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OZET

DOKTORA TEZi

MELITTIiN, CINKO ve HIPERBARIK OKSIJENIN A549 HUCRE HATTINA
ETKILERINiN INCELENMESI |

Duygu TARHAN

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Biyofizik Anabilim Dah

Biyofizik Programi

[Danlsman: Prof. Dr. Alev Meltem ERCAN ]

LAkciger kanseri, Diinyada ve Tiirkiye’de en ¢ok teshis konulan kanser tiiriidiir. Akciger
kanserinin en sik rastlanan tiirii ise kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseridir. A549 hiicre hattindaki
hiicreler, kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri olarak tanimlanir. Bu tez calismasinda A549
hiicreleri tizerinde farkl etkilere sahip uygulamalar olan ¢inko (Zn) elementi, melittin peptiti
ve hiperbarik oksijen (HBO) uygulamalarinin hem tek tek hem de kombinasyonlar halinde
beraber uygulanmalari durumunda Raman spektroskopisi ile molekiiler diizeyde hiicresel
degisimlerini incelemeyi amagcladik. Ik olarak Zn ve melittin icin 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siirelerinde farkli dozlar uygulanarak yari maksimum inhibitér konsantrasyonu
(IC50) degeri tespit edilerek doz belirleme calismasi yapildi. IC50 degerleri 48 saatlik
inkiibasyon siirecine gore melittin peptiti i¢in 4,571 pg/mL ve Zn elementi i¢in 61 uM ZnCl>
belirlendi ve deney gruplarina (1.Grup:Kontrol; 2.Grup:Zn; 3.Grup:M; 4.Grup:ZnM;
5.Grup:HBO; 6.Grup:ZnHBO; 7.Grup:MHBO ve 8.Grup:ZnMHBO) uygulandi. A549 kanser
hiicrelerinde yaptigimiz, melittin, Zn ve 1 saatlik HBO uygulamalar1 sonucunda elde ettigimiz

raman spektroskopisi analiz sonuglarimizda her biri biyolojik yapilarda amino asitlerden bag

xiii



yapilarina kadar bir ¢ok yapiy1 temsil eden karakteristik degerler olan 828 cm™!, 920 cm™!, 980
cml, 1224 ecm!, 1360 cm™!, 1544 ¢cm™!, 1697cm™ ve 1788 cm! degerlerinde raman siddetine
katki saglayan pikler elde edildi. Analizler sonucunda elde ettigimiz verilerin istatistiksel ve
morfolojik incelemeleri sonucunda, melittin ve HBO uygulamalarinin tek tek etkili oldugu gibi
beraber daha da etkili oldugunu ve Zn elementinin ise tek basina degilde beraber uygulamalarda
tedavi edici etki olusturdugunu tespit ettik. Sonu¢ olarak ¢aligmamizda uygulanan doz
miktarlar1 ve uygulama siirelerine gore melittin peptiti ve hiperbarik oksijen uygulamasinin
beraber, Zn elementinin ise diger tedavilere destekleyici olarak uygulanmasinin akciger

kanserinin tedavisinde umut verici bir gelisme saglayacagi goriisiindeyiz. ]

Eyliil 2022, [108] sayfa.

Anahtar kelimeler: | A549, Akciger kanseri, Cinko, Melittin, Hiperbarik oksijen, Raman |

xiv



ABSTRACT

Ph.D. THESIS

INVESTIGATION of EFFECTS of MELITTIN, ZINC and HYPERBARIC OXYGEN
on A549 CELL LINE |

Duygu TARHAN

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Biophysics

Programme of Biophysics

[Supervisor : Prof. Dr. Alev Meltem ERCAN ]

Lung cancer is the most diagnosed type of cancer in the world and in Turkey. The most common
type of lung cancer is also non-small cell lung cancer. The A549 cell line are defined as non-
small cell lung cancer. In this thesis, we aimed to examine the cellular changes at the molecular
level by Raman spectroscopy when zinc (Zn) element, melittin peptide, and hyperbaric oxygen
(HBO) applications, which have different effects on A549 cells, are applied both individually
and together. Firstly, a dose determination study was performed by applying different doses for
Zn and melittin in 24, 48, and 72 hours incubation periods and determining the half maximum
inhibitory concentration (IC50). IC50 values were determined as 4,571 pg/mL for melittin
peptide and 61 uM ZnCl; for Zn element according to the 48-hour incubation period and they
were assigned to the experimental groups (1% Group: Control; 2" Group: Zn; 3" Group: M; 4"
Group: ZnM, 5" Group: HBO, 6" Group: ZnHBO, 7" Group: MHBO and 8" Group:
ZnMHBO) were applied. In our Raman spectroscopy analysis results obtained as a result of
melittin, Zn, and 1-hour HBO applications to A549 cancer cells, 828 cm!, 920 cm™!, 980 cm!,
1224 cm!, 1360 cm™!, 1544 cm™!, 1697 cm™!, and 1788 cm™! peak values contributing to Raman
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intensity were obtained which are characteristic values that represent many structures from
amino acids to bond structures in biological structures. As a result of the statistical and
morphological analyzes, we determined that the melittin and HBO applications are more
effective together as well as individually, and the Zn element creates a therapeutic effect in the
applications together, not alone. Consequently, we conclude that the combined application of
melittin peptide and hyperbaric oxygen application, but the application of Zn element as a
supplement to other treatments, according to the dose amounts and application times applied in

our study, will provide a promising development in the treatment of lung cancer. |

September 2022, [108] pages.

Keywords: | A549, Lung cancer, Zinc, Melittin, Hyperbaric oxygen, Raman
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1. GIRIS

Kanser, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ile karakterize edilen ve viicutta ilk bagladig:
bolgeden diger bolgelere de yayilabilen bir hastaliktir [1]. Akciger kanseri, yapilan
aragtirmalarda Tirkiye’deki ve diinyadaki en yaygin kanserlerden biridir [2]. Adenokarsinom
olan insan akciger kanseri hiicre hatt1 A549 hiicreleri, akciger kanserinin siklikla rastlanan
tiirlerindendir [3, 4]. Kanser hiicrelerindeki metabolik aktiviteler normal olan hiicrelerden
farklidir. Timor hiicreleri ¢ogaldikca, beslenme yetersizligine ve asidoza maruz kalarak
hipoksik bir durumda olurlar. Hipoksi, dokuda veya hiicrede parsiyel oksijen basincinin normal
degeri altinda olmasi olarak tanimlanir [5]. Hipoksik bir ortamda hiicreler durumu kompanse
edebilmek i¢in metabolizma hizlari artar. Kanser hiicreleri profilerasyon ve biiyiime i¢in artan
enerji ihtiyaglarint anaerobik glikolizden saglayarak hizli timor progresyonunu kolaylastirir.
DNA hasarlar1 olugsmasina ragmen kanser hiicrelerindeki genetik mutasyonlardan dolay:

apoptozdan kurtulurlar [6-8]. Boylece kanser hiicreleri kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalirlar.

Kanser ve bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan hiperbarik oksijen (HBO) tedavisi, 1
atmosfer mutlak basingtan (760 mmHg) daha yiiksek basing olusturulmus kabinlerde uygulanan
bir yontemdir [9]. HBO tedavisinin hem kanser hiicreleri iizerinde hem de kemoterapi ve
radyoterapi tedavilerinin etkilerini artirmak konusunda olumlu etkileri {izerine ¢aligmalar
yapilmaktadir [10, 11]. Ayrica HBO tedavisinin yani sira kanser hiicreleri iizerine ar1 zehri ve
bilesenlerinin olumlu etkileri de mevcuttur. Ar1 zehrinde en fazla bulunan bilesenlerden biri
olan melittin, dnemli bir polipeptit olup malign hiicrelerin sitotoksisitesinden dolay1 anti-kanser
ozelligi bakimindan dikkat ¢ekmektedir [12, 13]. Cinko elementinin ise kanser hiicreleri
tizerinde ¢ift yonlii bir etkiye sahip oldugu yapilan ¢aligmalarda ileri stiriilmistiir [14-16].
Cinko, insan viicudunda eser miktarda bulunmasina ragmen, immiin sistemin cevabi, hiicresel
metabolizmada hiicre boliinmesi, protein sentezi, DNA sentezi ve 300’den fazla enzimin
katalitik aktivitesi gibi birgok agidan dnemli gérevlere sahip ve ayn1 zamanda toksik etkilere de
neden olabilen bir eser elementtir [17, 18]. Cinko elementinin kanser hiicreleri {izerindeki
etkilerini inceleyen ¢aligmalar olmasina ragmen, ¢inko elementinin doz ve uygulama siiresi ve
ayrica kanser tiirtine gore farkli etkiler gosterdigi ¢aligmalarda ifade edilmis ve tam olarak

nedeni heniiz agiklanamamistir [14, 15, 19]. Diger yandan kanser hiicreleri iizerinde ayr1 ayri



HBO tedavisi ve melittin peptiti uygulamalarinin tedavi edici etkileri oldugu ifade edilmis [11,
13, 20-22] olmasma ragmen, beraber uygulanmalar1 halinde hiicresel yapiya olan etkileri
iizerine ¢alisma bulunmamaktadir. HBO ve melittin peptitine ek olarak ¢inko elementinin
uygulanmast durumunda A549 akciger kanser hiicreleri iizerinde apoptotik etki goriiliip
goriilmedigi, tedavide olumlu etki yaratip yaratmadigi iizerine de ¢alismalar bulunmamaktadir.
Bu tez calismasinda, akciger kanseri hiicre hattt A549 hiicreleri {izerine ar1 zehrinden elde
edilen melittin peptiti, ¢inko eser elementi ve hiperbarik oksijen tedavisi uygulanmasi
durumunda Raman spektroskopisi ve immiinositokimyasal analiz ile hiicredeki degisimlerin

incelenmesi amaglanmaktadir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. KANSER

Kanser, insanlik tarihi boyunca hakkinda bir¢ok teori ortaya konulan, nasil ortaya ¢iktigi
anlagilmaya c¢alisilan, farkli tip tedaviler gelistirilen ve {izerinde bir¢ok bilimsel ¢aligmalar
yapilan bir hastaliktir. Tarihte kanser ile ilgili en eski yazili kayitlara yaklasik olarak M.O. 3000
yillarinda Misirli Edwin Smith Papirusunda karsilasilmistir. Hipokrat (M.O. 460-375) ve
ogrencileri ise bircok kanser tilirlinii tanimlamistir. Kanser kelimesi, Eski Yunanca yengeg
anlamina gelen “xapkivoc, carcinos” ve Arkaik Latincede “carcr-os” kelimelerinden tliremistir

[23].

Diinya c¢apinda oliim nedenleri arasinda kanser ikinci siradadir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin (DSO) verilerine gore 2018 yilinda her alt1 6liim vakasindan birinin yani yaklasik
9.6 milyon 6liim vakasinin nedeninin kanser oldugu ifade edilmistir. DSO verilerine gére tiim
diinyada kanser vakalar1 ve 6liimlerinin nedenleri %25 sigara tiiketimi, %4-5 alkol tiiketimi,
%13 enfeksiyon, %3-4 obezite, %1 ultraviyole 1sinlar1 ve %2-8 mesleki riskler olarak

raporlanmistir [24].

