekspresyon c¢aligmalar1 i¢in gerekli sartlardan
birisi olan normalizasyon isleminde bir housekeeping (referans) gen olan GAPDH geni
kullanilmistir. Real-Time PCR yontemi ile kantitasyon (gen ekpresyonu miktari
belirleme) calismast SYBR Green 1 boyast kullanilarak gergeklestirilmis ve
kantitasyonu takiben PCR’1n etkinligini saptamak ve herhangi bir dimer olusumu olup
olmadigimi gozlemlemek amaciyla erime egrisi (melting curve) analizi yapilmustir.
Kontrol grubu ile TP53, Bcl-2, Bax, BIRCS, kaspaz 3, kaspaz 7, kaspaz 8 ve kaspaz 9
gen bolgesi igin tasarlanan butin primerlerin gercek zamanli PCR reaksiyonlari
denenerek optimizasyonu saglanmistir. En iyi sonucu veren TP53, Bcl-2, Bax, BIRCS5,
kaspaz 3, kaspaz 7, kaspaz 8 ve kaspaz 9 primeleri ile g¢ogaltma islemi
gerceklestirilmistir.  Kontrol ornekleri ile gergeklestirilen primer optimizasyonu

caligsmalar1 sonrasinda biitiin orneklerin gercek zamanli PCR reaksiyonu yapilmistir.
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Vulpinik asit uygulamalar1 sonrasinda segilen orneklerin gergek zamanli PCR
reaksiyonlar1 ii¢ tekrarli (teknik tekrar) olacak sekilde gergeklestirilmistir. Gergek
zamanl PCR reaksiyonu gizelge 3.12°de verilen komponentler ile hazirlanmis olup saf
su ile toplam hacim 20 ul’ye ayarlanarak Roche Light Cycler 480 Real-Time cihazinda
cizelge 3.13’de verilen programda ¢ogaltilmustir.

Cizelge 3.12 Real Time PCR reaksiyon bilesenleri konsantrasyonu

Komponent Son Konsantrasyon
cDNA 1.5ul
Ileri (Forward) Primer 0,7 pl
Geri (Reverse) Primer 0,7 ul
SYBR® Green Master Mix 10 pl
Toplam hacim 20 pl’dir.

Cizelge 3.13 Real Time PCR reaksiyon kosullart

Primer Sicaklik Sure Dongu sayis1

On denatiirasyon 95°C 10s 1
Denatiirasyon 95°C 10s

Baglanma 60°C 10 40
72°C 8s

Erime 95°C 30s 1
Egrisi Analizi 60 °C 30s

99 °C stirekli okuma

GAPDH, TP53, Bcl-2, Bax, BIRCS5, kaspaz 3, kaspaz 7, kaspaz 8 ve kaspaz 9 genlerinin

vulpinik asit uygulamasi sonrasinda alinmig &rneklerin Real-Time PCR reaksiyonu
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Roche Light Cycler 480 Real Time cihazinda, Relative Standard Curve’de
gerceklestirilmis ve gergek zamanl olarak izlenerek pik profilleri kaydedilmistir. Cycle
Treshold (Ct) degeri polimeraz zincir reaksiyonuna ait pik profilinde logaritmik artiga
gecilen ilk noktay1 belirtmektedir. Real time PCR reaksiyonlar1 sonrasinda elde edilen

pik profillerinden her bir 6rnege ait Ct degerleri belirlenmistir.

3.2.17 Normalizasyon ve istatistiksel hesaplamalar

Vulpinik asit uygulanan 6érneklerden de tcer tekrarli olacak sekilde Real Time PCR
reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Vulpinik asit uygulanmis hiicrelere ait transkript
profilleri kontrol profilleri ve housekeeping gen olarak segilen GAPDH ile
karsilastirilmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi Livak ve

-AACT
2

Schmittgen’in metoduna gore yapilmistir (Vousden 2000).

3.2.18 Veri analizi

gRT-PCR analizi sonras1 ham Cp (crossing point) degerleri olarak elde edilmis ve AACt
metodu kullanilarak analiz edilmistir. Her bir gen ifade seviyesi referans genlerin
(GAPDH) ifadeleri ile normalize edilerek hesaplanmis daha sonra hiicre hatlarindaki her
bir gen degisimi birbirleri ile kiyaslanmistir. Bu verilerin ortalama, standart sapma,
standart hata ve istatistiksel olarak anlamlilik dereceleri istatistik programi (SPSS 15)
ile hesaplanmistir. RNA kalitesi ve AACT = ACT (6rnek 2) — ACT (6rnek 1) formiilii ile
her bir RNA i¢in AACT degerleri hesaplanir. Son olarak her bir gen igin 2042 jle Kat

degisimleri hesaplanmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Farkh Dozlarda Vulpinik Asit Konsantrasyonlart Uygulanan Meme Hiicre
Hatlarinda MTT Testi Sonuclari

Vulpinik asitin 100, 50, 35, 25, 15, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56 ve 0.78 pM’dan olusan
konsantrasyonlarin MDA-MB-231, MCF-7, BT-474, SK-BR-3 meme kanseri hiicre
hattina ve MCF-12A (meme normal) hattina uygulanmasi sonucunda elde edilen hicre
canlilig1 tespiti igin yapilan MTT sonuglarinin Graph-Pad ve Excel grafik gdsterimi
sekil 4.1-4.10 arasinda verilmistir. Belirlenen dozlardaki vulpinik asitin ti¢ tekrarli
olarak uygulamas: sonucunda kanser hucrelerinde yuksek oranda hucre olumi
goralurken wvulpinik asit ile ayni konsantrasyonlarda hazirlanan ve wvulpinik asit
¢ozicusu olarak kullanilan DMSO ile muamele edilen hicrelerde herhangi bir hiicre

Olumi gortlmemistir.

log-dose vs response

0.15- . :
-o vuUlpinik asit
- MO0
0.187 ®
[ 3
0.05 -

0.5 0.0 0:5 1 .ICI 1 :5 2.0 2.5
log[Agonist], M

Sekil 4.1 MDA-MB-231 hiicresinin 48 saat belirlenen dozlarala wvulpinik asit
muamelesi sonucunda elde edilen doz egrisi
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Sekil 4.2 MDA-MB-231 hicresinin 48 saat belirlenen dozlarla vulpinik asit muamelesi
sonucunda elde edilen grafik

Cizelge 4.1 MDA-MB-231 hiicresine uygulanan vulpinik asit konsantrasyonlarina ait
hiicre canlilik testi sonuglari

Dozlar % Canhhk
0.78uM %92
1.56 uM %78
3.125 uM %77
6.25 uM %70
12.5 uM %49
15 uM %50
25 uM %49
35 uM %49
50 uM %48
100 uM %48

Sekil 4.1-4.2°de gosterildigi gibi MDA-MB-231 hiicresine belirlenen dozlarda 48 saat

vulpinik asit muamelesi sonucunda hiicre canlilik oraninin azaldig goriilmiistiir ve

hicre hattina ait doz cevap egrisinde 11 uM konsantrasyonda %55 oraninda hicre

canliliginda azalma goriilmiistiir (p<0.001).
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Sekil 4.3 MCF-7 hiicresinin 48 saat belirlenen dozlarla vulpinik asit muamelesi
sonucunda elde edilen doz egrisi
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Sekil 4.4 MCF-7 hicresinin 48 saat belirlenen dozlarla vulpinik asit muamelesi
sonucunda elde edilen grafik
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Cizelge 4.2 MCF-7 hiicresine uygulanan vulpinik asit konsantrasyonlarina ait hiicre
canlilik testi sonuglari

Dozlar % Canhhk
0.78uM %91
1.56 uM %88
3.125 uM %83
6.25 uM %80
12.5 uM %77
15 uM %63
25 uM %54
35 uM %20
50 uM %20
100 uM %20

Sekil 4.3-4.4’de gosterildigi gibi MCF-7 hiicresine belirlenen dozlarda 48 saat vulpinik
asit muamelesi sonucunda hiicre canlilik oraninin azaldigi goriilmiistiir ve hiicre hattina
ait doz cevap egrisinde 18 uM konsantrasyonda %52,5 oraninda hiicre canliliginda

azalma goriilmiistiir (p<0.007).

0.8 . .
- VULFINIK ASIT

. - DMSO
> o.i:
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Q
8
<
0.2
*H———o—sp—o00—

05 00 05 1.0 1.5 2.0 25
Vulpinik Asit Dozlar1 (log 10)

Sekil 4.5 BT-474 hicresinin 48 saat belirlenen dozlarla vulpinik asit muamelesi
sonucunda elde edilen doz egrisi
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Sekil 4.6 BT-474

hlcresinin 48 saat belirlenen dozlarla vulpinik asit muamelesi

sonucunda elde edilen grafik

Cizelge 4.3BT-474 hiicresine uygulanan vulpinik asit konsantrasyonlarina ait hiicre

canlilik testi sonuglari

Dozlar % Canhihk
0.78uM %96
1.56 uM %80
3.125 uM %73
6.25 uM %43
12.5 uM %41
15 uM %41
25 M %40
35 uM %39
50 uM %39
100 uM %39

Sekil 4.5-4.6’da gosterildigi gibi BT-474 hicresine belirlenen dozlarda 48 saat vulpinik
asit muamelesi sonucunda hiicre canlilik oraninin azaldig1 goriilmiistiir ve hiicre hattina

ait doz cevap egrisinde 5 uM konsantrasyonda %53,75 oraninda hiicre canlihiginda

azalma gorilmiistiir (p<0.006).
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Sekil 4.7 SK-BR-3 hiicresinin 48 saat belirlenen dozlarla vulpinik asit muamelesi
sonucunda elde edilen doz egrisi
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Sekil 4.8 SK-BR-3 hiicresinin 48 saat belirlenen dozlarla vulpinik asit muamelesi
sonucunda elde edilen grafik
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Cizelge 4.4 SK-BR-3 hiicresine uygulanan vulpinik asit konsantrasyonlarina ait hiicre
canlilik testi sonuglari

Dozlar % Canhhk
0.78uM %96
1.56 uM %83
3.125 uM %76
6.25 uM %61
12.5 uM %41
15 uM %43
25 uM %42
35 uM %41
50 uM %42
100 uM %43

Sekil 4.7-4.8°de gosterildigi gibi SK-BR-3 hicresine belirlenen dozlarda 48 saat
vulpinik asit muamelesi sonucunda hiicre canlilik oraninin azaldig gorilmiistiir ve
hiicre hattina ait doz cevap egrisinde 10 pM konsantrasyonda %51,25 oraninda hiicre

canliliginda azalma goriilmiistiir (p<0.003).
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Sekil 4.9 MCF-12A (Normal meme hucresi) hiicresinin 48 saat belirlenen dozlarla
vulpinik asit muamelesi sonucunda elde edilen doz egrisi
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Sekil 4.10 MCF-12A hcresinin 48 saat belirlenen dozlarla vulpinik asit muamelesi
sonucunda elde edilen grafik

Cizelge 4.5 MCF-12A hiicresine uygulanan vulpinik asit konsantrasyonlarina ait hiicre
canlilik testi sonuglari

Dozlar % Canlihik
0.78uM %92,8
1.56 uM %80
3.125 uM %77
6.25 uM %80
12.5 uM %75
15 uM %73
25 uM %76
35uM %81
50 uM %75
100 uM %70

Belirlenen vulpinik asit konsantrasyonlart MCF-12A hiicresine uygulanmasi sonucunda
hiicre canliliginda ¢ok diisiik oranlarda degisme oldugu goriilmiistiir (p<0.003). Deneyin
kontrolinii saglamak i¢in normal hiicre hattinda diger kanserli hucrelerin EC50
degerlerine yakin oranda yani 10 pM konsantrasyonda vulpinik asit uygulamasi

yapilmistir.
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4.2 MTT Testi Sonucunda EC50 Degerinin Belirlenmesi

Tez calismalarinin 6n denemelerinde liken sekonder metaboliti olan vulpinik asitin
MTT testi sonucunda da hiicre canliigindaki azalma i¢in tiim hiicrelerde en etkili
zamanin 48 saat oldugu belirlenmistir. Bu nedenle tez kapsaminda 48 saatin etkinligi
tercih edilmistir. EC50 degerlerinin hesaplanabilmesi i¢cin MTT testi sonucunda
spektrofotometrede okuma sonucu alinan absorbans degerleri (OD degerleri) logaritma
(logl0) tabanina c¢evrilmis, daha sonra GraphPad Prism 6 programi kullanilarak

hesaplamalar yapilmistir. Sonuglar ¢izelge 4.6’da gosterilmistir.