Kanser, ilk basladig1 bolgeden viicudun diger bolgelerine yayilmasi ve kontrolsiiz hiicre
biliylimesi ile karakterize edilen bir hastaliktir. Kanser hastaliginin tanimini biraz daha
genisletecek olursak; temel olarak DNA’da meydana gelen mutasyonlar sonucunda kanser
hiicrelerinin, diizenli olarak hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasini saglayan ve denetleyen
mekanizmalardan kagmasidir. Basta belirttigimiz gibi kanser hiicreleri basladigi bolgeden
viicudun farkli bolgelerine yayilabilir. Bu durum aslinda benign ve malign tiimor arasindaki
fark1 belirleyen bir faktordiir. Benign tiimor sinirlart belirgin, invaze olmayan ve metastaz
yapmayan iyi huylu tiimdrdiir. Diger yandan malign timor ise invaze olan ve metastatik
ozellikler gosteren sinirlart belirsiz agresif ve kotii huylu diye tanimlanan bir tiimdrdiir. Ayrica
kanser hiicreleri tiiredikleri hiicrenin tiiriine gore de siniflandirilir. Kemik, kas gibi mezoderm
hiicrelerden tliremis olan kanserlere sarkoma, meme gibi glandiiler dokudan tiireyenlere ise

adenokarsinoma adi verilir [1, 25, 26].

Normal hiicrenin kanser hiicrelerine doniismesi siireci olan karsinogenez siirecinde

kanser hiicreleri, hiicresel diizenleme ve kontrol mekanizmalarini kaybederler. Tiimdr gelisimi



siirecinde biiyiiyen hiicrelerin sayisinda normal olmayan artis nedeniyle asirt doku gelisimi
olarak ifade edilen hiperplazi olusur. Ayrica bu siirecte kanser olusumunda rol oynayan genom
biitiinltigli saglayan kontrol mekanizmalar1 ve bagisiklik sisteminin cevabindan kacis, hiicreler
arasindaki baglantilarin zayiflamasi, otofajinin ger¢eklesmemesi, hiicre i¢i sinyal yolaklarimin
ve telomeraz aktivitesinin bozulmasi, anormal DNA metilasyonu ve onkogenlerin
hipometilasyonu, replikatif ve mitotik diizenin bozulmas1 sonucunda hiicresel stresin artig1 ve
DNA hasar1 olarak ifade edilen temel molekiiler faktdrler vardir. Kanser hiicreleri ile normal
hiicreler arasinda kontrolsiiz biiylime ve ¢ogalma potansiyelini agiklayan temel ayirt edici
ozellikler bulunur. Bu “kanser ayirt edici 6zellikler” olarak tanimlanan 6zellikler 10 madde

olarak gruplandirilabilir. [25-28].

1. Biiyiime sinyaline ihtiya¢ duymadan biiyiiyebilme

2. Biiylime baskilayici sinyallerden kaginma

3. Apoptotik sinyallerden kaginma

4. Sinirsiz boliinme potansiyeli

5. Bagisiklik sisteminden kagis

6. Invazyon ve metastaz

7. Anjiogenez

8. Kanseri destekleyen enflamasyon

9. Enerji metabolizmasini degistirme

10. Genetik mutasyonlar
2.1.1. Akciger Kanserinin Epidemiyolojisi

Akciger kanseri, diinya ¢apinda yilda ortalama 2.20 milyon yeni akciger kanseri vakasi
ve 1.79 milyon 6liim sayist ile en sik teshis edilen kanserlerden biridir [29]. DSO verilerine
gore Tiirkiye ve tiim diinyada 2018 yilinda kanser teshisi konmus olan vakalarin biiyiik bir
kismini akciger kanseri olusturur ve en ¢ok 6liime neden olan kanser tiiriidiir. Diinyada akciger
kanserinin insidans1 %5,6 ve mortalite orant %9’dur (Sekil 2.1). Ayrica diinya genelinde ge¢mis
verilere gore yapilan incelemelerde 2040 yilinda akciger kanserinin yillik vaka say1s1 3.299.640

olarak tahmin edilmistir (Sekil 2.2). Tiim diinyada akciger kanserinin hiz1 cinsiyetlere gore

incelendiginde erkek cinsiyeti i¢in 100.000’de 31,5 iken kadin cinsiyetinde 100.000’de 14,6



olarak bulunmustur. Akciger kanseri, diinyada kadinlarda meme kanserinden sonra ikinci sirada

iken erkeklerde en sik goriilen kanser tiirtidiir [24].
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Sekil 2.1: Diinya genelinde kanser tiirlerinin insidans ve mortalite oranlari.
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Sekil 2.2: Diinya genelinde ge¢mis ve gelecek yillara ait meme ve akciger kanserinin tahmini
vaka sayilari.



Diinyada oldugu gibi akciger kanserinin goriilme siklig iilkemizde de artig gosterir.
Tiirkiye’de akciger kanseri vaka sayilar1 2018 yilinda erkeklerde ilk sirada iken kadinlarda
besinci siradadir [24]. Tiirkiye’de akciger kanserinin insidansit %16,5 ve mortalite orani
%28,9°dur (Sekil 2.3). Bununla beraber Tiirkiye genelinde 2012 ve 2018 yillarina ait verilere
gore yapilan hesaplamalar sonucunda akciger kanserinin 2040 yilinda vaka sayisinin 65.610

olacagi tahmin edilmektedir (Sekil 2.4) [24, 29].

Akciger kanseri diinyada olduk¢a énemli bir saglik sorunudur. Ciinkii akciger kanseri
tanis1 konulan vakalarda yasam siiresi ortalama 1 y1l olup %19 oraninda 5 yillik sagkalim orani
vardir. Akciger kanseri tanis1 konulan vakalarin %16’sinda tiimor akcigerde lokalize olup bu
vakalarin 5 yillik sagkalim oranlar1 %57°dir. Diger yandan metastatik akciger kanserinde ise 5

yillik sagkalim oran1 %5’in altindadir [30, 31].

Akciger kanserinin etiyolojisine baktigimizda sigara tiiketimi yaklasik olarak %90
oraninda akciger kanserine neden olurken sigara dumanina pasif olarak maruz kalindiginda bile
%3,5 oraninda akciger kanserinin gelismesi s6z konusudur. Cevresel ve mesleki faktorlerden
dolay1 asbeste maruz kalinmasi %3-4 oraninda akciger kanseri riskini artirir. Bunun diginda
cevresel ve mesleki faktorlerden dolayi eter, radon, arsenik, nikel, formaldehit ve vinil klorid gibi
maddelere maruz kalinmasi da akciger kanserine neden olabilir. Akciger kanserinin nedenlerinden
bir digeri de enfeksiyon durumudur. Ornegin; akciger kanserinin insidans1 HIV ile enfekte olmus
kisilerde daha yiiksektir. Bunlara ek olarak, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) ve
idiyopatik pulmoner fibrozis gibi akciger hastaliklari ile akciger kanser riski artig gosterir. Ayrica
genetik faktorlerden dolay: birinci derece akrabalarinda akciger kanseri tanist konulmus olan

kisilerde akciger kanser riski daha yiiksektir [32-35].
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Sekil 2.3: Tiirkiye'deki kanser tiirlerinin insidans ve mortalite oranlari.

70,000 65,910

60,000

50,000

40,000
32,371 34,703

30,000

24,489

22,345
20,000 15,230

10,000

Meme Kanseri Akciger Kanseri

m2012 w2018 m2040

Sekil 2.4: Tiirkiye’de gecmis ve gelecek yillara ait meme ve akciger kanserinin tahmini vaka
sayilari.



2.1.2. Akciger Kanserinin Histopatolojisi

Akciger kanseri, histopatolojisi acisinda c¢ok ¢esitli 6zelliklere sahip heterojen bir
hastaliktir. Akciger kanserinin neredeyse tiim alt tiplerinde sigara tiilketimine bagli olarak gii¢lii
bir iliski olmasina ragmen, adenokarsinom alt tipi sigara kullanmamis hastalarda daha sik
gorlilen bir akciger kanser tipidir. Akciger kanseri, kanserli hiicre popiilasyonunun
biiylikliigiine bagli olarak kii¢iik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanseri (KHDAK) olarak iki ana gruba ayrilir. Akciger kanseri tanis1 konulmus vakalarin
yaklasik %15’ini KHAK tipi olustururken vakalarin yaklasik %85’ini KHDAK tipi akciger

kanserleri olusturur [36-39].
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Sekil 2.5: Akciger kanseri tiplerinin histolojik profilleri.

Kiiciik hiicreli akciger kanserin (KHAK) ¢cogunlukla kemik, karaciger, beyin ve adrenal
bezlere metastaz yapar. Akciger kanseri vakalarinda daha az goriilmesine ragmen KHAK tanisi
konulduktan sonra ¢ogu vaka yaklasik 1 yil hayatta kalabilirken; 5 yillik sagkalim oran1 %7’den
daha azdir. [36, 41, 42]. Ayrica Sekil 2.5°de goriilen akciger kanserinin hiicresel agidan KHAK

tipinin hematoksilen ve eozin boyamasi ile histolojik profilidir [40].

Kiiciik hiicreli dist akciger kanseri (KHDAK), kendi i¢inde adenokarsinom, skuamoz

hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli akciger karsinomu olarak 3 gruba ayrilir (Sekil 2.5).



KHDAK tanist konulan vakalarda toplam 5 yillik sagkalim oram1 %19,3 olmakla beraber
KHAK vakalarina gore daha yiiksektir [36, 38, 42, 43].

Akciger kanserinin biiyiik bir kismint olusturan KHDAK tipi, kendi i¢inde
adenokarsinom, skuamdz hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinom olarak 3 alt tipe ayrilsa
da, bunlardan ayr1 olarak sarkomatoid karsinomlar ve tiikiiriik bezi tipi tlimorler de KHDAK
tipinin ¢ok kii¢iik bir boliimiinii olugturur. KHDAK tanisinda, tiimor hiicrelerinin morfolojik
ozellikleri degerlendirilir; yani histolojik smiflandirma yapilmasinin ardindan yardime1
immiinohistokimyasal ve immiinositokimyasal yontemler uygulanir [41, 44, 45]. KHDAK nin
karsinogenez siireci, hiicre farklilagmasi, biiyiimesi, hiicre gogii ve programli hiicre 6liimii olan
apoptoz agamasinda gorevli genlerin mutasyonlari1 gibi bir¢ok basamaktan olusan bir siirectir.
Akciger kanserinin KHDAK tipi vakalari, tedavi yontemlerinden radyoterapi ve kemoterapiye

daha az duyarhdir [46].

e Adenokarsinom: Akciger kanseri vakalarmin yaklasitk  %38,5’ini  olusturan
adenokarsinomlar KHDAK tipi akciger kanserlerinin en ¢ok rastlanan alt tipidir. Genel
olarak adenokarsinomlar akciger dokusunun periferinde bulunur. Kadinlarda daha sik

goriiliir [47, 48].

e Skuamoz hiicreli karsinom: Akciger kanserlerinin yaklasik %20'sini olusturan skuamoz
hiicreli karsinomlar, genellikle lober veya ana bronstan kaynaklanan merkezi bir yerde
ortaya ¢ikar. Kadinlara oranla erkeklerde skuamdz hiicreli karsinom tipi daha ¢ok goriiliir

[41, 47].

e Biiyiik hiicreli karsinom: Akciger kanserlerinin yaklasik olarak %?2,9'unu olusturan biiyiik
hiicreli  karsinomlar, glandiiler, skuam6z hiicre veya kiiglik hiicre olarak
immiinohistokimyasal veya histolojik kanit gostermeyen bir KHDAK karsinomu olarak

tanimlanir [41].