Cizelge 4.6 Caligilan tiim meme hiicre hatlarma karsi uygulanan vulpinik asit
konsantrasyonu sonrasi belirlenen EC50 degeri

HUCRE HATTI EC50
MDA-MB-231 11 M
MCF-7 18 uM
BT-474 5 uM
SK-BR-3 10 uM
MCF-12A *

* Vulpinik asit uygulanan kanserli hiicrelerde tespit edilen EC50 degerinin yaklagik ortalama degerine
yakin olacak sekilde tarafimizca EC50 degeri 10 uM olarak belirlenmistir. Béylece MTT testi sonucunda
Vulpinik asit’in her ne kadar normal hiicre Gzerine etkisini ¢ok diigiik oranlarda belirlensede kontrol
amacli bundan sonraki deneylerde 10 pM vulpinik asit konsantrasyonu uygulanmistir.

4.3 Annexin V Uygulamasi ile Flow Sitometride Apoptoz Sirecine Olan Etkinin
Belirlenmesi

MDA-MB-231 hicresine 48 saat slre ile iki tekrarli olacak sekilde 11 uM vulpinik asit
uygulamasi sonucunda flow sitometri cihazinda apoptotik etkinin belirlenmesi amagl
alinan sonuglara gore hicrelerin %42’si erken apoptoza girerken %37’si dlmiistiir. Bu
sonuglara gore MDA-MB-231 hiicresinin yaklasik %79’u apoptoz slreci ile hicre
oliime gitmistir (Sekil 4.11-4.13).
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Sekil 4.11 MDA-MB-231 hiicresi kontrol dérnegine gore flow sitometri grafikleri

A: Pozitif Kontrol, B: Apoptoza giren hiicre ayrimi ve kantitatif yiizde analizi
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Sekil 4.12 MDA-MB-231 hiicresine vulpinik asit uygulanmasi sonrast flow sitometri
grafikleri

A: Pozitif Kontrol, B: Apoptoza giren hiicre ayrimi ve kantitatif yiizde analizi

50



120 +

MDA-MB-231

100 -

60 - H Kontrol
B Vulpinik

40 Asit

Yiizde Degisim Orani (%)

Erken Apoptoz Orani Hiicre Oliim Orani
Apoptotik Siiregte Hiicre Oliim Orami (%)

Sekil 4.13 MDA-MB-231 hiicrelerinin erken apoptoz ve hiicre 6liim orani

MCF-7 hucresine 48 saat sure ile iki tekrarli olarak 18 uM vulpinik asit uygulamasi
sonucunda flow sitometri cihazinda apoptotik etkinin belirlenmesi amagli alinan okuma
sonucglarma gore hiicrelerin %40’1 erken apoptoza girerken %53’ Olmiistiir. Bu
sonuglara gore MCF-7 hicresinin yaklasik %93’ apoptoz sireci ile 6lim yoluna
gitmistir (Sekil 4.14-4.16).
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Seki 4.14 MCF-7 hiicresi kontrol drnegine gore flow sitometri grafikleri

A: Pozitif Kontrol, B: Apoptoza giren hiicre ayrimi ve kantitatif yiizde analizi
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Sekil 4.15 MCF-7 hiicresine vulpinik asit uygulamasi sonrasi flow sitometri grafikleri

(A: Pozitif Kontrol, B: Apoptoza giren hiicre ayrimi ve kantitatif yiizde analizi)
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Sekil 4.16 MCF-7 hucrelerinin erken apoptoz ve hiicre 6liim orani

BT-474 hicresine 48 saat sure ile iki tekrarli olarak 5 uM vulpinik asit uygulamasi
sonucunda flow sitometri cihazinda apoptotik etkinin belirlenmesi amagli alinan okuma
sonuclarina gore hiicrelerin %41°1 erken apoptoza girerken %?29’u Olmiistiir. Bu
sonucglara gore BT-474 hiicresinin yaklagik %70’i apoptoz sureci ile 6lim yoluna
gitmistir (Sekil 4.17-4.19).
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Sekil 4.17 BT-474 hiicresi kontrol 6rnegine gore flow sitometri grafikleri

A: Pozitif Kontrol, B: Apoptoza giren hiicre ayrimi ve kantitatif yiizde analizi
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Sekil 4.18 BT-474 hiicresine vulpinik asit uygulamasi sonrasi flow sitometri grafikleri

A: Pozitif Kontrol, B: Apoptoza giren hiicre ayrimi ve kantitatif yiizde analizi
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Sekil 4.19 BT-474 hicrelerinin erken apoptoz ve hiicre 6liim orani

SK-BR-3 hiicresine 48 saat siire ile iki tekrarli olacak sekilde 10 uM vulpinik asit
uygulamasi sonucunda flow sitometri cihazinda apoptotik etkinin belirlenmesi amagli
alinan sonuglara gore %35°1 erken apoptoza girerken %31°1 6lmiistiir. Bu sonuglara gore
SK-BR-3 hiicresinin yaklasik %66’s1 apoptoz sureci ile 6lim yoluna gitmistir (Sekil
4.20-4.22).
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Sekil 4.20 SK-BR-3 hiicresi kontrol 6rnegine gore flow sitometri grafikleri

A: Pozitif Kontrol, B: Apoptoza giren hiicre ayrimi ve kantitatif yiizde analizi
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Sekil 4.21 SK-BR-3 hiicresine vulpinik asit uygulamasi sonrasi flow sitometri grafikleri

A: Pozitif Kontrol, B: Apoptoza giren hiicre ayrimi ve kantitatif yiizde analizi
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Sekil 4.22 SK-BR-3 hiicrelerinin erken apoptoz ve hiicre 6liim orani

MCF-12A hicresine 48 saat siire ile iki tekrarli olacak sekilde 10 uM wvulpinik asit
uygulamasi sonucunda flow sitometri cihazinda apoptotik etkinin belirlenmesi amacli

alinan sonuglara gore %20’si erken apoptoza girerken %15 6lmiistiir. Bu sonuglara gore
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MCF-12A hiicresinin yaklasik %35°1 apoptoz siireci ile 6liim yoluna gitmistir.

hlcrelere gore ¢cok daha distik yiizdelerde goriilmistiir (Sekil 4.23-4.25).
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Sekil 4.23 MCF-12A hiicresi kontrol 6rnegine gore flow sitometri grafikleri

A: Pozitif Kontrol, B: Apoptoza giren hiicre ayrimi ve kantitatif yiizde analizi
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Sekil 4.24 MCF-12A hicresine vulpinik asit uygulamasi sonrasi flow sitometri

grafikleri

A: Pozitif Kontrol, B: Apoptoza giren hiicre ayrimi ve kantitatif yiizde analizi
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Sekil 4.25 MCF-12A hicresinin erken apoptoz ve hiicre 6liim orani

4.4 Kaspaz-3 Aktivitesinin Belirlenmesi

Hiicre canlilik testi sonucunda belirlenen EC50 degerleri uygulanmis MDA-MB-231,
MCF-7, BT474, SK-BR-3 ve MCF-12A hicrelerinde kontrole (vulpinik asit
uygulanmamis) gore kaspaz-3 enzim aktivitesi ii¢ tekrarli yapilarak sekil 4.26 ve sekil
4.31 arasinda gosterilmistir. Vulpinik asitin MDA-MB-231 hicresi i¢in belirlenen EC50
degerinin hiicreye uygulanmasi sonucunda sadece hicre besiyeri olan DMEM ile
muamele edilmis kontrol hiicresine gore kaspaz-3 aktivitesi %12 artmustir (p<0.0001)
(Sekil 4.26).
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Sekil 4.26 Vulpinik asitin MDA-MB-231 hicresi i¢in belirlenmis EC50 degerinin
kaspaz-3 aktivitesi Uzerine etkisi
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Vulpinik asitin MCF-7 hiicresi igin belirlenen EC50 degerinin hiicreye uygulanmasi
sonucunda sadece hiicre besiyeri olan DMEM ile muamele edilmis kontrol hiicresine
gore kaspaz-3 aktivitesi %13 artmustir (p<0.0007) (Sekil 4.27).

16 1 MCEF-7
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o I ke

KONTROL MCF-7

Sekil 4.27 Vulpinik asitin MCF-7 hiicresi i¢in belirlenmis EC50 degerinin Kaspaz-3
aktivitesi Uzerine etkisi

Vulpinik asitin BT-474 hiicresi igin belirlenen EC50 degerinin hiicreye uygulanmasi
sonucunda sadece hucre besiyeri olan DMEM ile muamele edilmis kontrol hiicresine
gOre kaspaz-3 aktivitesi %12 artmistir (p<0.0006) (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28 Vulpinik asitin BT-474 hiicresi igin belirlenmis EC50 degerinin Kaspaz-3
aktivitesi Uzerine etkisi
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Vulpinik asitin SK-BR-3 hiicresi igin belirlenen EC50 degerinin hiicreye uygulanmasi
sonucunda sadece hiicre besiyeri olan DMEM ile muamele edilmis kontrol hiicresine
gore kaspaz-3 aktivitesi %10 artmustir (p<0.0003) (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29 Vulpinik asitin SK-BR-3 hicresi i¢in belirlenmis EC50 degerinin Kaspaz-3
aktivitesi izerine etkisi

Vulpinik asitin MCF-12A hiicresi igin belirlenen EC50 degerinin hiicreye uygulanmasi
sonucunda kontrol hiicresine gore kaspaz-3 aktivitesi % 3 artmistir (p<0.03) (Sekil
4.30).
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Sekil 4.30 Vulpinik asitin MCF-12A hiicresi i¢in belirlenmis EC50 degerinin Kaspaz-3
aktivitesi Uzerine etkisi

59



Calisilan tum hucrelerin kontrol grubuna gore kaspaz-3 aktivitesi degerlendirilmistir.
Kanser hucrelerindeki kaspaz-3 aktivitesindeki artisin %10-13 oldugu goriilurken
normal meme hicresi olan MCF-12A’da bu oranin %3’lerde kaldigi belirlenmistir
(Sekil 4.31).
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Sekil 4.31 Vulpinik asitin ¢alisilan tiim hiicre hatlar1 i¢in belirlenmis EC50 degerinin
kaspaz-3 aktivitesi Uzerine etkisi