2.1.3. A549 Akciger Kanseri Hiicre Hatti

A549 akciger kanser hiicreleri, adherent yani yiizeye yapisarak biiyiiyen, hiicre tipi
epitel hiicre ve morfolojik olarak epitel benzeri olarak siniflandirilan KHDAK tipi hiicrelerdir
(Sekil 2.6) [49]. 1973 yilinda bir calismada 58 yasinda beyaz irktan bir erkek hastadan alinan
pulmoner adenokarsinom hiicrelerinin viicut disinda izole edilip kiiltiir edilmesi sonucunda elde

edilmistir [50]. Akciger kanserinin en sik rastlanan tiplerindendir.
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Sekil 2.6: A549 akciger kanseri hiicrelerinin mikroskopik goriintiileri.

2.2. MELITTIN

Aricilik, diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de 6nemli ve giderek dnem kazanan ekonomik
kaynaklardan biridir. Ulkemiz aricilik acisindan oldukga verimli bir cografyaya sahiptir.
Bolgelere gore iilkemiz, Ege kiyilarinda Mugla arisi, Gokceada yoresinde Gokgeada arisi,
Hatay yoresinde Suriye arisi, Diizce yoresinde Yigilca arisi, Kuzeydogu Anadoluda Kafkas
aris1, Orta Anadoluda Anadolu aris1, Giineydogu Anadoluda iran aris1 ve Trakya bolgesinde

Karniyol arisinin oldugu zengin bir tiir ¢esitliligine sahiptir [51].

Aricilik sayesinde insanoglu yiizyillardir a1 iiriinlerini tedavi amagh olarak kullanir.
Ozellikle bal aris1 (4pis mellifera) iiriinlerinden bal, polen, propolis, ar1 siitii ve ar1 ekmeginin
yani sira ar1 zehri de oldukga faydalidir. Bal aris1 zehri kokusuz, acik renkli, keskin bir tadi olan
ac1 bir stvidir. Seffafligr ile suya benzeyen ve asidik bir yapida olan (pH: 5-5,5) bu zehirin
%88’ini su olusturur. Dolayisiyla, ar1 zehri oda sicakliginda yaklasik 20 dakika igerisinde
kuruyarak agirliginin yaklasik %65-70’ini kaybeder ve sarimtirak kahverengimsi bir toz haline

gelir [52-55].

Bal aris1 zehri, is¢i arilarin kolonilerini korumak ve kralige arinin ise rakibini etkisiz
birakabilmek i¢in yaklasik 12 giinliik olduktan sonra alkali ve asit salgi bezlerinde iiretilip ar1
ignesi ile baglantili olan viicutlarinin zehir kesesinde depolanir. Bir bal arisinin zehir kesesinde

yas olarak 0,3 mg zehir ve bu yas zehirden 0,1 mg kuru ar1 zehri elde edilir. Ar1 zehri elde



11

edilme yontemlerinin arasinda ilk siray1 elektrik soku uygulamasi alir. Kovana yerlestirilen tel
1zgaranin altina steril ve gegirgen bir ylizey olusturulduktan sonra kovana aralikli olarak elektrik
akim1 uygulanir. Arilarin bu durumu bir dis tehdit olarak algilamasi sonucunda arilar tel 1zgara
ile temas edip alttaki gegirgen yiizeye ignelerini batirip zehirlerini birakirlar. Bu sekilde zehrin
sagim islemi gergeklestirilirken bal arilari ciddi bir zarar gérmez. Bir kovanda 10.000 ar1
bulundugu varsayildiginda sagim isleminin ardindan elde edilen kuru ar1 zehri miktar1 yaklagik

1 gramdir [54-57].
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Tablo 2.1: Ari zehri bilesenleri.

Madde Sinifi

Enzimler

Proteinler ve peptitler

Fizyolojik olarak aktif

aminler

Amino asitler

Sekerler

Fosfolipidler

Ucucu bilesikler

Bilesen

Fosfolipaz A2
Hiyaliironidaz
Asit fosfomonoesteraz
Lizofolipaz
a-Glukozidaz
Melittin
Apamin

MCD peptit
Sekapine
Procamine
Adolapin
Proteaz inhibitor
Tertiapin

Diger kiiciik peptitler

(<5 amino asit)
Histamin
Dopamin
Noradrenalin
Aminobiitirik asit
o-Amino asitler

Glukoz ve fruktoz

Kuru Ar Zehrinde
bulunma miktari %

10-12
1-3
1
1
0,6
40-50
1-3
1-2
0,5-2

1-2

0,8

0,1

13-15

0,5-2
0,2-1
0,1-0,7

0,5
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Dogal bir toksik madde olan bal aris1 zehri enzimlerin, proteinlerin, peptitlerin, amino
asitlerin, biyojenik aminlerin, minerallerin ve sekerlerin olusturdugu oldukg¢a karigik bir
kimyasal igerige sahiptir. Ar1 zehri melittin, adolapamin, apamin ve mast hiicre degraniile edici
peptitler (MCD peptit) dahil olmak iizere fosfolipaz A2 (PLA2) ve hiyaliironidaz enzimlerini,
karbonhidratlari, biyolojik olarak aktif aminleri, lipidler, serbest amino asitler dahil peptit olmayan
bilesenleri de icerir. Bal aris1 zehrinin tiim ana bilesenleri ve bunlarin ar1 zehrinin kuru agirliginda
bulunma yiizdeleri Tablo 2.1'de verildi [12]. Tablo 2.1°de de goriildiigii iizere bal aris1 zehrinin en

temel iki bileseni melittin ve fosfolipaz A2’dir [58-61].

Melittin, bal aris1 zehrinden elde edilen dogal bir iiriin olup zehrin kuru agirliginin
neredeyse yarisini olusturan ana toksik maddedir. Giiclii bir hemolitik etkiye sahip olan
melittin, molekiiler agirlig1 2846,46 Da ve kimyasal formiilii C131H220N39031 olan lineer bir
peptitdir (Sekil 2.7) [12]. Melittin, NH> ve CONH; terminal uglar1 arasinda bilinen 26 adet
amino asit dizisinden olusur: NH»-Gly-Ile-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-Leu-Thr-Thr-Gly-Leu-
Pro-Ala-Leu-Ile-Ser-Trp-Ile-Lys-Arg-Lys-Arg-Gln-GIn-CONH: [62, 63].

Sekil 2.7: Melittin peptitinin yapisi.

Melittin, peptit zincirindeki 26 adet amino asidinin spesifik diizenlenmesi ile amfoterik
ozellige sahip bir molekiildiir. Peptit zincirinde N-terminal ucunda hidrofobik, polar olmayan
ve ndtr amino asitler (1-20’ye kadar olan amino asitler) bulunurken C-terminal ucunda ise
hidrofilik ve bazik amino asitler (21-26 kadar olan amino asitler) bulunur. Ayrica melittin,
yiiksek membran ve yiizey gerilimine sahiptir. Bir tetramer olarak melittin molekiilii, suda
¢ozlinilir olmasina ragmen hem sentetik hem de dogal membranlara kendiliginden entegre olup
fosfolipid ¢ift katmanlarin yapisinda diizensizliklere neden olur. Melittinin entegre olarak
indiikledigi membranlardaki olusan morfolojik degisiklikler, G-protein, adenilat siklaz, protein
kinaz C, fosfolipaz C ve D olmak iizere ¢esitli enzimleri uyarir [12, 64, 65]. Bu 6zelliklere ek
olarak, her melittin peptit zinciri iki a-sarmal parca halindedir. Melittin zincirindeki bu iki o-
sarmal parcanin iic boyutlu genel hali Sekil 2.8’de goriildiigii gibi biikiilmiis bir ¢ubuk
seklindedir [22]. Zincirin N-terminal ucundan sonraki 20 amino asitlik kisim polarite

ozelliklerine gore melittinin biikiilmiis ¢ubuk seklinin etrafinda asimetrik olarak dizilmisken,
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C-terminal ucundaki 6 amino asitlik kisim tiimiiyle polardir. Bu 6zelliklere sahip olan melittin
zinciri, tetramer ve monomer formlara sahiptir. Melittin arinin zehir kesesinde tetramer formda
iken; hiicre lizizi i¢in gereken minimum konsantrasyonda monomer formdadir. Aslinda melittin
zinciri tetramer formunda iken alt birimler arasindaki etkilesimlerin neredeyse tiimii hidrofobik
etkilesimlerdir. Monomerlerin hidrofobik etkilesimleri ve tetramer formdaki 24 pozitif yiikiin
elektrostatik itme giicli arasidaki bu denge nedeniyle melittin, arinin zehir kesesindeki

konsantrasyon miktarinda tetramer yapidadir [62, 66].

Sekil 2.8: Melittin peptitinin 3-boyutlu yapisi.

Melittinin tiim bu yapisal 6zelliklerinin toksik bir madde olmasinda 6nemli katkilari
vardir. Dolayisyla melittin toksik etkilerinin yani sira bir¢ok hiicre tipinde anti-bakteriyel, anti-
inflamatuar ve anti-viral olmak tlizere bir¢ok etkiye sahiptir. Ayrica kanser hiicrelerinin
membraninda olusturdugu etki nedeniyle kanser kemoterapisi i¢in hem tek basina hem de
kemoterapotik ajanlarla kombinasyonlart agisindan melittin oldukea ilgi ¢ekici bir molekiildiir

[12, 67, 68].