Sekil 4.32 Kaspaz-3 kiti ile yapilan deney sonrasi plate goriiniimii
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4.5 Total RNA Izolasyonu Sonuclari

Calisilan hiicrelerden izole edilen RNA o6rneklerinin miktar ve saflik derecesinin
belirlenmesi icin spektrofotometrik Glglim sonuglar1 gizelge 4.7°de verilmistir.
Spektrofotometre Ol¢iimlerinin ardindan OD260/0D280 saflik oranlar1 1,84 ile 2,08
arasinda oldugu tespit edilmistir. Hiicre total RNA 6rnegi miktar araligi ise 41,06 ng/ul
ile 466,60 ng/ul arasinda bulunmustur (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 Total RNA izolasyonu sonucu miktar ve saflik tayini

Ornek Ad1 ng/pl 260/280 260/230
MDA-MB-231 VA | 339,54 1,94 1,94
MDA-MB-231 VA Il 352,62 1,97 1,70
MDA-MB-231 DMSO | 362,35 1,94 1,33
MDA-MB-231 DMSO II 326,23 1,96 1,61
MDA-MB-231 MEM I 405,28 1,93 1,75
MDA-MB-231 MEM Il 418,71 1,89 1,90
MCF-7 VAl 183,15 1,85 1,02
MCF-7 VA I 113,55 1,96 0,90
MCF-7 DMSO | 176,73 1,86 0,73
MCF-7 DMSO 11 174,39 1,84 2,04
MCF-7 MEM | 134,54 1,86 1,54
MCF-7 MEM 11 151,24 1,91 1,06
BT-474 VA | 277,07 2,01 1,29
BT-474 VA 1l 291,00 1,95 1,83
BT-474 DMSO | 309,47 1,95 1,56
BT-474 DMSO |1 362,80 1,97 1,78
BT-474 MEM | 346,29 1,88 1,59
BT-474 MEM 11 375,01 1,84 1,87
SK-BR-3VAI 53,34 2,07 1,86
SK-BR-3VAII 47,90 2,03 2,09
SK-BR-3DMSO | 61,06 2,06 1,07
SK-BR-3 DMSO 11 55,44 2,08 1,58
SK-BR-3 MEM | 41,06 2,07 1,66
SK-BR-3 MEM 11 46,09 2,01 1,83
MCF-12A VA | 344,89 1,89 1,73
MCF-12A VA 1l 348,89 1,89 2,04
MCF-12A DMSO | 410,09 1,86 2,22
MCF-12A DMSO 11 466,60 1,88 2,09
MCF-12A MEM | 361,07 1,90 1,96
MCF-12A MEM 11 389,43 1,89 1,99

VA: Vulpinik asit
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Izole edilen total hiicre RNA’lar1 %2’lik agoroz jelde 100V’da 30dakika yur(tiilerek
28S ve 18S rRNA bantlar sekil 4.33-4.34°de verilmisitr. Her hiicre 6rnegi iki tekrarli

olarak jel kuyularina art arda olmak tizere yliklenmistir.

13 14 16 17 18 19 20 21 22

Sekil 4.33 MDA-MB-231, MCF-7 ve BT-474 hicre hatlarina ait izole edilen RNA
orneklerinin agaroz jel elektroforezi goruntdsu

1:MDA-MB-231 VA |, 22MDA-MB-231 VA Il, 3:MDA-MB-231 DMSO I, 4$:MDA-MB-231 DMSO I,
5:MDA-MB-231 DMEM 1, 6:MDA-MB-231 DMEM II, 7:MCF-7 VA |, 8:MCF-7 VA Il, 9:MCF-7
DMSO I, 10:MCF-7 DMSO II, 11:MCF-7 DMEM 1, 12: MARKER, 13:MCF-7 DMEM 11, 14:BT-474
VA |, 16:BT-474 VA 1l, 17:BT-474 DMSO |, 18:BT-474 DMSO II, 19:BT-474 DMEM |, 20:BT-474
DMEM II, 21:BT-474 VA, 22:MARKER
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8 9 10 11 12 13 14

Sekil 4.34 SK-BR-3 ve MCF-12A hiicrelerinden izole edilen RNA 6rneklerinin agaroz
jel elektroforezi goruntisu

1:MARKER, 2:SK-BR-3 VA |, 3:SK-BR-3 VA IlI, 4:SK-BR-3 DMSO |, 5:SK-BR-3
DMSO IlI, 6:SK-BR-3 DMEM |, 7:SK-BR-3 DMEM I, 8:MARKER, 9:MCF-12A VA
I, 10:MCF-12A VA 11, 11:MCF-12A DMSO |, 12:MCF-12A DMSO II, 13:MCF-12A
DMEM I, 14:MCF-12A DMEM 11

4.6 cDNA Sentezi Sonuglari

RNA drneklerinin safliklar1 ve miktarlari spektrofotometrede ve jelde kontrol edildikten
sonra 200 ng/ml’e ayarlanarak CDNA sentez kiti (ROCHE, Lot#10760921) kullanilarak
cDNA sentezi yapilmistir.
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4.7 qRT PCR Sonugclarn

200 ng RNA orneklerinden elde edilen cDNA’lar ile Ankara Universitesi Biyoteknoloji

Enstitlisi’nde Roche Light Cycler 480 cihazi ile polimeraz zincir reaksiyonlari her

ornek icin iki tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonlar ile

apoptozla iligkili bazi1 genlere ait ifade seviyesinin tespiti sonucu elde edilen esik

degerleri (Cr) cizelge 4.8-4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.8 Apoptozla iliskili bazi genlere ait Cy degerleri

TP53 BAX BCL-2 BIRC-5 GAPDH
Hicre Hatlan (Hedef Gen) | (Hedef Gen) | (Hedef Gen) | (Hedef Gen) | (Housekeeping)
MDA-MB-231 VA I 28.00 27.48 31.76 29.56 31.00
MDA-MB-231 VA Il 28.54 26.49 30.84 29.27 28.34
MDA-MB-231 DMSO | 28.54 25.72 31.83 30.76 25.98
MDA-MB-231 DMSO 11 29.42 26.05 31.78 30.04 23.17
MDA-MB-231 MEM | 30.60 27.32 34.27 32.19 23.48
MDA-MB-231 MEM |1 30.75 28.67 32.49 30.84 25.79
MCF-7 VA 3241 31.23 31.70 31.97 26.03
MCF-7 VA 1l 31.50 29.29 31.91 31.97 27.74
MCF-7 DMSO | 32.29 32.47 32.45 31.86 28.21
MCF-7 DMSO 11 33.35 30.08 31.25 31.57 25.96
MCF-7 MEM | 31.75 29.32 32.45 30.93 25.56
MCF-7 MEM 11 31.81 28.95 35.00 31.67 26.26
BT-474 VA | 27.45 28.27 31.44 30.57 23.52
BT-474 VA Il 29.30 29.54 33.18 30.69 25.44
BT-474 DMSO | 27.26 29.93 32.28 29.04 23.99
BT-474 DMSO 11 28.04 32.95 33.07 29.18 30.88
BT-474 MEM | 30.63 32.74 31.20 3241 27.30
BT-474 MEM II 29.22 34.46 31.00 32.72 25.91
SK-BR-3 VAl 30.52 33.07 35.00 34.48 29.83
SK-BR-3 VAl 31.50 32.70 31.91 34.30 26.03
SK-BR-3DMSO | 27.80 33.50 29.07 33.11 28.07
SK-BR-3DMSO II 28.55 33.86 28.70 33.56 26.82
SK-BR-3 MEM | 27.99 34.00 32.08 33.44 27.68
SK-BR-3 MEM 11 27.74 34.53 32.57 33.00 27.66
MCF-12A VA | 27.11 33.00 33.15 31.81 26.48
MCF-12A VA Il 27.22 33.00 33.00 32.71 26.53
MCF-12A DMSO | 26.24 31.40 30.87 31.08 25.56
MCF-12A DMSO 11 26.41 31.43 31.06 31.76 25.32
MCF-12A MEM | 26.23 31.93 31.88 32.27 24.71
MCF-12A MEM 11 26.70 32.09 32.20 31.95 24.82
NK 35.00 35.00 24.15 34.56 25.43
NK 35.00 35.00 25.01 35.00 29.16

VA: Vulpinik asit, NK: Negatif Kontrol
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Cizelge 4.9 Apoptozla iliskili baz1 kaspaz genlerine ait Ct degerleri

Hiicre Hatlar Kaspaz-3 Kaspaz-7 Kaspaz-8 Kaspaz-9
MDA-MB-231 VA I 32.15 35.00 32.72 32.00
MDA-MB-231 VA 11 33.07 35.00 31.64 32.04
MDA-MB-231 DMSO | 33.79 32.81 271.72 28.86
MDA-MB-231 DMSO |1 33.05 32.21 28.99 29.92
MDA-MB-231 MEM | 34.52 31.87 25.28 30.92
MDA-MB-231 MEM 11 34.03 31.94 24.52 31.22
MCF-7 VA I 28.07 32.58 24.53 32.80
MCF-7 VA I 28.61 32.31 26.16 32.59
MCF-7 DMSO | 27.16 32.71 25.20 32.99
MCF-7 DMSO 11 28.00 35.00 25.92 33.19
MCF-7 MEM | 29.00 32.41 26.04 33.23
MCFE-7 MEM 11 28.88 32.22 26.26 32.83
BT-474 VA | 29.50 31.58 28.67 30.84
BT-474 VA Il 29.22 32.03 29.85 31.97
BT-474 DMSO | 29.74 31.29 27.62 30.59
BT-474 DMSO I 30.63 30.04 28.03 30.80
BT-474 MEM | 29.11 32.90 24.58 31.92
BT-474 MEM 11 29.93 27.91 24.03 31.61
SK-BR-3 VA 31.23 35.00 26.52 33.80
SK-BR-3VAI 31.88 32.11 25.07 34.02
SK-BR-3DMSO | 30.15 28.83 26.01 32.91
SK-BR-3 DMSO Il 30.63 32.34 25.58 33.15
SK-BR-3MEM I 33.45 31.92 25.60 32.89
SK-BR-3 MEM I 33.01 32.40 26.00 33.24
MCF-12A VA | 29.11 27.95 24.28 33.12
MCF-12A VA Il 29.30 31.81 25.33 32.24
MCF-12A DMSO | 28.90 31.92 23.66 31.21
MCF-12A DMSO 11 28.50 29.54 23.91 31.86
MCEF-12A MEM | 27.93 30.98 24.64 32.00
MCF-12A MEM 11 30.57 26.59 24.28 31.94
NK 33.11 31.19 34.00 33.10
NK 32.78 30.84 34.41 32.70

VA: Vulpinik asit, NK: Negatif Kontrol

Giivenilirligi test etmek i¢in TP53, Bcl-2, Bax, BIRC5 ve GAPDH genlerine ait
primerlerin erime egrisi (melting curve) analizi yapilmistir. Istenmeyen amplifikasyon
tirtinleri ve primer dimer olusumunun 6ntine gegcmek i¢in dogru primer tasarlamaya ve
uygun sicaklikta reaksiyon kurulmasma dikkat edilmistir. Calistigimiz tiim genlere ait

erime egrisi analiz sonuclar1 sekil 4.35-4.39 arasinda verilmistir.
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Bax genine ait MDA-MB-231, MCF-7, BT-474, SK-BR-3 ve MCF-12A hiicre hatlarina

ait erime egrisi grafigi sekil 4.35’de verilmistir.

Melting Peaks

— A1 MDA WA 2 — A2 MDA VA S — A3 MDA DMS0 3 — A4 MDA DMSO 4 —— A5 MDA MEM 2
A MDA MEM 4 — AT MCF VA2 AG MCF WA S — AL MCF DMSO 2 —— A10: MCF DMS0 3
— A11: WCF MER 1 212 MCF REM 2 — A13 BT Va1 — A4 BT WA 2 — &13 BT DMSC 1
— A16: BT DMSC 2 — A17: BT MEM 1 A18: BT MEM 2 — &19: SKBR V& 3 A20: SKBR VA 4
— A2 SKBR DMS3 3 - A2 SHBR DMS0 4 —— A23 SKBR MEM 3 A4 SHBR MEM 4 —— B1: MLHUC YWATS
— B2 MHUC WA 4 — B3 MHUC DMED 2 — B4 MHUC DMS0 4 —— B M.HUC MER 1 BE: M.HUC MER 4
— BT MK BE: MK
4392
4442
2 399
&
% 354
g
3 3082,
£ 264
3 2192
£
£ 1742
= 1292
=
= 0842
T 0392 e
nnsa] = —_—

€5 62 70 72 74 75 73 80 82 94 ©5 83 90 492 94 95 98
Temperature [*C)

Sekil 4.35 Bax geni erime egrisi

TP53 genine ait MDA-MB-231, MCF-7, BT-474, SK-BR-3 ve MCF-12A hicre

hatlarina ait erime egrisi grafigi asagida verilmistir (Sekil 4.36).

Melting Peaks

— A1: MDA VA2 — A2 MDA VA3 —— 83 MDADMSO 3  — A4 MDA DMSO4  —— A5 MDA MEM2
AB: MDA MEM4 — AT MCF WA 2 A3 MCFVAS —— A9: MCF DMSO 2 —— A10: MCF DMSO 3
— A11: MCF MEM 1 A12: MCF MEM 2 — A13: BT VA1 — A14: BT VA2 —— 815 BT DMSO 1
— A16: BT DMSO 2 — A17: BT MEM 1 A18: BT MEM 2 — A19: SKBR VA 3 A20: SKBR VA 4
— A21: SKBRDMSO 3 —— A22: SKBR DMS0O 4 —— A23: SKBR MEM 3 A24: SKBRMEM4 ——B1: NHUC VA 3
— B2 NHUC VA 4 —— B3 NHUC DMS02 — B4: NHUC DMS04 —— BS: N.HUC MEM 1 B6: N.HUC MEM 4
— B7: NK B8: NK
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Sekil 4.36 TP53 geni erime egrisi
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Bcl-2 genine ait MDA-MB-231, MCF-7, BT-474, SK-BR-3 ve MCF-12A hiicre

hatlarina ait erime egrisi grafigi asagida verilmistir (Sekil 4.37).

Melting Peaks

— 41 MDA, e D — AZ MDA A S — A3 MDA DMSO 3 — A4 MDA DMSD 4 —— A5 MDA MEM 2
AE: MDA MEM 4 — B1: MCF a2 — B2 MCF VA 3 — B3 MCFDMS0 2 —— B4 MCF DMS0 3
—— B5: MCF MEM 1 BE: MCF MEM 2 — 1 BT VA1 —C2BTVAD —— 3 BT DS 1
— C4: BT DMSO 2 —— 5 BT MEM 1 CE: BT MEM 2 —[1: SKBR Y& 3 — D2 SKBR YA 4
—— D3 SHER DM=0 3 —— Dd: SKBR DMS0 4 —— D5 SKBR MEM 3 DE: SKBR MEM 4  — E1: NHUC YA 35
— EZ: MHUC VA& 4 — E3: MHUC DMS0 2 —— Ed: W.HUC DMSO 4 —— ES: MHUGC MEM 1 EE: M.HUC MEM 4
— F1: MK — F2 MK
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Sekil 4.37 Bcl-2 geni erime egrisi

GAPDH genine ait MDA-MB-231, MCF-7, BT-474, SK-BR-3 ve MCF-12A hiicre

hatlarina ait erime egrisi grafigi asagida verilmistir (Sekil 4.38).

Melting Peaks

— A1: MDA VA 2 — A2 MDA VA3 — A3 MDADMSO3 — A4 MDADMSO4 —— AS: MDA MEM 2
AGMDAMEM4  —— AT: MCF VA2 ASMCF VA3 ~ —— A MCFDMSO2  —— A10:MCF DMSO 3
—— A11: MCF MEM 1 A12:MCFMEM2 — — &13: BT VA 1 — A14:BTVA2 —— A15 BT DMSO 1
— A16: BT DMSO 2 —— A17: BT MEM 1 A18: BT MEM 2 — £19: SKBR VA 3 A20: SKBR VA 4
— £21: SKBRDMSO 3 —— A22: SKBR DMSO 4 —— A23: SKBR MEM 3 A24: SKBRMEM4 ——B1: NHUC VA3
—B2NHUCVA4  —— B3 NHUCDMSO2 —— B4 NHUCDMSO 4 —— BS: NHUC MEM 1 BE: NHUC MEM 4
— B7: NK B8 NK
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Sekil 4.38 GAPDH (Housekeeping) geni erime egrisi
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Kaspaz-8 genine ait MDA-MB-231, MCF-7, BT-474, SK-BR-3 ve MCF-12A hiicre

hatlarina ait erime egrisi grafigi asagida verilmistir (Sekil 4.39).

Melting Peaks

— A1 MDA VA — A2 MDA VAT —— A3 MDA DMSO — A4 MDADMSOT  —— AS MDA MEM
A MDA MEM T — A7 MCF VA ASMCF VAT — AS: MCF DMSO - 810: MCF DMSO T
— &11: MCF MEM A12: MCF MEM T — A13: BT VA — A4 BTVAT — A15: BT DMSO
— A16: BTDMSO T — A17: BT MEM 218 BTMEM T — &19: SKBR VA A20: SKBR VAT
— A21: SKBR DMSO A22: SKBR DMSO T —— A23: SKBR MEM A24: SKBRMEMT —— B1: NHUC VA
— B2 NHUC VAT —— B3 NHUC DMSO  —— B4 NHUCDMSO T —— BS: N.HUC MEM B6: NHUC MEM T
— B7: NK B8: NK
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Sekil 4.39 Kaspaz-8 geni erime egrisi

Gergek zamanli PCR’1n her dongiisiinde iiriin artisina bagli meydana gelen floresans

isimanin  siddetine bagl olarak oOrneklerin Cr degerleri (Cycle threshold-PCR

tiriinlerinin miktarindaki ilk onemli artis olan deger) belirlenmistir. Kullanilan tim

genler i¢in Orneklerin gercek zamanli PCR sonucu olusan pik profilleri sekil 4.40 ve

sekil 4.47 arasinda verilmistir.
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Fluorescence (483-53

Fluorescence (483-5313)

Amplification Curves

— A1 MDA A2 — A2 MDA VA S — A% MDE DMSO 3 — A4 MDA DMSO 4 — A5 MDA MEM 2
MG MDA MEM 4 — AT MCF Va2 A8 MCF VA S — A0 MCF DMSO 2 A0 MCF DMS0 3
— &11: MCF MEM 1 8120 MCF MEM 2 — A3 BT VAl — A14: BT VWA 2 — A5 BT DMS0 1
— MG BT DW=0 2 — 217 BT MEM 1 A48 BT MEM 2 — 219 SHBR WA 3 2200 SKER WA 4
— AM: SKBRDM=C 3 - A2 SKBR DM=0 4 —— A23 SKBR MEM 3 A2 SKBR MEM 4 — B MHUC WA 3
— B2 WHUC WA 4 — B3 MHUC DMZ0 2 —— B4 NHUC D=0 4 —— Ba: N.HUC MEM 1 BE: WHUC MEW 4
— B7 hK B MK
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Sekil 4.40 TP53 geni Gergek Zamanli PCR ifade artis profilleri
Amplificatisn Carves
A MDA 2 —— A MDA S —— A% MDA DMEOE —— A MDADMED 4 —— A5 MDA MEM 2
A6 MDEMIME  —— ATMCF VA2 B3 MCF i 3 —— A8 MIF DMSD 2 A101 WCF DMS0 3
— A1 MCE MEM 1 A2 WCF Wizhd 2 — A3 BTV — 84 BT WAL 2 — A5 HT D501
— A6 BT DMS0 2 — AT BT MEM 1 A8 BT M= 2 — 819 SKBR A AT SKER VA 4
— A2 SHORDMSD 2 - A HCRDMZC 4 —— 220 SHOR MEM 2 A24: SHOR MLCM 4 —— CH: SIS, a0
— RA> MHIC WA 4 — A3 JHIETMST 2 — R NHICDMSN 8 —— RS MH O WP - AR S HE I PR 4
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Sekil 4.41 Bax geni Gergek Zamanli PCR ifade artig profilleri

69



Fluorsescence (183 533)

Fluorescence (483-533)

Amplification Curves

A1 MDA A AT MDA A 3 AT MDADMEDS  —— AL WDADMSDd  —— A5 WLAMEM 2
A5 MDA WEM 4 — AT MCF WA D A5 MCF WA 3 — 82 WCF D=0 2 A0 WCF D0ASD 2
— 211 MCF B 213 MCTMEM 2 —— 213 ET WA 1 — A4 BTYAZ —— A5 BT DMED
— &16. BT DMID 2 — &17. BT WEM 1 218 ET vIEM 2 — 413 SHBAR WA G A0 S4ER WA <
—— B21: SKIR DMS0 3 £27 SHERDMSO 4 —— 523 SKBR MEM 3 524 SERMEM e —— B MHUG va 3
— EZMHUC. A4 — B MHLC OMSD 2 —— B4 Y HUC DVEO ¢ —— B5: WHUS MEWH BiE: HHLIC MEM 4
— E7:HK B6: hik
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Sekil 4.42 Bcl-2 geni Gergek Zamanli PCR ifade artis profilleri
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Sekil 4.43 BIRCS5 geni Gergek Zamanli PCR ifade artis profilleri
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Amplification Curves
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Sekil 4.44 Kaspaz-3 geni Gergek Zamanli PCR ifade artis profilleri
Amplificatisn Curves
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Sekil 4.45 Kaspaz-7 geni Gergek Zamanli PCR ifade artis profilleri
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Amplification Curves
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Sekil 4.46 Kaspaz-8 geni Gergek Zamanli PCR ifade artis profilleri
Amplification Curves
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Sekil 4.47 Kaspaz-9 geni Gergek Zamanli PCR ifade artis profilleri

Vulpinik asitin meme kanser hucreleri olan MDA-MB-231, MCF-7, BT-474, SK-BR-3

ve normal meme hiicresi olan MCF-12A hiicre hatlan tizerindeki TP53, Bcl-2, Bax,
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BIRCS, kaspaz-3, kaspaz-7, kaspaz-8 ve kaspaz-9 genlerine ait mMRNA ekspresyon
seviyeleri ger¢cek zamanli PCR ile yapilan ifade degisim profilleri sekil 4.48 ve sekil

4.52 arasinda gosterilmistir.