2.3. CINKO ESER ELEMENTI

Organizmanin gelisimi ve canliliginin devam edebilmesi i¢in elementlere ihtiyag¢ vardir.
Elementler, canli organizmanin giinliik gereksinim miktarlarina gére makro ve mikro elemetler
olarak gruplandirilabilir. Kalsiyum, fosfor ve sodyum gibi organizma tarafindan giinliik
gereksinimi 100 mg/kg’dan fazla olan elementler makro elementler grubunda iken; ¢inko,
demir, bakir, selenyum, mangan ve krom gibi organizmanin giinliik gereksinimi 100 mg/kg’dan
daha az olan elementler ise mikro ya da diger bir ifadeyle eser elementler grubundadir [17].
Eser elementler, organizmadaki miktarlarinin az olmasina ragmen birgok biyolojik ve fizyolojik
faaliyetlerin regiilasyonunda, ¢esitli vitamin, protein ve enzimlerin yapisina katilarak Fenton

veya Haber-Weiss reaksiyonlarinda, viicut pH’sinin diizenlenmesinde, kas kasilmasinda, sinir
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iletiminde ve enerji liretiminde viicut i¢in son derece hayati gorevleri vardir [69-78].
Dolayistyla eser elementler, organizmada yasamin siirdiiriilebilmesi i¢in gerekli olan ve yeterli
miktarda viicutta bulunmadiklarinda fonksiyon bozukluklarina yol agabilen elementlerdir.
Diger taraftan eser elementlerin viicutta olmasi gerekenden fazla bulunmalar1 durumunda ise
toksikasyona neden olarak 6liime bile yol agabilirler. Bu nedenle, yasamin siirdiiriilmesi i¢in
eser element miktar1 fizyolojik olarak yeterli olan miktarlarda alinmasi1 gerekir. Dolayisiyla
organizmaya yeterli miktarda eser element alindiginda yasamsal fonksiyonlarin devam
ettirilmesine ek olarak mevcut olan bozukluklar1 diizeltip ileride olusabilecek olumsuz
durumlar1 da dnleyebilirler. Bu durumda, eser elementler miktarlarina baglh olarak organizma

icin faydali veya zararl1 6zelliklere sahip hale gelebilen elementlerdir [17, 18, 69].

Canli organizmadaki en Onemli eser elementlerden biri olan ¢inko (Zn), hiicre
farklilagmasi ve proliferasyonu i¢in gerekli bir elementtir. Kimyasal 6zelliklerine bakildiginda
cinko elementi atom numarasi 30 olan ve 65,409 g/mol atom agirligina sahip periyodik tabloda
gecis elementi olup redoks tepkimelerine katilmayan bir elementtir. Canli organizmada ¢inko
elementi +2 degerlikli formunda bulunur. Ayrica ¢inko, insan viicudunda demir elementinden
sonra en ¢ok bulunan eser elementtir. Cinko elementi, yaklasik 300 enzimin yapisinda kofaktor
olarak bulunup yapisal biitiinliiglin korunmasinda rol alir. Klinik olarak 6nemli olan ve
yapisinda ¢inko bulunduran enzimlerden bazilari; glutamat dehidrogenaz, alkalen fosfataz,
karbonik anhidraz, timidin kinaz, Zn-Cu siiperoksit dismutaz, RNA ve DNA polimeraz, alkol
dehidrogenaz ve karboksipeptidaz enzimleridir. Ayrica, 2000’ den fazla transkripsiyon faktorii
DNA’ya baglanirken c¢inko elementine ihtiyag duyar. Dolayisiyla, ¢inko Kkatalitik ve
diizenleyici bir eser element olup organizmadaki biyokimyasal fonksiyonlarmn bir¢oguna
protein yapi ile beraber katilir. Bunlara ek olarak ¢inko elementi tat ve koku duyularindan,
biliylime ve normal gelisim siirecinden, immiin sistemin cevabindan yara iyilesmesine kadar bir

cok onemli fizyolojik olayda da gorev yapar [80-83].

Insan viicudunda c¢inko elementinin yogun oldugu dokular prostat, karaciger,
hipokampus, retina, kemik ve kas dokusudur. Kan dolasiminda ¢inko elementinin yaklasik
olarak %60-70’1 albumin tarafindan tasinirken geri kalanimin biiyiik bir miktar1 ise on—
makroglobulin ile taginir. Saglikli bir insanin plazma Zn konsantrasyon degerleri 80-120 pg/dL
civarinda olmalidir. Hiicresel metabolizmada ise ¢inko elementi intraselliiler sivida yogun bir
sekilde bulunmasina ragmen biiyiik kismi1 protein yapiya bagli ve ¢ok daha az miktari ise serbest

iyon halindedir. Cinko konsantrasyonun homeostazi, Zn tasiyicilar tarafindan diizenlenir.
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Hiicresel diizeyde molekiiler ve biyokimyasal olaylara katkida bulunan Zn tasiyici proteinleri,
cinko hiicre giris-¢ikislarindan sorumlu olup intraselliiler-ekstraselliiler Zn konsantrasyon
miktarint kontrol eder. Molekiiler diizeyde, ¢inko elementi ZnT protein (Zn Transporter; Zn
tastyic1 protein) ailesine ek olarak ZIP (ZRT (Zinc-regulated transporter and IRT (iron-
regulated trasporter)-like Protein; Zn ve demir diizenleyici tasiyicilarla baglantili proteinler)
ailesi proteinlerinin metal tasiyicilari sayesinde tagimnir. Insanda 10 tane ZnT ailesi ve 14 tane
ZIP ailesi liyesi tanimlidir. Hiicrede ZnT proteinleri intraselliiler ortamdan hiicre organellerine
veya intraselliiler ortamdan ekstraselliiler ortama Zn taginmasinda goérev yapar. Diger yandan,
ZIP proteinleri ise hiicre organellerinden veya ektraselliiler ortamdan intraselliiler ortama Zn

taginmasinda gorevlidir [17, 80, 84-86].
Cinko elementi ve kanser:

Her kanser tiiriinde c¢inkonun potansiyel etkisi ve mekanizmasi ¢esitlilik gosterir.
Kanser gelisimi ile ilerlemesi iizerine ¢inkonun etkileri sistemik ve hiicresel olarak ayrilabilir.
Sistemik etkiler, ¢inkonun bagisiklik sistemi ve viicut fonksiyonlar1 {izerine etkileridir.
Cinkonun hiicresel etkileri ise saglikli hiicrelerin malign hiicrelere doniismesi ile beraber bu
hiicrelerin gelisimi ve ilerlemesi iizerine etkileridir. Hiicresel etkileri daha detayli ele alacak
olursak cinko elementi hedef genler veya transkripsiyon faktorleri {izerine etkisinden dolay1
gen ekspresyonunu degistirebilir. Ayrica sentetik ve biyoenerjetik gereksinimleri saglayan
hiicre metabolizmasini, hiicre proliferasyonunu, apoptozu, hiicre gogii ve invaziv faaliyetlerini
etkileyebilir. Dolayisiyla ¢inko elementi bu hiicresel etkilere dogrudan neden olabilecegi gibi
biyolojik olarak birbiri ile baglantili siiregleri dolayli yoldan etkilemesi s6z konusudur. Ayrica
kanser hiicrelerinde ¢inko tasiyicilarin fonskiyonlarimi yerine getirmemesinden dolay1
intraselliiler ve ekstraselliiler ortamlardaki ¢inko homeostazi bozulabilir. Cinko diizeyinin
hiicre icinde artmast da canliligin artmasina neden olabilir. Fakat kolon, prostat, deri kanseri
gibi kanser tiirlerinde hastalarin serum degerlerinde ¢inko elementi diisiik seviyede gozlenirken,
gogiis ve akciger kanseri hastalarinda ise yiiksek ¢inko seviyesi tespit edilmistir [87, 88].
Dolayisiyla dolasimdaki ¢inko seviyesi kanser tiiriine gore farklilik gosterebilir. Diger yandan
hiicresel boyutta ¢inko elementinin apoptoz ile iligkisi olduk¢a dnemli ve farklilik gosteren bir
konudur. Cinkonun konsantrasyona bagli olarak apoptoz {izerinde indiiksiyon ve inhibisyon
olmak tizere iki farkli etkisi vardir. Hiicresel etkileri acisindan ¢inko elementi, néronlar ve
gliyal hiicreler, prostat, yumurtalik, 6zofagus epitel hiicreleri, hepatoma hiicreleri gibi hiicre

tiplerinde apoptozu indiiklerken gogiis hiicreleri, akciger epitel hiicreleri, bobrek hiicreleri,
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lenfositler, Hela hiicreleri gibi hiicre tiplerinde ise apoptozu inhibe eden etkiler gosterir [19, 89,
90]. Hiicre tipinin diginda, bazi hiicrelerde yiiksek ¢inko konsantrasyonuna maruz kalmak
apoptozu engellerken; diisiik ¢inko seviyelerinde ise apoptoz indiiklenebilir [19, 91].
Dolayistyla ¢inko elementinin degerlendirilmesinde etkileri agisindan hiicresel ¢inko diizeyi ile
ilgili bilgiler tartismalidir. Genel olarak ¢inkonun apoptoz iizerine etkileri kanser hiicrelerinin
gelisiminin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamasinin yani sira bu apoptotik etkiler doz,

inkiibasyon siiresi ve hiicre tiiriine gore de farklilik gosterebilir.

2.4. HIPERBARIK OKSIJEN TEDAVIiSi (HBO)

Medikal alanda yiiksek basmcin kullamilmasi ilk olarak 1662 yilinda Ingiliz hekim
Henshaw tarafindan ortaya atilmistir. Daha sonra oksijen molekiiliintin 1775 yilinda Priestly
tarafindan tanimlanmasi ve medikal alanda tedavi edici 6zelliklerinin ifade edilmesi hiperbarik
oksijen (HBO) tedavisinde 6nemli gelismelerdir. Glinlimiizde medikal alanda bilinen anlamiyla
HBO tedavisinin kullanimi, 1954 yilinda Ingiltere’de Churchill Davidson tarafindan timér
dokusunun radyosensitivitesini artirmak amaciyla uygulandi. Teknoloji ve HBO tedavisi
alaninda yapilan c¢aligsmalar sonucunda 1961 yilinda Smith ve arkadaslar1 serebral iskemi
tedavisinde, Boerema ve Brummelkamp ise gazli gangren tedavisinde HBO tedavisini
uygulads. ilerleyen yillarda yapilan galismalar ve toplantilar sonucunda tedavi esaslar ortaya
kondu. Tiirkiye’de ise HBO tedavisi 1984 yilinda GATA Haydarpasa Hastanesi’nde Deniz ve
Sualtt Hekimligi Anabilim Dali biinyesinde uygulanmaya baslandi [92-94].