Sekil 4.48°de MDA-MB-231 hiicre hatti i¢in belirlenen EC50 degerindeki vulpinik asit
uygulamasindan sonra proapoptotik genler TP53, Bax ve BIRCS5’de kontrole gore
sirastyla 12, 11, 11 kat artis goriiliirken antiapoptotik gen Bcl-2de ise kontrole gore 0,5
kat azalma goriilmistiir (p<0.01). Ayrica kaspaz ailesi Uyelerinden kaspaz-3, kaspaz-7,

kaspaz-8 ve kaspaz-9’da kontrole gore 3 kat artma goriilmiistiir (p<0.01) (Sekil 4.48).

14 - MDA-MB-231
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Kontrol TP53 Bcl-2 Bax BIRCS Kaspaz -3 Kaspaz 7Kaspaz 8 Kaspaz -9
Hedef Genler

Sekil 4.48 MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptoz ile ilgili bazi genlerin mRNA ifade
seviyeleri

MCF-7 hiicre hatti igin belirlenen EC50 degerindeki vulpinik asit uygulamasindan sonra
proapoptotik genler TP53, Bax ve BIRC5’de kontrole gore sirasiyla 6, 5.5, 4 kat artig
gorulirken antiapoptotik gen Bcl-2’de ise kontrole gore 0,6 kat azalma gorilmiistiir
(p<0.01). Ayrica kaspaz ailesi {iyelerinden kaspaz-3, kaspaz-7, kaspaz-8 ve kaspaz-9’da
kontrole gore sirasiyla 3.3, 3.7, 2.8, 2.9 kat artma goriilmiistiir (p<0.01) (Sekil 4.49).
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Sekil 4.49 MCF-7 hiicrelerinde apoptoz ile ilgili baz1 genlerin mRNA ifade seviyeleri

Sekil 4.50 incelendiginde BT-474 hiicre hattina belirlenen EC50 degerindeki vulpinik
asit uygulamasindan sonra proapoptotik genler TP53, Bax ve BIRC5’de kontrole gore
sirastyla 10, 11, 10.8 kat artig goriiliirken antiapoptotik gen Bcl-2’de ise kontrole gore
0.2 kat azalma gorilmistiir (p<0.01). Ayrica kaspaz ailesi {iiyelerinden kaspaz-3,
kaspaz-7, kaspaz-8 ve kaspaz-9’da kontrole gore sirasiyla 3.5, 3.8, 2.1, 2.3 kat artma
goriilmistiir (p<0.01) (Sekil 4.50).
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Kontrol TP53  Bcl-2 Bax  BIRC5 Kaspaz-3Kaspaz-7Kaspaz-8Kaspaz-9
Hedef Genler

Sekil 4.50 BT-474 hicrelerinde apoptoz ile iliskili baz1 genlerin mRNA ifade seviyeleri
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SK-BR-3 hiicre hattina belirlenen EC50 degerindeki vulpinik asit uygulamasindan sonra
proapoptotik genler TP53, Bax ve BIRC5’de kontrole gore sirasiyla 14, 13, 3 kat artis
goralurken antiapoptotik gen Bcl-2’de ise kontrole gore 0.7 kat azalma goriilmiistiir
(p<0.01). Ayrica kaspaz ailesi {iyelerinden kaspaz-3, kaspaz-7, kaspaz-8 ve kaspaz-9’da
kontrole gore sirasiyla 4.8, 4.5, 3.1, 2.4 kat artma goriilmiistiir (p<0.01) (Sekil 4.51).

SK-BR-3

12 A

10 A

Gen ifadesi Kat Degisimi
s

__ e

Kontrol TP53 Bcl-2 Bax BIRC5 Kaspaz-3Kaspaz-7Kaspaz-8Kaspaz-9
Hedef Genler

Sekil 4.51 SK-BR-3 hiicrelerinde apoptoz ile iliskili bazi genlerin mRNA ifade
seviyeleri

Sekil 4.52°’de MCF-12A hiicre hatt1 i¢in belirlenen EC50 degerindeki vulpinik asit
uygulamasindan sonra proapoptotik genler TP53, Bax ve BIRCS5’de kontrole gore
sirastyla 2.5, 2.3, 2.2 kat artig goriiliirken antiapoptotik gen Bcl-2’de ise kontrole gore
0.2 kat azalma goriilmiistir (p<0.01). Ayrica kaspaz ailesi Uyelerinden kaspaz-3,
kaspaz-7, kaspaz-8 ve kaspaz-9’da kontrole gore sirasiyla 1.2, 1.3, 1.3 ve 1.4 kat artig
goriilmistiir (p<0.01) (Sekil 4.52).
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Hedef Genler

Sekil 4.52 MCF-12A hiicrelerinde apoptoz ile iliskili bazi genlerin mRNA ifade
seviyeleri
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5. TARTISMA VE SONUC

Varol vd. (2016) yaptiklar1 bir ¢aligmada vulpinik asit ve gyrophorik asit liken sekonder
metabolitlerinin UVB radyasyonunun zararli etkisine karsi kozmetik amaglh kullanim
potansiyelinin degerlendirilmesi amaci ile insan Kkerotosistit (HaCat) hiicrelerine karsi
etkisini degerlendirmiglerdir (Varol vd. 2016). Letharia vulpinia ve Xanthoparmelia
pokornyi liken tirlerinin aseton ekstratindan vulpinik asit ve gyrophorik asit izole
etmislerdir. HaCat hiicrelerine 2,5 J/em® UVB radyasyonu uygulamasi yapilmustir.
Ayrica kontrol normal hiicreye de UVB radyasyonu uygulanmistir. Vulpinik asit ve
gyrophorik asitin 25 uM, 50 puM, 100 uM, 200 uM, 400 uM ve 800 uM
konsantrasyonlar1 UV radyasyonu uygulanan ve uygulanmayan hiicreler iizerine etkisini
belirlemek amagli MTT testi yapilmistir (Varol vd. 2016). Sonrasinda UVB
radyasyonunun etkisini belirlemek icin laktat dehidrogenaz enzim testi, apoptoz
belirleme testi, siklosikleton degisim testi yapilmistir. Elde edilen sonuglarin istatistik
degerlendirmeleri sonucunda her iki liken turiiniin de 2,5 J/cm? UVB uygulanan HaCat
hlcreleri Uzerine sitotoksik ve apoptotik etki gosterdigi tespit edilmistir (Varol vd.
2016). Ayrica gyrophorik asit 400 uM’dan daha yiiksek dozlari hari¢ her iki liken
sekonder metabolitide HaCat hicreleri Uzerine toksik apoptotik veya siklosikleton
degistirici etkisi gostermedigi tespit edilmistir. Her iki liken sekonder metaboliti
karsilastirildiginda vulpinik asitin UVB ile zarar gérmiis HaCat hiicreleri iizerine daha
koruyucu etki gosterdigi yapilan calisma ile belirlenmistir. Gergeklestirilen tez
kapsaminda vulpinik asitin farkli dozlarda farkli meme kanseri hiicre hatlari {izerine
etkisi tarafimizca MTT testi, Annexin V ile apoptotik surecin degerlendirmesi, kaspaz-3
aktivitesi yontemleri ile belirlenmistir. Vulpinik asitin MDA-MB-231 i¢in EC50 degeri
11 uM, MCF-7 i¢in EC50 degeri 18 pM, BT-474 i¢in EC50 degeri 5 uM, SK-BR-3 i¢in
EC50 degeri 10 uM degerleri tarafimizca bulunmustur. Varol vd. (2016) yaptigi
calismada vulpinik asitin HaCat hiicresi Uizerine yaklasik 400 uM ile 800 uM arasinda
UVB’ye kars1 koruyucu etki gézlemlemistir. Tez kapsaminda elde edilen sonuglara gore
vulpinik asitin normal meme MCF-12A (izerine sitotoksik ve apoptotik etkisinin meme
kanseri hicre hatlarina gore ¢ok daha az oranda oldugu belirlenmistir (Varol vd. 2016).

Calisma sonuglarimiz normal meme hicre hatt1 Uzerine vulpinik asitin etkisinde Varol
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vd. (2016) calismasi ile benzer sonuglar goriilmistiir. Boylece vulpinik asitin ¢alisilan

normal hicreler Gzerine toksik etkisinin gok diisiik seviyelerde oldugu belirlenmistir.

Koparal (2015) yaptigi c¢alismada HepG2 hepatokarsinoma hicresi NS20Y
noroblastoma kanser hiicreleri ve HUVEC endotelyal hiicresi tzerine vulpinik asit ve
usnik asitin hiicre canliligi ve anti-anjiyogenik etkisini arastirmistir (Koparal 2015).
Yapilan ¢alisma sonucunda vulpinik asitin 48 saat uygulanmasi sonrasinda HepG2
hiicresi tlizerine EC50 degeri 168+3.33 bulunmustur. Aymi sekilde NS20Y hiicresi
tizerine ECS50 degeri 68.83+£1.58 bulunmustur (Koparal 2015). Tez kapsaminda
yaptigimiz ¢alismada vulpinik asitin MDA-MB-231 i¢in EC50 degeri 11 uM, MCF-7
icin EC50 degeri 18 uM, BT-474 i¢in EC50 degeri 5 uM ve SK-BR-3 i¢cin EC50 degeri
10 uM degerleri NS20Y ve HepG2’ye gore meme kanser hiicrelerinde EC50 degeri
diisiik ¢iktig1 tarafimizca bulunmustur. Aynmi sekilde HUVEC hicresi (zerine vulpinik
asitin EC50 degeri 231,94+25.4 bulunmustur (Koparal 2015). Yaptigimiz ¢alismada
kullanilan MCF-12A normal meme hicresinde ise vulpinik asit uygulanan kanserli
hlcrelerde tespit edilen EC50 degerinin yaklasik ortalama degerine yakin olacak sekilde
tarafimizca 10 puM olarak belirlenmistir ve uygulanmistir. Gergeklestirdigimiz tez
kapsaminda vulpinik asitin ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda (0.78, 1.56, 3.125, 6.25,
125, 15, 25, 35, 50, 100 puM) meme Kkanseri Uzerindeki etkisi tarafimizca
degerlendirilmesi ile meme kanseri hiicresine etkisi ilag aday molekull olarak
kullanilabilirliginin ancak bu diisik dozlarda saglanabilecegi g6z Oniinde

bulundurularak ilag endistrisinde etkinligi tarafimizca belirlenmeye ¢alisilmistir.

Coskun vd. (2015) gergeklestirdikleri calismada meme kanseri iizerine farkli Cladonia
liken tdrlerinin metanol ekstraktlarinin hiicre canliligt ve apoptotik etki diizeyinin
belirlenmesi degerlendirilmistir (Coskun vd. 2015). Calismada MCF-7 meme kanser
hiicre hattina C. rangiformis ve C. convolute liken tirlerinin metanol ekstrakti 24 saat
siire ile uygulanmistir. Hiicre 6liim oraninmi belirlemek i¢cin MTT testi uygulanmustir.
Sonrasinda apoptotik surecin hucreler zerindeki etkisinin belirlenmesi icin TUNEL
teknigi uygulanmistir (Coskun vd. 2015). MTT testi sonuglarina gore; her iki likene ait
total metanol ekstresinden 0.01, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1 ve 2 mg/ml olacak sekilde MCF-7

hiicresine uygulama sonrasinda C. rangiformis i¢in ED50 degeri 0.905 ve C. convolute
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icin ise ED50 degeri 0.977 mg/ml olarak belirlenmistir. Ayrica her iki liken tiiriine ait
ekstraktin 0.6 ve 0.8 mg/ml konsantrasyonlarinda MCF-7 hiicrelerine karsi inhibe edici
etkisi tespit edilmistir. Kontrol hiicreler ile C. rangiformis metanol ekstrakti ile
muamele edilen MCF-7 hiicrelerinde PCNA immunopozitif hiicrelerin oraninda azalma
gozlemlenmistir. Ayn1 sonuglar C. convolute liken tlriinin metanol ekstraktinda da
gozlemlenmistir (Coskun vd. 2015). Bunlara ilaveten her iki ekstrakta apoptoz-pozitif
hiicrelerin oraninda énemli derecede artig gosterilmistir. Ozellikle C. rangiformis 0.2
mg/ml konsantrasyonda kontrol ile karsilagtirildiginda MCF-7 hticrelerinde apoptozu
arttirdigit ve hiicre sayisint onemli derecede azalttigi bulunmustur (p<0.05). C.
convolute’nin 0.8 mg/ml konsantrasyonunda neredeyse tim hiicreler tizerine apoptotik
etkisi gozlemlenmistir (Coskun vd. 2015). Tez kapsaminda MCF-7 hticresine 0.78 ile
100 uM araligindaki konsantrasyonlarda vulpinik asit uygulanmasi ile elde edilen MTT
testi sonucu diger meme hiicrelerine gore en yiiksek EC50 konsantrasyonu olan 18 uM
bulunmustur. Bununla beraber EC50 degerinin belirlenmesiyle MCF-7 hicresinde
kaspaz-3 aktivitesine bakilmistir ve kaspaz-3 aktivitesi kontrol hiicresine gore %13 artis
gostermistir. Ayrica ¢alismamizda liken tiiriinin total ekstresinden ziyade saf izole
edilmis vulpinik asit liken sekonder metaboliti meme kanseri hiicrelerine uygulanmistir
ve sonugta Coskun vd. (2015) yaptiklar1 ¢alisma ile bizim ¢alismamiz sonucunda elde
edilen verilere gore gerek Cladonia tlrunun tiim ekstresi gerekse saf vulpinik MCF-7
hiicrelerine kars1 yiiksek oranda hiicre 6liimiine sebebiyet verdigi ve bunu da apoptotik

stirec ile yiiriittigli her iki ¢alismada da gosterilmistir.

Kasimogullar1 vd. (2014) gergeklestirdikleri ¢alismada Usnea filiipendula liken
ekstratinin sitotoksik, genotoksik ve apoptotik etkisinin tespiti amacli meme kanseri
hiicre hatlarindan MCF-7 ve MDA-MB-231 (zerine 72 saat boyunca denenmistir.
Hiicre canlilig: etkisi igin MTT testi ve ATP canlilik testi ile belirlenmistir. Apoptozis
ve nekroz morfolojik olarak florosan boyanma ile biyokimyasal olarakta kaspaz enzim
aktivitesi, sitokeratin 18, kaspaz-3 aktivitesi ve poli(ADP-riboz) polimeraz (PARP)
bolinme testi ile belirlenmistir. Ayrica U. filipendula’nin genotoksik aktivitesi
mikronikleus, kromozomal hata ve comet assay yontemleri ile belirlenmistir
(Kasimogullar1 vd. 2014). MTT testi sonuglarina gére MDA-MB-231 hiicresi igin EC50
degeri 44.7 mg/ml ve MCF-7 hucresi i¢in EC50 degeri 23.0 mg/ml bulunmustur. Tez
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kapsaminda MDA-MB-231 ve MCF-7 hicrelerine uygulanan vulpinik asit
konsantrasyonlari ile EC50 degerleri sirasiyla MDA-MB-231 igin 11 uM ve MCF-7 igin
18 uM olarak bulunmustur. Her iki ¢alisgmadan elde edilen sonuglara gore ayni hiicre
hatlar1 ilizerine yakin oranda EC50 degerleri belirlenmistir. Usnea filipendula’nin
ekstraktinin farkli konsantrasyonlar1 (12.5-100 pg/ml) ile 72 saat uygulanmasi
sonrasinda MDA-MB-231 hiicreleri Gzerinde M30 diizeyinde herhangi bir degisim
goriilmemistir. Tam tersi olarak M30 diizeyi 50 ve 100 pg/ml Usnea filipendula
ekstraktinda MCF-7 hcrelerinde 6nemli artis goriilmiistiir (Kasimogullar1 vd. 2014).
Tez kapsaminda gergeklestirilen Annexin V uygulamasi ile MDA-MB-231 hiicrelerine
48 saat vulpinik asit muamelesi sonrasinda flow sitometri cihazindan alinan sonuglara
gore %42 erken apoptoz goriiniirken % 37 oraninda hiicrelerin 61diigii gortilmistiir.
Aynmi sekilde MCF-7 hucresine 48 saat vulpinik asitin EC50 degeri karsiligt
konsantrasyon uygulanmasindan sonra flow sitometri cihazindan alinan sonuca gore
MCEF-7 hiicrelerinin %40’ min erken apoptoza girdigi goriiliirken %37 oraninda hiicre
6lumu gerceklestigi gorllmiistir. Kasimogullari vd. (2014) yaptig1 ¢alismada MDA-
MB-231 hucrelerinde, kaspaz-3 aktivasyonu 100 pg/ml Usnea filipendula ekstratinin
uygulanmasi sonucunda yaklasik 1.5 kat artmistir. Bunun nedeni olarak MDA-MB-231
ve MCF-7 hiicre hatlarinda kaspaz ailesine bagli yolaklar vasitasiyla apoptotik hiicre
oliimi uyarilmis oldugu tespit edilmistir. Tez kapsaminda ise kaspaz-3 enzim aktivitesi
belirlenmesinde MDA-MB-231 hucresi igin kontrole gore kaspaz aktivitesi %12
artmistir ayrica MCF-7 hicresinde de kaspaz aktivitesi %13 oraninda artmistir.
Dolayisiyla ¢alisma sonuglarimiz literatiirle uyum gostermistir. Genotoksik etkiyi
belirlemek amagli Kasimogullari vd. (2014) yaptig1 ¢caligmada mikronukleus testi (MN)
sonuglarina gore; Usnea filipendula ekstraktinin tiim uygulanan dozlarda (125, 250, 500
pg/ml) MN frekansinda istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ elde edememislerdir.
Niikleus ayrim indeksi (NDI) agisindan degerlendirildiginde ise Usnea filipendula
ekstraktinin 250 pg/ml dozunda 6nemli farklilagsma tespit etmislerdir. (Kasimogullari
vd. 2014). Bizim ¢alismamizda molekiiler boyutta mRNA diizeyinde apoptozla iliskili
TP53, Bcl-2, Bax, BIRC5, kaspaz-3, kaspaz-7, kaspaz-8, kaspaz-9 genlerini ait
primerleri ile gen ifadesi seviyelerindeki degisim incelenmistir. Elde ettigimiz sonuglara
gore; EC50 degeri karsiligi konsantrasyonda MDA-MB-231 hiicresine vulpinik asit
uygulanmasi sonrasinda TP53, Bax ve BIRC5 gibi apoptotik genlerde kontrole gore
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sirastyla 12, 11, 11 kat artis goriiliirken, Bcl-2 antiapoptotik gende kontrole gore 0.5 kat
azalma gorilmistiir. Ayrica kaspaz ailesi Uyelerinden kaspaz-3, kaspaz-7, kaspaz-8 ve
kaspaz-9°da sirastyla kontrole gore 3 kat artig goriilmistiir. MCF-7°de ise ayni genlere
bakildiginda TP53, Bax, BIRCS gibi proapoptotik genlerde kontrole gore sirasiyla 12,
11, 11 kat artma gorulirken Bcl-2 gibi antiapoptotik gende ise kontrole gore yaklasik
0.5 kat azalma gorulmiistiir. Kaspaz ailesi Uyelerinden kaspaz-3, kaspaz-7, kaspaz-8 ve

kaspaz-9 bakildiginda ise kontrole gore sirasiyla 3.3, 3.7, 2.8, 2.9 kat artig goriilmiistiir.

Karaosmanoglu ve Sivas (2015) gergeklestirdikleri ¢aligmada vulpinik asiti
hepatoselliler karsinoma hicre hattt HepG2 ve fare embriyonik fibroblast hiicre hatti
olan F2408 lzerinde sitotoksik etkisini MTT testi ile ve apoptotik etkisine ise AO/EB
boyasi ile floresan mikroskop ile bakmislardir. Vulpinik asitin EC50 degerleri F2408
normal hticre igin 450-500 uM bulunurken, kanser hucresi olan HepG2 hucresi Uzerine
48 saat de 300-400 uM araliginda tespit edilmistir (Karaosmanoglu ve Sivas 2015). Tez
kapsaminda bizim yaptigimiz deneylerde en yiksek konsantrasyon olan 100 puM
konsantrasyonda normal meme hicresi MCF-12A hicresine vulpinik asitin %30
oraninda kanserli hiicreye gore daha az oranda etki ettigi bulunmustur. Meme kanser
hlcresi olan MDA-MB-231, MCF-7, BT-474, SK-BR-3 hiicresi i¢in ise EC50 degerleri
sirastyla 11 uM, 18 uM, 5 uM, 10 uM olarak bulunmus olmasi bizim ¢alismamizda
kullanilan meme kanser hiicrelerine vulpinik asitin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda etki
ettigi gorilmistiir. Ayrica 100 uM vulpinik asit uygulanan hiicrelerde 48 saat sonra
apoptotik hiicre oraninda 6nemli artis goriilmiistiir. Tez kapsaminda yaptigimiz Annexin
V boyasi ile flow sitometri analizi sonrasi degerlendirme EC50 degerlerine kars1 gelen
konsantrasyonlarda vulpinik asit uygulanan meme kanseri hiicrelerelerinde MDA-MB-
231 igin %42 erken apoptoz gorulirken MCF-7 igin %40, BT-474 igin %41 ve SK-BR-
3 icin %35 erken apoptoz goriilmiistiir. Her iki ¢alisma sonucunda vulpinik asit liken
sekonder metabolitinin normal ve g¢alisan kanser hiicreleri {lizerine biiyiime ve apoptoz

aktivasyonuna kars1 engelleyici etki gosterdigi belirlenmistir

Bazi onemli bilesiklerin hangi molekiiler yolaklar1 kullanarak etki mekanizmasi
gosterdigine dair son yillarda yapilan caligmalar olduk¢ca Onem arz etmektedir.