HBO tedavisi deniz seviyesindeki 1 atmosfer mutlak basingtan (1 atm=760 mmHg)
daha yiiksek bir basing ortaminda yaklasik %100 oksijen gazinin verilmesi ile uygulanan
medikal bir tedavi yontemidir. HBO tedavisi, genellikle 2-3 atm arasinda basing ile uygulanir.
Ayrica tedavinin uygulanma siiresi ve uygulanma siklig1 hastanin klinik durumuna gore
degisiklik gosterir. HBO tedavisi uygulamalarinda genellikle tek kisilik veya ¢ok kisilik olarak
iki tip basing odas1 kullanilir. Tek kisilik olan basing odalarinda HBO tedavisinde, hasta basing
odasinda tek oldugundan igeriye verilen oksijen ile basing uygulanir. Hasta bu ortamdaki
oksijeni siirekli solur ya da basing odasi i¢indeki hava ile basing uygulanir. Hastaya maske ile
oksijen solutulur. Cok kisili basing odalarinda ise HBO tedavisi, birden fazla kisiye
uygulanabilir. Bu uygulamada hastalara basing odasindaki hava ile basing uygulanir ve maske

veya endotrakeal tiip yoluyla oksijen solutulur [95-98].
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HBO tedavisinin temeli fizik prensiplerine dayanir. Uygulanan oksijen molekiilii diger
gazlar gibi fizik kurallarina uygun olarak gaz yasalarmma goére davranir. HBO tedavisinde
hastaya uygulanan oksijen diginda yiiksek basing da 6nemli bir faktordiir. Gazlarin ve basincin
birbirleri ile iliskisini tanimlayan {i¢ tane fizik yasasi vardir. Bunlar Boyle-Mariotte Yasasi,

Dalton Yasasi ve Henry Yasasi’dir. Bu {i¢ fizik yasas1 da HBO tedavisi i¢in olduk¢a 6nemlidir.

o Boyle-Mariotte Yasasi: Gazlarin sikistirilabildigini ifade eden Boyle-Mariotte yasasi,

sicakligin sabit kaldig1 kapali bir ortamdaki gazin basinci ile hacmi arasinda ters bir oranti
oldugunu soyler. Dolayisiyla kapali bir ortamda basing arttik¢a hacimin azalacagin ifade eder.
Yiiksek basin¢li nitrojen gazina maruz kalinmasi sonucu viicutta birikmesinden dolay1 damar
icerisinde yiiksek hacimli nitrojen gazinin bulunmasi nedeniyle doku perfiizyonunun
etkilenmesine neden olan dekompresyon hastalig1 ve hava embolileri vakalarinda HBO tedavisi
uygulanir. Uygulanan HBO tedavisi sonucunda Boyle-Mariotte yasasindan dolay1 viicuttaki
gaz kabarciklarinin hacminin azalmasi ve uygulanan oksijen ile yerdegisimi sonucunda

rekombinasyon saglanip hastalar tedavi edilir [96-99, 100].
P.V = sabit

P: Basing
V: Hacim

o Dalton Yasasi: Bir ideal gaz karisiminda gazin igindeki her elementin kendine ait bir
kismi ya da parsiyel olarak ifade edilen basinci vardir. Hava igerisinde baslica nitrojen, karbon
dioksit ve oksijen gazlar1 kendilerine ait kismi1 basinca sahiptir. HBO tedavisinde basing odasi
icerisinde biiylik miktarda nitrojen iceren hava ortami kullanilarak tedavi uygulanirken
dekompresyon olayina oldukca dikkat edilmelidir. Bu nedenle HBO tedavisinin olumlu

sonuclanabilmesi i¢in Dalton yasasi 6nemlidir [96, 101].
Ptoplam =P;+Pr+..+P,
P1,..,Pn: Her birlesenin kismi basinci

o Henry Yasasi: Sabit sicaklikta, bir ¢ozelti icerisinde ¢oziinmiis olan gaz miktar1 gazin
kism1 basinct ile dogru orantilidir. Henry kanununa gére HBO tedavisi sonucunda kisinin
plazmasinda ¢6ziinmiis olan oksijen miktar1 artar. Deniz seviyesinde %100 oksijen solunsa bile
kandaki ¢6ziinmiis oksijen miktari 1,5 ml/dI’ye kadar ¢ikabilirken, HBO tedavisinde bu durum
yaklagik 4 katina kadar ¢ikabilir. Boylece hemoglobin oksijene doymus olsa bile plazmada

¢ozlinmiis olan oksijen miktar1 artar. Bu sayede HBO tedavisi ile doku perfiizyonu icin gerekli
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oksijenlenme saglandigindan anemi, karbon monoksit ve siyaniir toksikasyon durumlarinda,

akut ve kronik iskemi vakalarinda kullanilabilir [96, 99, 101-103].
P=ky.c

P: Stvi iizerindeki gazin kismi basinci
ku: Henry sabiti
c: Sivida ¢6ziinen gazin derisimi
HBO tedavisi medikal alanda vazokontriksiyon, anti-6dem, anti-toksik, anti-hipoksik,
anti-bakteriyel ve anti-bakteriyel ajanlarin etkisini arttirmada ve yara iyilesmesi gibi bir ¢ok

durumda faydali bir yontem olarak kullanimi devam etmektedir [100, 104-110].

2.5. APOPTOZ VE NEKROZ MEKANIZMALARI

Y asam siireleri boyunca canli organizmalar hiicre 6liimii ve yasami arasinda bir dengeye
sahiptir. Hiicre 6liimli mekanizmast hiicrenin geri doniisiimii olmayan biiyiik hasarlar almasinin
bir sonucu olarak meydana gelir. Ayn1 zamanda hiicrede hasar olmasa bile 6zel sinyallerin bir
sonucu olarak da hiicre dliimleri gerceklesir. Hiicre 6liimleri ¢ok hiicreli organizmalarda hem
erigkin dokularda hem de embriyonik gelisimde 6nemli fizyolojik bir islem olan programlanmis
hiicre oliimiiyle de gerceklesir. Hiicre 6limi mekanizmasinda meydana gelen anormallikler
otoimmiin hastaliklar, kanser ve norodejeneratif hastaliklar gibi hastaliklar ile iliskilidir. Bu
nedenle canli organizmanin yasami boyunca hiicre 6liimii ve hiicre yenilenmesi bir denge
halinde devam etmelidir. Hiicrede meydana gelen hasarin nedenleri, bir araba kazasi sonucunda
biiyiik bir fiziksel travmadan, metabolik bir hastalikta fonksiyonunu yerine getiremeyen bir
enzimden dolay1 tek bir gendeki anormallik durumuna kadar uzanir. Genel olarak hiicre hasar1
nedenlerini siralayacak olursak hipoksi ve iskemi; bocek ilaglari, karbon monoksit, sigara
dumani, etanol ve bazi ilaclar gibi toksik maddeler; viriisler, mantarlar, bakteriler ve
protozoonlar gibi her tiirlii hastaliga neden olan enfeksiyon ajanlari; travma, ytliksek sicaklik,
radyasyon ve atmosferik basingtaki ani degisiklikler gibi fiziksel ajanlar; immiinolojik
reaksiyonlar; genetik anormallikler; yaslanma ve beslenme dengesizlikleridir. Hiicrede
meydana gelen bu hasarlar, hasarin kaynagina ve siddetine gore geri doniisiimlii ve geri
doniisiimsliz hasarlar olarak iki asamadan olusur. Geri doniisiimlii hiicre hasar1 asamasi; hasara
neden olan faktorler kaldirildiginda hasarli hiicre morfolojisinin ve anormal fonksiyonlarinin

normale donebildigi asamadir. Geri doniisiimsiiz hiicre hasar1 asamasinda ise hasarin kaynagi,
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siddeti ve siirekliliginden dolay1 hiicreler bu hasar1 onaramaz ve oliirler. Nekroz ve apoptoz ise

hiicre 6liim mekanizmalarinin iki ana yoludur (Sekil 2.9) [111-115].

Normal Hiicre

1 Zararh uyaran

Geri doniigtimlii hasar
Siddetli ve
ilerleyici uyaran

Geri doniigiimsiiz hasar

{ Hiicre Oliimii \

Nekroz Apoptoz

Sekil 2.9: Hiicre oliimii siireci.
Nekroz Mekanizmasi:

Nekroz veya nekrotik hiicre Olimii olarak ifade edilen hiicre 6liimii durumunda
morfolojik olarak hiicre hacminde bir artis ile beraber hiicrenin sismesi, organellerin yapisinin
bozulmasi, plazma membranin par¢alanmasi ve ardindan hiicrenin patlamasiyla beraber hiicre
iceriklerinin hiicreler aras1 ortama salinmasi ger¢eklesir. Hiicreler arasi ortama salinan hiicre
iceriklerinden dolay1 enflamasyon meydana gelir ve bu durum nekrozun 6nemli ayirt edici
ozelliklerindendir. Nekroz morfolojik olarak hasar goren hiicrenin c¢ekirdek ve
sitoplazmasindaki degisiklikler ile karakterize edilir. Cekirdekte meydana gelen degisimler
DNA ve kromatin bozukluklarindan kaynaklanir. Sitoplazmik degisikliklerde canli hiicre ile
nekrotik hiicre karsilastirildiginda nekrotik hiicre camsi ve homojen goriiniime sahiptir. Geri
doniistimlii hasarli hiicrelere gére nekroza ugramis hiicrelerde miyelin pargaciklar daha fazladir
(Sekil 2.10). Nekrozun biyokimyasal mekanizmasi ise hiicre hasarina neden olan uyaranlara
gore farklilik gosterir. Plazma membrani ve lizozomal membran dahil olmak iizere hiicre
membranlarinda pargalanma; reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) dolay1 hiicresel protein, lipid ve
niikleik asitlerde geri doniisiimsiiz hasarlar; oksijen talebinin azalmasi ya da mitokondriyal
hasar sonucu Adenozin trifosfat (ATP) ile enerji liretiminde azalma gibi durumlar nedeniyle
nekroz meydana gelir. Ayrica hiicre hasarina disaridan hiicrenin maruz kaldigi 1s1, 151k veya

toksik maddeler gibi fiziksel ve kimyasal uyaranlarin neden oldugu geri doniisiimsiiz bir hasar
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hiicrenin iyon dengesini bozabilir. DNA onariminda gorevli olan Poli ADP-riboz polimeraz
(PARP) enzimi Nikotinamid adenin diniikleotid (NAD") koenziminin azalmasina neden olur.
Bundan dolay1 ATP eksikligi membrandaki iyon pompasi yetersizligine neden oldugundan
hiicre i¢ine siv1 girisi artar. Hiicreye sivi girisinin ardindan hiicre sismesi sonucunda plazma
membrant parcalanir ve olusan ozmotik basingla beraber hiicre patlar. Hiicrenin patlamasinin
ardindan hiicre igeriginin hiicreler arasi bosluga salinmasi enflamasyona neden olur.
Enflamasyondan dolay1 nekrotik hiicreye nétrofiller ve makrofajin gog¢ edip hiicreyi fagosite

etmesi nekrozun énemli bir 6zelligidir [111, 112, 116, 117].
Apoptoz Mekanizmasi:

Apoptoz veya programlanmig hiicre 6liimii olarak ifade edilen hiicre 6liimiinde hiicre
kendi DNA’sima, ¢ekirdek ve sitoplazmik proteinlerine hasar veren enzimleri aktive eder.
Apoptoz mekanizmasi, programli, geri doniisii olmayan ve enerji gerektiren bir siirectir.
Morfolojik olarak apoptoz sirasinda hiicrede meydana gelen degisimler kromatin
yogunlagmastyla beraber hiicrenin g¢evre ile iliskisinin azalmasi sonucu giderek kiiciilmesi ve
hiicre membraninda kabarciklar olugmasidir. Hiicre membraninda olusan bu kabarciklar
zamanla neredeyse kiiresel ve kapsiillenmis sekilde icerisinde sitoplazmik kalintilar iceren
apoptotik cisimcikleri olusturur. Diger taraftan hiicre membraninin dis tarafinda membrana
gomiilii bir fosfolipid olan fosfatidilserinden dolayr makrofajlara sinyal verilir ve fagosite
edilirler (Sekil 2.10). Hiicrelerde apoptozu uyaranlar intrinsik yani hiicre i¢i kaynakli ve
ekstrinsik yani hiicre dis1 kaynakli olarak gruplandirilir. Hiicre disi kaynakli apoptozda
transmembran reseptorlerin birlesmesi aktive edilirken; hiicre i¢i kaynakli apoptozda ise Bel-2
(B-hticreli lenfoma 2) protein ailesi tarafindan mitokondriyal membran gegirgenliginin kontrol
edilmesi ile gerceklesen bir siiregtir. Apoptozun kontroliinde 6nemli rol oynayan Bcl-2 protein
ailesi liyeleri mitokondride gorev yaparlar ve hem apoptozu inhibe ederek yani anti-apoptotik
(Bcl-2, Bel-xL, Nr13, A1/Bfl1, Becl-w ve Mcl-1 gibi) hem de apoptozu indiikleyerek yani pro-
apoptotik (Bax, Bak, Bcl-Xs, Bik, Bad ve Bid gibi) sekilde davranirlar. Bel-2 proteini, anti-
apoptotik yani apoptozu engelleyici bir 6zellige sahipken; Bel-2 ile iliskili X proteini (Bcl-2-
associated X protein) olarak adlandirilan Bax proteini hiicrenin apoptoza gidisini hizlandirir
yani pro-apoptotik Ozelliktedir. Ayrica Bax pro-apoptotik proteinler arasinda en iyi
calisanlardan olup p53 isimli tiimoér baskilayict proteinin kofaktoriidiir. Bax proteinleri
aktiflesmesi durumunda mitokondri sitokrom ¢’nin membranlar arasi alana salinmasina neden

olur. Sitokrom c salinimi kaspaz aktivasyonunu tetikler. Kaspazlar aktiflestiginde apoptozun
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karakteristik morfolojik 6zellikleri olan ¢ekirdek pargalanmasi, hiicre iskeletinin bozulmasi,
plazma membraninin tomurcuklanmasi, fosfatidilserinin translokasyonuna ve hiicrenin
parcalanmasina neden olur. Apoptozdaki fonksiyon bozuklugu durumu anti-kanser ilag

direncine veya tiimor gelisimine neden olabilir [112, 115, 118, 119].

, . Normal Hiicre
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Sekil 2.10: Nekroz ve apoptozun hiicresel degisimleri.

Nekroz ve apoptoz mekanizmalarinin farki:

Nekroz ve apoptoz morfolojik olarak hiicrede farkli durumlar meydana getirirler.
Normal bir hiicrenin geri doniisiimsiiz hiicre hasarina neden olan uyaranin ortadan
kaldirilmamasi sonucunda meydana gelen nekroz ve programli hiicre 6liimii olarak tanimlanan
apoptoz olaylarmin Sekil 2.10’da hiicrede meydana getirdikleri degisimler goriilebilir. Hiicre
boyutlarinda nekrozda genislemis ve sismis bir hiicre gozlenirken; apoptozda daralmis yani
bliziilmiis bir hiicre goriiliir. Cok hiicreli canli organizmalarda hiicre oliimleri nekroz ve
apoptozun sadece morfolojik degil ayni zamanda biyokimyasal ve fizyolojik agidan da
farkliliklar1 vardir (Tablo 2.2). Nekrozun karakteristik 6zelliklerinden biri olan enflamasyon

durumu apoptozda goriilmez. Hiicre igerigi nekrozda hiicreler arasi ortama sizarken apoptozda
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hiicre igerigi bozulmadan apoptotik cisimcikler halinde hiicreler arasi ortama geger. Nekroz
canlt organizmada sadece patolojik bir duruma neden olurken apoptoz bazi durumlarda canli
organizmanin devamlilif1 i¢in istenmeyen hiicrelerin ortadan kaldirilmasi gibi faydali bir
fizyolojik siire¢ ya da DNA ve protein hasari gibi durumlarda patolojik bir siirece neden olabilir

[112, 116, 117].

Tablo 2.2: Nekroz ve apoptoz mekanizmalarinin karsilagtiriimasi.

Ozellik Nekroz Apoptoz

Hiicre boyutu Genisleme (Sigme) Daralma (Biiziilme)

Cekirdek Piknozis (Cekirdek Niikleozom boyutunda

biiziilmesi) = Karyoreksis parcalara ayrilma
(Pinotik ¢ekirdegin
pargalanmasi) = Karyolizis
(Kromatin artis1)

Plazma membrani Bozulmus Bozulmamaig fakat
degismis yap1, ozellikle
lipidlerin oryantasyonu.

Hiicresel icerik Enzimatik sindirim; hiicre Bozulmamais; apoptotik

disina sizabilir cisimciklerde salinabilir

Enflamasyon Sik goriiliir Goriilmez

Fizyolojik veya Her zaman patolojik (geri Genellikle istenmeyen

patolojik rolii doniisli olmayan hiicre hiicreleri ortadan

hasarinin sonucu) kaldirmanin fizyolojik

yolu; baz1 hiicre hasari,
ozellikle DNA ve protein
hasarindan sonra patolojik

olabilir.
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3. YONTEM

3.1. CALISMADA KULLANILAN KIMYASALLAR VE MALZEMELER
e Melittin (C131H220N39031) (Sigma; Ref No: M2272-5MG, Lot No: 128M4085V)
e RPMI-1640 (PAN Biotech; Ref No:P04-18047, Lot No:4200319)
e Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sigma; Lot No: SLCC8330)
e Fetal Bovine Serum (FBS) (Cegrogen Biotech; Lot No: C1515)
e Tripsin-EDTA (Gibco; Lot No: 2063511)
e Paraformaldehit (Merck; Ref No: 1.04005.1000, Lot No: K45535705504)
e Hidrojen Peroksit Soliisyonu (%30, Riedel-deHaen, Lot No: 3083A)
¢ Dimetil Siilfoksid (DMSO) (Biomatik Corporation; Lot No: 0229B516)
e Penicillin-Streptomicyne (Gibco; Lot No: 2058871)
e Tripan Mavisi (Amresco; Lot No: 2275C214)
e Tween-20 (Amresco)
e (Cinko kloriir (ZnCl,) (Merck; Lot No: B0974516344)
e Lam (Ocean Insight, Ram-Sers-Au)
e Thoma Lami (Western Germany; 0,100mm, 0,0025mm?)
e Lamel (Isolab; 24x24mm)
e Dairesel lamel (Carolina; Cover Glass-633029)
e T25 Hiicre kiiltiirii steril flask (Nest Biotechnology; Lot No: 052719BB01)
e T75 Hiicre kiiltiirii steril flask (Nest Biotechnology; Lot No: 071718B01)
e Hiicre kiiltiirii steril 6’1 kuyu (Nest Biotechnology; Lot No:100419BA02)
e Hiicre kiiltiirii steril 24’11 kuyu (Nest Biotechnology; Lot No:010220BA03)

e Steril kriyoviyal tiipler (Nest Biotechnology; Cat No: 607001)
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3.2. CALISMADA KULLANILAN CiHAZLAR
e Azot tanki (-196 °C) ( Lab Systems Taylor-Wharton)
e Otoklav cihaz1 (Niive Steam OT40L)
e Inkiibator (Niive Cooled Incubator ES120)

e Laminer akim kabini (ESCO Class II Type A2, Sentinel Gold Microprocessor Control
System)

e CO: inkiibatorii (ESCO Cell Culture CO; Incubator)

e Invert 151k mikroskobu (Leitz-Diavert)

e Sogutmali satrifiij (Hermle Labortechnik, Z326K)

e Derin dondurucu (-80 °C) (Niive Direct Freeze, DF 490)

e Spektrofotometre (UV-1800 Shimadzu UV-VIS Spectrophotometer)

e Hassas Terazi (Kern PFB)

e Deiyonize Su Cihazi (Niive NS104)

e Buzdolabi (Argelik)

e Su banyosu (Niive BM302)

e 10-100 uL Otomatik pipet (Dragon MicroPette Plus; Seri No: CQ03092)
e 20-200 uL Otomatik pipet (Eppendorf Research Plus; Seri No: J404421)
e 100-1000 uL Otomatik pipet (Eppendorf Research Plus; Seri No: 048594G)
e Sarjli pipetdr (Axygen Scientific-MotoPet; Seri No: 603750090)

e Vorteks (Vortex Mixer Vm-20)

e Raman Spektroskopu (Ocean Optics QE Raman Pro)
e Lazer (Laser Glow 785 nm 500mW linewidth 0,1 nm)
e Objektif (Nikon 100x 1,3 NA)
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3.3. CALISMADA KULLANILAN SOLUSYONLAR

Hiicre Kiiltiirii Besiyeri

e %389 RPMI-1640
e %10 Inaktif FBS
e %1 Penisilin-Streptomisin

Hiicre Kiiltiirii Dondurma Soliisyonu

e %70 RPMI-1640
e %20 Inaktif FBS
e %10 DMSO (Dimetil Siilfoksid)

Morfolojik Incelemede Kullanilan Soliisyonlar

e %4 Paraformaldehit
e %0,05 Tween-20/PBS
e %3 H>O»

e Hematoksilen boyas1 (Santa Cruz Biotechnology; Gill’s Hematoxylin Solution)

3.4. HUCRE KULTURU LABORATUVARI

Hiicre kiiltiirii deneyleri Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi,
Temel Tip Bilimleri, Biyofizik Anabilim Dali’ndaki Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda
gerceklestirildi. Deneyde kullanilan kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hatt1 (Non-
small-cell lung cancer cell line-A549), Istanbul Medipol Universitesi Ogretim Uyesi Dog. Dr.
Mustafa GUZEL’den temin edildi. Akciger kanseri hiicre hatt1 A549 hiicreleri, soguk zincir ile
Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Biyofizik Anabilim Dali’ndaki
Hiicre Kiiltlirii Laboratuvarina getirilip calisma baslaymncaya kadar -196 °C’de sivi azot

tankinda (Lab Systems Taylor-Wharton) muhafaza edildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1: Sivi azot tanki.

Deneyde kullanilan tiim materyaller ve sarf malzemelerin sterilizasyonu i¢in otoklav
cihazi (Niive Steam OT40L) (Sekil 3.2(a)) kullanilarak otoklavlandiktan sonra eldiven ile alinip
steril olarak 37 °C’deki sogutmali inkiibatore (Niive Cooled Incubator ES120) (Sekil 3.2(b))
konuldu. Tiim steril malzemeler laminer akim kabini i¢inde agildi. Ayrica deneyde kullanilan
tlim sollisyonlar, steril filtrelerden gecirilerek hazirlanip siv1 sterilizasyon programi kullanilarak
otoklav cihazinda sterilize edilerek soliisyona uygun olan saklama kosullarinda muhafaza
edildi.

Sekil 3.2: (a) Otoklav cihaz1 ve (b) sogutmali inkiibator.
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Hiicre kiiltiirii laboratuvarinda deneysel islemlere baslamadan once laminer kabin
(ESCO Infinity Class II, ESCO Sentinel Gold Microprocessor Control System, USA) (Sekil
3.3) igerisindeki utraviyole (UV) lambasi ile calisma ortamimin sterilizasyonu saglandi.
Calismaya baslanmadan 6nce %70’lik etil alkol ile laminer kabin igerisindeki tiim c¢aligma
ylizeyleri silinerek, deneyde kullanilacak tiim malzemeler sterilize edilerek kabin igerisine

alindi.