Literatiirde yer alan birka¢ 6nemli makale sonuglar1 su sekilde degerlendirilmistir.
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Aravina vd. (2015) gergeklestirdikleri bir ¢alismada normal dokularda 6nemli derecede
toksisiteye sebebiyet vermeyen kanser hiicrelerinde apoptozu secici olarak azaltabilme
ozelligine sahip olmasi nedeniyle kanser terapisinde etkili bir hedef olan tiimér nekrosis
faktor-apoptozla iliskili-azaltic1 ligand (TRAIL) iizerine odaklanmiglardir. Daha 6nce
gerceklestirdikleri ¢alismalar sonucunda galaktoksiloglukan (PST001) yiiksek derecede
antitimor ve imminomodulator 6zelliginin oldugunu belirlemislerdir. Ancak antikanser
etkisini gosteren gercek mekanizma hakkinda bir veri bulunmadigini tespit etmislerdir.
Bunun iizerine taraflarinca literatiirde ilk defa gerceklestirilmis olan apoptoz ile iliskili
TRAIL ile KB ve bogaz kanseri hiicrelerine PSTO01’in etkisini arastirmiglardir.
Calismada apoptozun morfolojisi, Annexin V baglanmasi, kaspaz 3, 8, 9 ve 2 aktivitesi,
western blot, hiicre canlilik degerlendirmesi, mikrodizin gen ekspresyon analizi ve qRT-
PCR ile dogrulama yontemleri ile PST001’in kanser hiicreleri {izerine etkinligi tespit
edilmistir. Calisma sonucunda PSTO001’in potansiyel antikanserojen ajan olarak

degerlendirilebilecegini 6nermislerdir (Aravina vd. 2015).

Zhang vd. (2014) ABD’de bitkisel tedavi amagli kullanilan daha 6nce antikanserojenik
etkisi belirlenmis protopanaxadiol (PPD)’iin kolon kanseri tizerine in vivo etkisinin
degerlendirmesi lizerine ¢alismislardir. Apoptoz uygulamasi, xenograft timor model
yontemi kullanilmasi sonucunda hiicre dongiisii uygulamasi, mRNA array uygulamasi
sonucunda 76 genin ekspresyon diizeyi PPD uygulamasi sonucu 2 kat artig gostererek
degismistir. Kolon kanseri iizerine TRAIL yolagi, DR4/DR4 ve P53 arasinda
etkilesimde PPD aktivasyonunun onemli bir rol oynadigi gosterilmistir (Zhang vd.

2014).

Demirel vd. (2009) meme kanseri hicresi MCF-7 (zerine bitki alkoloidlerinden
paklitaksel ve vinkristin’in uygulanmasi sonucunda gelismis ¢oklu ilag direnci
mekanizmalarinin mikrodizin analizi ile tespit edilmesi amag¢lanmistir. Arastirma
sonucunda MDR1 genin ifadesinde artisin direnglilik mekanizmalar1 arasinda 6nemli ve
anlamli oldugunu tespit etmislerdir. Ozellikle apoptozla ilgili baz1 genlerin ifadelerinde
azalma oldugu gosterilmistir. Calisma sonucunda ¢oklu ilag direngliligine sebep olan

genlerin etkisinin tanimlanmasinda kemoterapi i¢in uygulanan ilacglarin kisiye 06zel
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olarak uygulanabilmesinin miimkiin olmasi ile kanser tedavisinin klinik basarisinin

artirtlmasina katki saglanmistir (Demirel-Kars vd. 2009).

Kiper vd. (2013) gergeklestirdikleri ¢aligmada nitrojen igeren bisfosfonat bir bilesik
olan zoledronik asit iizerine odaklanilmistir. Onklinik verilerin detayli incelenmesi
sonucu solid ve hematoksikolojik timdriin birgok tipi icin zoledronik asit gugli
antikanserojenik aktivite gostermistir (Jagdev vd. 2001, Tassone vd. 2003). Bunun
uzerine K562 kronik myeloid leukemia (CML) hiicreleri Uzerine sitotik ve apoptotik
etkisinin degerlendirilmesi amaglanmigtir. Ayrica apoptozu azaltan zoledronik asit
tizerine STAT genlerinin rolii’de tespit edilmeye calisilmistir. Calisma kapsaminda
sitotoksisite Ol¢iimii XTT testi ile, apoptozisin degerlendirilmesi ise AnnexinV-EGFP
Apoptoz belirleme kiti ile yapilmistir. Akabinde STAT genlerinin ekspresyon diizeyinin
belirlenmesi igin gRT-PCR analizi ve de protein boyutunda kontrol olarak da western
blot teknigi yapilmistir. Calisma sonucunda zoledronik asitin poliferasyonu azalttigi,
doza ve zamana baglh olarak K562 hiicrelerinde apoptozisi azalttigi belirlenmistir.
STAT3-5A ve -5B genlerinin protein ve mRNA dizeyleri zoledronik asit ile muamele
gormiis K562 hiicrelerinde 6nemli derecede azalma gozlemlenmistir. Calisma sonuglari
klinik ¢alismalarin da uygulanmasindan sonra CML hastalarinda tedavi edici STAT
inhibisyonunu saglayan zoledronik asit’in etkili olabilecegi belirtilmistir (Kiper vd.

2013).

Bagsoy ve Baran (2012) prostat kanser huicreleri Gizerine apoptozu azaltan etkisi olan
docetaxel icerisindeki sifingolipidlerin biyoaktivitesini belirlemeye yo6nelik bir ¢alisma
gerceklestirmislerdir. Calismada DU-145 ve PC-3 hiicreleri kullanilmistir. Calismada
seramid sentez gen ailesi, spingozin kinaz-1 ve glukosileseramid sintaz’in ekspresyon
diizeylerinin etkisi detayli aragtinlmistir. Gergeklestirilen caligmada dikkate deger
sonuglar aciga ¢ikarmistir ki prostat kanser hiicrelerinde apoptozu azaltic1 etkisi olan
docetaxel’de seramide metabolize edici genlerin gelisimin vurgulayan mekanizmalar
tanimlanmistir. Bagsoy ve Baran (2012) tiim bu gergeklestirilen ¢alismalarda kullanilan
yontemlere benzer olarak caligmamizda da vulpinik asitin hangi molekiler yolak

tizerinden yol aldigr calisilmistir boylece literatiide ilk kez wvulpinik asit sekonder
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metabolitinin apoptotik yolak ile meme kanseri hiicreleri tlizerinde hiicre canliligini

azalttig1 belirlenmistir (Bassoy ve Baran 2012).

Giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarda sitotoksik kemoterdpotik ajanlar olarak likenlerin
kullanimi, immun-diizenleyici 6zellige sahip likenlerin arastirilmasi ve son alt baslik
olarak antikanser tedavisinde yeni stratejilerin gelistirilmesi ¢alismalarinda likenlerin
kullanilmas1 detaylica anlatilmistir. Liken sekonder metabolitlerinin kullanimi ile
yapilan antikanserojenik calismalarin sayist her gegen giin artmasina karsin, bu
konudaki ¢aligmalar kanser spesifik sinyal hedef yolaklariin heniiz molekiiler boyutda

arastirilmamis olmasi yapilan bu tez ¢alismasinin 6zgiinliigiinii artirmaktadir.

Esmaeili ve Farimani tarafindan (2014) yapilan ¢alismada kullanilan daucosterol
fran’da endemik medikal bitki olan Salvia sahendica bitkisinden izole edilmistir.
Daucosterol Iran’da bircok hastaligm tedavisinde antibakteriyal, antifungal ve
antikanserojenik amacli tedavide kullanilmaktadir (Lotfipour vd. 2007). Insan meme
adenokarsinoma hicresi olan MCF-7 hiicresine karsi apoptozu azaltici etkisi olan
daucosterol molekiiler ~ mekanizmasi aydinlatmak amagcl calismalarini
yonlendirmislerdir. Daucosterol’un 6zellikle P13K/akt yolaginin inaktivasyonunu
sagladig1 gorlilmiistiir. Calisma sonucunda arastirmacilar daucosterol’iin in vitro
sartlarda insan meme kanser hiicrelerinin apoptozu azalttigi ve énemli derecede hicre
blyldmesini durdurdugunu belirlemislerdir (Esmaeili ve Farimani 2014). Tez
kapsaminda bizim yaptigimiz calismalarda ise vulpinik asitin meme kanseri hiicre

hatlar1 tizerinde hiicre biiytimesini durdurdugu goriilmiistiir.

Chen vd. (2014) yaymladiklar1 ¢alismada in vitro ve in vivo olarak insan meme kanseri
tizerine ROS bagli mitokondriyal yolagi ile usnik asitin apoptozu artiric1 etkisi
calistlmistir (Chen vd. 2014). Calismada MCF-7, MDA-MB-231, SK-BR-3 ve normal
hiicre olarak da MCF-10A hiicreleri kiiltiire edilmistir. Sonrasinda farkli dozlarda ve
farkli zaman araliginda usnik asit hiicrelere uygulanip MTT testi ile hiicre canlilik testi
uygulanmistir. Sonrasinda apoptoz uygulamasi, kaspaz-3 aktivitesi, intraseliler ROS
belirleme uygulamasi, mitokondriyal membran potensiyelinin degerlendirilmesi ve

western blot ile protein bazinda incelenmesi yapilmistir. In vivo olarak da timér
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xenograft c¢alismas1 uygulanmistir. Calisma sonucunda o©Onemli bir toksisite
olusturmaksizin usnik asit MCF-7 tiimorlii farelerde doza baghi durumlarda tiimor
gelisimini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu sonuglara ilaveten MCF-7 hiicrelerinde ROS-
bagli mitokondriyal yolak vasitasiyla usnik asitin apoptozu uyarict etkisi oldugu
bildirilmistir (Chen vd. 2014). Gergeklestirdigimiz tez kapsaminda vulpinik asit
sekonder metabolitinin  gergek molekiiler —mekanizmasimnin  aydinlatilmamasi
konusundaki boslugun doldurulmasi amagli hiicre canlilig1 etki stirecinde etkin olan tim
genlerin karakterizasyonu yapilarak meme kanserinde olasi tedavi ve 6nlemede yeni
kanser ila¢ adayir olarak kullanilabilirliginin saglanmasi agisindan aydinlatilmaya

calisilmus ilk ¢alismadir.