Sekil 3.3: Laminer akim kabini.

Karbondioksit inkiibatorii (ESCO Cell Culture CO» Incubator) (Sekil 3.4(a)) calismaya
baslanmadan Once steril hale gelmesi i¢in dekontaminasyon islemi gergeklestirildi.
Dekontaminasyon isleminin ardindan karbondioksit inkiibatori, hiicrelerin yasayabilecegi
ortam kosullar1 olan 37 °C sicaklik, %5 CO2 ve %97 nemli hava ortamina ayarlandi. Hiicre
kiiltiirlinlin pasajlanmasi ve takibinde mikroskoptaki incelemeler i¢in invert mikroskop (Leitz-

Diavert) (Sekil 3.4(b)) kullanilarak yapildi.
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Sekil 3.4: (a) Karbondioksit inkiibatorii ve (b) invert mikroskop.

3.4.1. Hiicre Kiiltiirii Besiyerinin Hazirlanmasi Protokolii

Hiicre kiiltiirii besiyerinde kullanilan steril fetal sigir serumu (FBS) (Cegrogen Biotech,
RefNo:A0100-3210, Lot No:C1515) -20 °C’de muhafaza edildigi derin dondurucudan ¢ikarilip
1s1 ile inaktivasyon islemi i¢in 55 °C’ye getirilmis olan su banyosunda (Nuve BM302) (Sekil
3.5) 30 dk bekletildikten sonra alkolle dis ylizeyi silinip laminer kabin igerisinde agilarak 15
mL’lik falkon tiiplere ayrildi. Deney islemlerinde tekrar kullanmak {izere inaktive edilmis olan
15 mL’lik FBS tiipleri tekrar -20 °C’ye derin dondurucuya kondu. Hiicre kiiltiirli besiyerinde
kullanilan antibiyotik 5,000 U/mL Penisilin ve 5,000 pg/mL Streptomisin igeren steril
Penisilin-Streptomisin (Gibco; Ref No:15070-063, Lot No:2058871) -20 °C derin dondurucuda
muhafaza edildi. Hiicre kiiltiirti ortami olarak igerigi 2 mM L-Glutamin, I mM Sodyum piruvat,
10 mM HEPES, 4,5 g/L Glukoz ve 1,5 g/L NaHCOz3’den olusan steril Roswell Park Memorial
Institute 1640 (RPMI-1640) (PAN Biotech; Ref No:P04-18047, Lot N0:4200319) hiicre ortami1
secildi ve +4 °C’de muhafaza edildi. Akciger kanseri hiicre hattt A549 besiyeri olarak cRPMI-
1640 (complet RPMI-1640) %89 RPMI-1640, %10 FBS ve %1 Penisilin-Streptomisin icerecek
sekilde hazirlandi. Hazirlanmis olan cRPMI-1640 hiicre besiyeri +4 °C’de muhafaza edildi.
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Sekil 3.5: Su banyosu cihazi.

3.4.2. Dondurulmus Hiicre Hattinin Acilmasi Protokolii

Akciger kanseri hiicre hattt A549 hiicreleri, deneysel siiregte kullanilmak iizere

kriyoviyal tiip i¢erisinde s1v1 azot tankindan ¢ikarilip 37 °C’deki su banyosunda hizli bir sekilde

¢oziildii. Coziinen kriyoviyal tiip kurulanip alkolle silinerek dikkatli ve hizl1 bir sekilde laminer

akim kabinine alindi.

Laminer akim kabininde dondurulmus hiicrelerin ¢oziilme protokolii:

1.

Hiicre besiyeri cRPMI-1640, santrifiij tiipleri ve ekimin yapilacagi T25’lik flasklar

deneye baglanmadan 6nce 37 °C’ye gelmeleri i¢in ayarlanmis olan inkiibatore alindi.
Besiyeri ve tiim malzemeler %70’lik alkol ile silinip laminer kabin i¢ine kondu.

Steril 15 mL’lik santrifiij tiipline 9 mL besiyeri konulduktan sonra kriyoviyal tiip

icerisindeki ¢ozlinmiis olan hiicre soliisyonu eklendi.

Santrifiyj tiipii 1200 rpm’de (revolutions per minute) 5 dakika boyunca santrifiij

edilip hiicreler ¢oktiiriildii.

Santrifiij isleminden sonra iistte kalan siipernatan kismi atilip hiicre peleti iizerine 2

mL taze besiyeri konup steril pipet ile nazik¢e en az 20 kez pipetaj islemi yapildi.

Elde edilen 2mL’lik homojen hiicre siispansiyonu T25’lik flaska aktarilip tizerine 3

mL daha taze besiyeri eklendi.

Hiicre ekimi yapilan T25’lik flask, laminer akim kabini yiizeyinde nazikge “c0”

isareti seklinde hareket ettirilip hiicrelerin flaskin tiim yiizeyine yayilmasi saglandi.
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8. Hiicrelerin bulundugu T25’1ik flask karbondioksit inkiibatoriine kaldirildi.

9. 24 saat sonra hiicre kiiltlirtiniin durumu invert mikroskopta incelendi.

3.4.3. Hiicrelerin Pasajlanma Protokolii

Hiicre kiiltiiriinlin durumu diizenli olarak her giin invert mikroskop kullanilarak
yogunlugu, besiyerinin rengi ve bulanikligi kontrol edildi. Herhangi bir kontaminasyon
olmayan saglikli hiicreler flask ylizeyinin yaklasik %80’ini doldurdugunda pasajlanmak iizere
laminer akim kabinine alindi. Sekil 3.6’da deney siirecimizde yaklasik %80 yogunluga gelip
pasajlanacak olan A549 hiicrelerinin invert mikroskop goriintiisii goriilmektedir.
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Sekil 3.6: Deney siirecimizde %80 konfluent A549 hiicrelerinin invert mikroskop goriintiisti.
Yeterli doluluk oranindaki hiicre kiiltiiriiniin pasajlanma protokolii:

1. Hiicre besiyeri cRPMI-1640, FBS, Tripsin-EDTA (Gibco; Ref No:25200-056, Lot
No0:2063511) soliisyonlar1 37 °C’ye ayarlanmis olan inkiibatdre kondu.

2. Fosfat tampon soliisyonu (PBS) (Sigma; Lot No: SLCC8330) ve tiim soliisyonlar

%70’lik alkol ile silinerek steril olarak laminer akim kabinine alindu.
3. Hiicre kiiltiirii flask i¢indeki kiiltiirlemede kullanilmis olan besiyeri aspire edildi.

4. T25’lik flaskdaki hiicreleri yikamak i¢cin 3 mL PBS soliisyonu eklenip 5 dakika

beklendikten sonra steril otomatik pipetdr yardimiyla aspire edildi.

5. Flask yiizeyine yapismis olan hiicrelerin kaldirilmasi i¢in % 0,25°1lik Tripsin-EDTA
sollisyonundan 3 mL eklendi ve karbondioksit inkiibatoriinde hiicre kiiltiirii flask1 5

dakika inkibe edildi.
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6. Hiicrelerin yiizeyden ayrilmalar1 invert mikroskop ile kontrol edildikten sonra hiicre

kiltard flask: laminer akim kabinine alindi.

7. Tripsin aktivitesini sonlandirmak icin flaska cRPMI-1640 besiyerinden 6 mL
eklenip steril otomatik pipetor ile en az 20 kez pipetaj yapilip hiicrelerin birbirinden

tam olarak ayrilmas1 saglandi.

8. Hiicre kiiltiirii flaskinda pipetaj islemi sonrasinda olusan homojen soliisyon 15

mL’lik santrifiyj tiipline aktarilip 37 °C’de 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

9. Santrifiij islemi ardindan siipernatant kismi aspire edilip hiicre peleti iizerine 4 mL
taze besiyeri kondu ve tekrar steril otomatik pipetdr yardimiyla en az 20 kez pipetaj

yapildi.

10. Hiicre kiiltliriiniin ekim yapilacag1 steril T25 flaski, T75 flaski, 6’1 ve 24’li
kuyularin yiizey alanlarina uygun sirasiyla 7x10°, 21x10°, 3x10° ve 0,5x10° ekim

yogunlugunda olacak sekilde hiicre ekimleri yapildi.

(13 29

11. Hiicre ekimi yapildiktan sonra laminer akim kabini yiizeyinde nazikg¢e “o0” isareti

seklinde hareket ettirilip hiicrelerin tiim ylizeye yayilmasi saglandi.

12. Hiicreler invert mikroskopta incelendikten sonra karbondioksit inkiibatoriine

kaldirildi.

Sekil 3.7°de A549 akciger kanser hiicrelerinin steril T75 ve T25 flasklarina ekilmis hali

gorlilmektedir.

Sekil 3.7: A549 akciger kanser hiicrelerinin steril T75 ve T25 flasklarina ekilmis halleri.
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3.4.4. Hiicrelerin Dondurulma Protokolii

Akciger kanseri hiicre hatti A549 hiicreleri, Tripsin-EDTA ile kiiltiir kabindan
kaldirilmasinin ardindan tripsinin etkisini inhibe etmek icin eklenen taze besiyeri ile olusturulan
siispansiyon 1200 rpm’de 5 dakika 37 °C’de santrifiij edildi. Stipernatant kismi steril otomatik
pipetdr yardimi ile aspire edildikten sonra santrifiij tiipiiniin dibinde bulunan hiicre peleti
iizerine taze besiyeri kondu ve en az 20 kez nazikg¢e pipetaj yapildi. Homojen hiicre
slispansiyonunun invert mikroskopta canlilik orani kontrol edildi. Krioprotektan olan dimetil
siilfoksid (DMSO) (Biomatik Corporation; Lot No: 0229B516) i¢ceren dondurma soliisyonu
(%70 RPMI-1640, %20 FBS, %10 DMSO) hazirlandi. Soguk kosullara dayanikli kriyoviyal
tiipler igerisine hiicre siispansiyonu 1400 pL, FBS 400 uL. ve DMSO 200 pL olarak eklendi.
Kriyoviyal tiiplerin agzi laminer akim kabininde kapatilmasinin ardindan kademeli soguma
islemine baslandi. Kriyoviyal tiipler +4 °C’de 30 dakika, -20 °C’de 1 saat, -80 °C’de ise 24 saat

bekletildikten sonra hi¢ ¢éziinme olmadan si1vi azot tankina (-196 °C) aktarildu.