Feng vd. (2013) yaptig1 ¢alismada Artemisia capillaris bitkisinde izole ettikleri suda
coziilebilir formdaki polisakkaritleri (WACP) fizyokimyasal analizlerini yaptiktan sonra
CNE-2 hiicre hattina uygulamislardir. Hiicre canlilik analizini MTT y0Ontemi ile
gerceklestirmiglerdir (Feng vd. 2013). Sonrasinda apoptozun belirlenmesinde flow
sitometri, mitokondriyal membran potansiyel analizi, sitokrom-c salinimi1 ve kaspaz-3
ve kaspaz-9 aktivite analizi yapmislardir. Calisma sonucunda 200 pg/ml WACP’1 48
saat sire ile CNE-2 hiicresine uygulamasi sonrasinda % 65.4 oraninda maksimum
inhibitor etkisi gostermistir (Feng vd. 2013). Tez kapsaminda yaptigimiz ¢alismada ise
meme kanser hiicre hattina 48 saat boyunca uygulanan vulpinik asit 0.78, 1.56, 3.125,
6.25, 12.5, 15, 25, 35, 50, 100 uM konsantrasyonlari sonucunda EC50 degeri MDA-
MB-231 hiicresinde 11 uM, MCF-7 hucresinde 18 uM, BT-474 hiicresinde 5 uM, SK-
BR-3 hicresinde 10 uM olarak bulunmustur. Feng vd. (2013) apoptoz belirleyici olarak
gerceklestirdikleri flow sitometri analizi sonucunda; normal hicre ile mukayese
ettiklerinde WACP ile muamele edilmis CNE-2 hiicrelerinde 6nemli oranda apoptotik
hiicre 6limii gorilmistiir. WACP nin tiim uygulanan konsantrasyonlarinda (50, 100 ve
200 pg/ml) ve uygulama surelerinde (24, 48 ve 72 saat) canli hiicrelerin yiizdesi
azalmistir. Tez kapsaminda yaptigimiz flow sitometri sonuglarimiza gére MDA-MB-
231 hiicresi yaklasik %79 canli hiicrelerde azalma olurken, MCF-7"de %93, BT-474’ de
%70, SK-BR-3’de %060 oranlarinda canli hiicre azalmasi gorilmiistiir. Calisma

sonuclarimiz literatiirle uyumlu sonuglar vermistir.
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Lin vd. (2003) yilinda gergeklestirdikleri ¢alismada Cladonia furcata liken tlrline ait
polisakkarit (CFP-2) izole etmislerdir (Lin vd. 2003). Elde edilen CFP-2’nin biyolojik
dogrulamalar1 sonrasinda telomeraz inhibisyonu ve apoptotik etkisi degerlendirilmistir.
Hiicre canliligr tespiti i¢cin HL-60 ve K562 kanser hiicre hatlari {izerinde MTT testi
yapilmistir. CFP-2’nin 50, 100, 200, 400 ve 800 mg/L konsantrasyonlar1 4.5 ve 6 gin
boyunca her iki hiicreye de uygulanmistir. Sonrasinda apoptotik etkinin belirlenmesi
amacglt DNA fragment analizi ve western blot yapilmistir. DNA fragment analizi
sonuclarma goére CFP-2 uygulanan kanser hicrelerinin jelde ydritilen DNA
orneklerinde bant yogunlugunda kayiplar tespit edilmistir. Western blot sonuglarina
gore de kontrol ile karsilastirildiginda 300 mg/L CFP-2 uygulamasi Oncesi ve
sonrasinda Bcl-2 diizeyi ayni seviyede kalirken Bax ifadesinde artis gozlemlenmistir
(Lin vd. 2003). Tez kapsaminda yaptigimiz qRT-PCR sonuglarina gore ises MDA-MB-
231 hucresinde TP53 ve Bax geninde ifade artig1 goriiliirken, Bel-2 geninde ise kontrole
gore 0.5 kat ifade azalmas1 goriilmiistiir. MCF-7, BT-474 ve SK-BR-3 hiicrelerinde ise

TP53 ve Bax genlerindede ifade artis1 gOriilmiistir.

Backorova vd. (2012) gergeklestirdikleri ¢alismada kullanilan parietin, atronorin, usnik
asit ve girofik asitin apoptozu indiikleyici etkisinin belirlenmesi amag¢lanmigtir
(Backorova vd. 2012). Flow sitometri analizi ve kaspaz-3 aktivasyonunun belirlenmesi
bizim caligmamiza ortak kullanilan teknikler arasinda yer almaktadir. Flow sitometri
sonuglarina gore usnik asit (50 ve 100 pM) konsantrasyonlarda A2780 hiicresinde etkin
oranda hiicre 6liim miktarin1 gostermistir. Benzer sekilde yine usnik asit (50 ve 100 pM)
sekonder metaboliti HT-29 hicresi Uzerine en potansiyel kaspaz-3 aktivasyonu
gostermistir (Backorova vd. 2012). Tez kapsaminda yaptigimiz kaspaz-3 enzim
aktivasyonuna gore kullanilan meme kanseri hiicre hatlar tizerinde %10-13 oraninda

artig goriilmustiir. Caligma sonuglarimizda benzer veriler elde edilmistir.

Singh vd. (2013) yaptiklar1 ¢alismada insan akciger karsinoma hucresi A549 (izerine
usnik asitin (UA) inhibe edici etkisi ve apoptozis durumu degerlendirilmistir (Singh vd.
2013). A549 hiicresine MTT testi ile 25, 50 ve 100 uM uygulamasi yapilmistir. Apoptoz
belirleme amaglida FITC Annexin V apoptoz belirleme kiti kullanilmistir. Calisma

sonucunda, UA uygulamasinin 48 saat sonrasinda A549 hiicresi lizerine %68-89
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oraninda hiicre canliligini etkileyecek diizeyde oldugu belirlenmistir (Singh vd 2013).
Bizim yaptigimiz ¢alismada da 48 saat vulpinik asit uygulamasi sonrasinda % 60-90
oraninda hiicre canliligin1 azaltict etki gostermistir. Ayrica UA uygulanan tim
konsantrasyonlar1 (25,50 ve 100 uM) 48 saat sonrasinda kontrole goére apoptotik
hiicrelerde sirastyla %6, %10 ve %11 oraninda 6lim goriilmiistiir. Tez kapsaminda
gerceklestirdigimiz flow sonuglarimizda ise MDA-MB-231 hicresinde % 37, MCF-7
hlcresinde %53, BT-474 hicresinde %29 ve SK-BR-3 hucresinde % 31 6lum

goriilmiistir.

Narender vd. (2013) yaptiklar1 calismada Rheum emodi bitkisinden izole edilen emodin
maddesinin kaspaza bagli apoptozisinin belirlenmesi iizerine odaklanmislardir
(Narender vd. 2013). Izolasyonu yapilan Emodin’nin MDA-MB-231, HepG2 ve
NIHI13T3 hiicre hatlarina kars: hiicre canlilik testi MTT yontemi ile yapilmistir. EC50
degeri MDA-MB-231 i¢in 291 uM bulunmustur. Bizim ¢alismamizdaki 48 saat vulpinik
asit uygulanmasiyla yapilan MTT sonucunda MDA-MB-231 hiicresi i¢in EC50 degeri
11 uM bulunmustur. Apoptozu belirlemek amagli Annexin V boyasi ile boyanan normal
ve kanserli hiicre hatlar1 flow sitometri ile karsilastirilmistir. Flow sitometri sonuglarina
gore; MDA-MB-231 hiicresine karsi uygulanan Emodin maddesi erken ve gec
apoptozis evreleri doza bagl tim durumlarda (5, 10 ve 20 uM) artis gostermistir
(Narender vd. 2013). Bizim ¢aligmamizda MDA-MB-231’e 48 saat EC50 degeri 11 uM
olan konsantrasyon uygulandiginda hiicrelerin % 42’si erken apoptoza girmis oldugu

literatlirle uyumlu olarak gosterilmistir.

Da-lian vd. (2011) gergeklestirdigi ¢alismada potansiyel bir malarya 6nleyici ilag olan
mefloquine uygulamasi sonrasinda apoptozla iligki pro veya anti-apoptotik genlerin
ifade diizeylerindeki degisimi incelemislerdir (Da-lian vd. 2011). Gergeklestirilen
gercek zamanli PCR analizinde 84 apoptozla iliskili genin ifade degisimi detaylica
degerlendirilmistir. Calisma sonucunda 23 genin ifadesinde artis ve/veya azalma
degisikligi tespit edilmistir. Bir¢ok anti-apoptotik gen 6rnegin; Bcl2al Birclb, Birce3,
Birc4, Bripl, Cflar, 1110, Lhx4, mcll, Nfkbl, Prlr, Prok2 ve TNF ifadesinde artis
gozlemlenmistir. Bizim yaptigimiz ¢alismadaki ger¢ek zamanli PCR sonuglarina gore

biatin meme kanseri hiicrelerinde Bcl-2 gen ifadesinde azalma go6zlemlenmistir.
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Calismada kullanilan Bid3, Birc4, Bripl, Caspl, Casp7, Casp9, Cradd, Faim, Prlr,
Sphk2, Tnfsf10, Tnfsf12 ve Tradd genlerinin ifadesinde de azalma belirlenmistir. Bizim
yaptigimiz deneyler kapsaminda kaspaz genlerinin ekspresyonu butiin hcrelerde
yaklasik 2 ile 4 kat artig gorilmiistiir. Bir diger 6nemli apoptotik yolak igerisinde yer
alan p53 geni ise 2.69 oraninda ifade artis1 gostermistir (Da-lian vd. 2011). Bizim
calismamizda ila¢ aday molekiil olarak gosterdigimiz vulpinik asitin MDA-MB-231
hiicresinde TP53 gen ekspresyonu kontrole gére 12 kat artarken, MCF-7 hiicresinde 6
kat, BT-474 hucresinde 10 kat ve SK-BR-3 hiicresinde 14 kat artig goriilmiistiir.

Atronorin ve usnik asit sekonder metabolitinin meme kanseri hticresinden MCF-7, SK-
BR-3 ve T-47D hiicresine kars1 yalnizca antikansejonik aktivitesi ¢alisilmistir (Mayer
vd. 2005, Backorova vd. 2012). Ancak angiogenesis’in engellenmesi, nekroz, apoptoz
ve hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda liken sekonder metabolitleri tarafindan hiicre
Olimiinin  molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasina dair ¢aligmalara ihtiyag
duyulmaktadir (Brisdelli 2013). Gergeklestirilen tez ¢alismamizda bir liken sekonder
metaboliti olan vulpinik asitin hiicre canlilik belirleme yontemlerinden biri olan MTT
testi ile sitotoksik etkisine, gercek zamanli PCR ile baz1 apoptozla iligkili genlerin ifade
degisimine, annexin V boyasi ile hiicre apoptosiz diizeyi ve kaspaz-3 enzim aktivitesi
tespit edilmistir. Ozellikle Stanojkovic (2015) usnik asit sekonder metabolitinin
sitotoksisitesi, in vitro ve in vivo antituimor aktivitesi, molekller mekanizmalarinin daha
cok deney basamagi ve klinik denemelerin yapilmasina ihtiya¢ oldugu belirtilmistir
(Stanojkovic 2015). Tedavide en etkin bilesigin fazla miktarlarda Gretimi ile devam
edilecek liken tirlerinden izole edilen sekonder metabolitlere dayali tedavinin
kullanilabilirliginin miimkiin olabilmesi i¢in genisletilmis klinik denemeleri ve spesifik
molekiiler mekanizmalarin etki yollarinin tanimlanmasi iizerine odaklanilarak meme

kanseri tedavisinde umut verici ¢oziimler elde edilebilecegi mimkiin gorilmektedir.
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EK1

Hicre Mikroskop Goruntuleri

Meme kanseri hiicre hatlar1 iizerine vulpinik asit’in her hiicre ig¢in EC50
konsantrasyonlarinin ve sadece hiicre besi yeri ile 48 saat muamelesi sonucu alinan

goruntuleri

Sekil1 11 pM (EC50) 48 saat vulpinik asit uygulamasi sonrast MDA-MB-231 hiicre
hatt1

Sekil 2 MDA-MB-231 hiicre hatti
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Sekil 4 MCF-7 hiicre hatti
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Sekil 55 pM (EC50) 48 saat vulpinik asit uygulamasi sonras1 BT-474 hiicre hatti

-474 hiicre hatti

Sekil 6 BT
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Sekil 7

SK-BR-3 hiicre hatt1 10 uM 48 saat vulpinik asit uygulamasi sonrast SK-BR-3
hiicre hatt1
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Sekil 8 SK-BR-3 hiicre hatt1
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-12A hiicre hatt1 10 uM (EC50) 48 saat vulpinik asit uygulamasi sonrasi
12A hiicre hatt1

MCF-

Sekil 9 MCF

-12A hicre hatti

Sekil 10 MCF
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