3.4.5. Hiicre Sayisi ve Canlihiginin Belirlenmesi

Karbondioksit inkiibatoriindeki A549 hiicre kiiltiirii steril kosullarda laminer akim
kabinine alindiktan sonra Tripsin-EDTA ile hiicreler yiizeyden kaldirilarak 15 mL’lik santrifiij
tiiplinde toplandi. 1200 rpm’de 5 dakika 37 °C’de santrifiij edildikten sonra siipernatan aspire
edildi ve dipteki hiicre peleti lizerine taze besiyeri konularak en az 20 kez steril otomatik pipetor
ile nazikce pipetaj yapildi. Laminer akim kabininde steril 1,5 mL’lik ependorf tiipii igerisine
aktarilan hiicre siispansiyonu 1:1 oraninda %0,4’lik tripan mavisi (Amresco; Lot No:
2275C214) ile karistirtlip 5 dakika bekletildi. Sayim islemine gegmeden énce Thoma Lami
(Western Germany; 0,100mm, 0,0025mm?) (Sekil 3.8) ve lameller (Isolab; 24x24mm) %70’lik
alkol ile steril hale getirildi. Steril otomatik pipet yardimiyla homojen haldeki hiicre ve tripan
mavisi karisimindan alinan 6rnek dikkatlice lam-lamel arasina yayilmasi saglandi. Thoma lam1
151k mikroskobunda bakildiginda (Sekil 3.9) her biri 5x5 kareden olusan 16 adet biiyiik kareden
olusmaktadir. Thoma laminda her biiyiik karede ise 25 adet kii¢iik kareden olustugundan dolay1
toplam (16x25) 400 kii¢iik kare vardir. Thoma laminda hiicre sayiminda 0,1 mm?®= 10 mL
miktari lam ve lamel arasindaki hiicre slispansiyonu hacmi olarak kabul edilir. Thoma laminda
mikroskop vasitasiyla 16 biiylik kare igerisindeki hiicreler (N) sayilarak toplam hiicre sayisi

asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.
Hiicre sayisi /mL = N x 10 x Seyreltme faktorii

Toplam hiicre sayist = (Hiicre sayisi / mL) x Toplam hacim
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8,100 mm

Sekil 3.9: Hiicre sayim1 sematik anlatima.

Hiicre canlilik ytizdesi hesaplarken tripan mavisi ile boyama yontemi kullanildi. Canli
hiicrelerin membran gegirgenlikleri ve biitiinliikleri bozulmadigindan tripan mavisi hiicre i¢ine
gecemez ve dolayisiyla hiicrenin boyanmasi ger¢eklesmez. Fakat 6lii hiicrelerde tripan mavisi
hiicre i¢ine gecebildiginden hiicrelerin mavi renkte boyanmasina neden olur. Bu o6zellige
dayanarak tripan mavisi ile siispanse hale getirdigimiz hiicrelerin thoma laminda mikroskop ile
incelenmesinde mavi ile boyali hiicreler 6lii hiicreler, boyanmamus hiicreleri ise canli hiicreler
olarak kayit altina alindi. Buradan elde ettigimiz verilere bagli olarak hiicre canlilik yiizdesi

asagidaki formiilii kullanarak hesaplandi.

Hiicre canliligi (%) = (Canli hiicre sayisi / Toplam hiicre sayist) x 100
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3.5. HUCRELERE YAPILAN UYGULAMALAR

Tez calismasinda akciger kanseri hiicre hatti A549 hiicrelerine ¢inko eser elementi (Zn),
bal aris1 zehrinden saflastirilmis olan melittin peptiti ve hiperbarik oksijen (HBO) uygulamasi
farkli1 kombinasyonlar halinde yapildi. Deney siireci boyunca A549 akciger kanseri hiicrelerinin

4. ile 18. pasaj aralig1 kullanilda.

3.5.1. Cinko Uygulamasi

Deney protokoliine gore akciger kanseri hiicre hatti A549 hiicrelerine, ¢inko elementi
¢inko kloriir (ZnCly) (Merck; Lot No: B0974516344) formunda cRPMI-1640 besiyeri i¢inde
coziilerek elde edilen Zn-cRPMI-1640 besiyeri sollisyonu uygulandi.

3.5.2. Melittin Uygulamasi

Akciger kanseri hiicre hatt1 A549 hiicrelerine tez ¢calismamizda bal aris1 zehrinden elde
edilmis olan Melittin peptitinin (Sigma; Ref No: M2272-5MG, Lot No: 128M4085V) Yiiksek
Performansl S1vi Kromotografi (High Performance Liquid Chromatography; HPLC) cihazinda
en az %85 oraninda saflastirilmis formu uygulandi. Melittinin molekiiler agirligi 2846,46
gram/mol (Da; dalton) ve ampirik formiilii C131H220N30031 seklindedir. Melittin uygulamasi
cRPMI-1640 besiyeri i¢inde ¢oziilerek elde edilen Melittin-cRPMI-1640 besiyeri soliisyonu

olarak uygulandu.

3.5.3. Hiperbarik Oksijen (HBO) Uygulamasi

Tez calismamizda akciger kanseri hiicre hatti A549 hiicrelerine melittin ve c¢inko
uygulamasi diginda hiperbarik oksijen uygulamasi da yapildi. Hiperbarik oksijen kabinin i¢
yiizeyi %70’lik alkol ile silinerek steril hale getirilip kabin ortami sicakligi 37°C ve ortam
basinci yaklasik 2 atm atmosfer basinci olacak sekilde ayarlandi (Sekil 3.10). Hiperbarik
oksijen kabininde 50 litrelik %99,5’lik solunabilir medikal oksijen (O>) tiipleri kullanildi. Kabin
icerisinde yaklasik 15 dakikada 2 atm basingtaki ortam olustuktan sonra 60 dakika boyunca
A549 hiicreleri %99,5’1ik oksijene maruz birakildi.
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Sekil 3.10: Hiperbarik oksijen uygulama kabini.

3.6. DENEY GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Melittin, ¢inko ve hiperbarik oksijen uygulamalarinin akciger kanser hiicre hattt A549
hiicreleri iizerinde etkilerini incelemek icin tez ¢alismasinin deney protokolii iki boliimden
olusmaktadir. ilk boliim doz ve uygulanma siiresinin belirlenmesi, ikinci boliim ise belirlenen

doz ve siirelerin gruplara uygulanmasidir.

= Birinci Boliim: A549 akciger kanser hiicrelerine uygulanacak olan ¢inko (Zn) elementi ve
melittin peptiti i¢cin uygulanacak en etkin dozun ve uygulama siiresinin bulunmasi
amagland1. Bu dogrultuda hiicreler steril 6’11 kuyulara her kuyuda esit ve 3x10° hiicre olacak
sekilde ekilip taze besiyeri ile 24 saatlik inkiibasyon siirecinin ardindan agagida belirtilen
dozlar uygulanda.
e (Cinko Grubu: A549 akciger kanser hiicrelerine 0 — 5 — 10 — 20 — 50 — 100 — 200 — 300

uM ZnCl, uygulandi.

e Melittin Grubu: A549 akciger kanser hiicrelerine 0 — 0,5 — 1 —2 — 4 — 8 pg/mL melittin

(Sigma M2272; >%85 HPLC) uygulandi.

Farkli dozlar uygulanan ¢inko ve melittin gruplar1 24, 48 ve 72 saat ii¢ ayr1 set olarak
inkiibe edildi. Etkin uygulama siiresini belirlerken her inkiibasyon siireci {i¢ kez tekrarlandi.
Inkiibasyon siireleri sonunda hiicrelere tripan mavisi kullanilarak canlilik oranlari hesapland.
Elde edilen veriler dogrultusunda melittin ve ¢inkonun uygulanan doz miktarlar1 igin yari
maksimum inhibitdr konsantrasyonu (Half maximal inhibitory concentration — IC50) degerleri

her ii¢ inkiibasyon siiresi (24, 48 ve 72 saat) i¢in ayr1 yar1 hesaplandi.
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= fkinci Boliim: A549 akciger kanser hiicrelerine deney protokoliiniin birinci boliimiinden

elde edilen veriler dogrultusunda 48 saat inkiibasyon siiresi ile melittin uygulamasi igin

4,572 pg/mL (IC50) ve ¢inko uygulamasi i¢in 61 uM (IC50) dozlar1 uygulandi. A549

akciger kanser hiicreleri steril T75 flasklarda ¢ogaltildiktan sonra hiicreler yeterli yogunluga

ulagtiklarinda tripsin uygulanarak kaldirilip hiicre sayimlar1 yapildi ve steril 6’11 ve 24°1i

kuyulara sirasiyla her kuyuda 3x10° ve 0,5x10° hiicre olacak sekilde ekilip taze besiyeri ile

24 saat inkiibe edildi. Hiicreler 24 saatlik inkiibasyonun ardindan deney grubuna uygun

icerikte hazirlanmis olan besiyeri uygulanip standart hiicre kiiltiirii ortaminda (37 °C ve %5

CO») 48 saat inkiibasyona birakildu.

Deney Gruplar:

1.

Grup (Kontrol grubu — K): Hiicre ekiminin 24 saatlik inkiibasyonun ardindan besiyeri
taze cCRPMI-1640 ile degistirildi ve 48 saatlik inkiibasyon siirecinde hic¢bir uygulama
yapilmadi.

Grup (Cinko grubu — Zn): Hiicre ekiminin 24 saatlik inkiibasyonun ardindan besiyeri
taze 61 uM ZnCl, igeren cRPMI-1640 ile degistirildi ve 48 saat standart hiicre kiiltiirti
ortaminda (37 °C ve %5 COy) inkiibe edildi.

Grup (Melittin grubu — M): Ekilen hiicrelerin 24 saatlik inkiibasyonun ardindan
besiyeri taze 4,572 png/mL melittin iceren cRPMI-1640 ile degistirildi ve 48 saat standart
hiicre kiiltiirii ortaminda (37 °C ve %5 CO») inkiibe edildi.

Grup (Cinko + Melittin grubu — ZnM): Hiicrelerin 24 saatlik inkiibasyonun ardindan
besiyeri 61 uM ZnCl ve 4,572 pg/mL melittin igeren taze cRPMI-1640 ile degistirilip
standart hiicre kiiltiirli ortaminda (37 °C ve %5 CO,) 48 saat inkiibe edildi.

Grup (Hiperbarik oksijen grubu — HBO): Hiicreler ekildikten ve 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan besiyeri taze cRPMI-1640 ile degistirildi ve 48 saatlik
inkiibasyon siirecinin ardindan 60 dakika boyunca 37°C sicaklik ve 2 atm basing altinda
%99,5°1ik O ile hiperbarik oksijen uygulamasi yapildi.

Grup (Cinko + Hiperbarik oksijen grubu — ZnHBO): Hiicre ekiminin 24 saatlik
inkiibasyonundan sonra hiicrelerin besiyeri 61 uM ZnCl, igeren taze cRPMI-1640
besiyeri ile degistirildi ve 48 saat standart hiicre kiiltiirii ortaminda (37 °C ve %5 CO»)
inkiibe edildi. 48 saatlik inkiibasyon isleminden hemen sonra hiicrelere 60 dakika
boyunca 37°C sicaklik ve 2 atm basing altinda %99,5’lik O ile hiperbarik oksijen
uygulamasi yapildi.
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7. Grup (Melittin + Hiperbarik oksijen grubu — MHBO): Hiicreler 24 saatlik
inkiibasyonundan sonra besiyerleri 4,572 pg/mL melittin igeren taze cRPMI-1640
besiyeri ile degistirildi ve 48 saat standart hiicre kiiltiirii ortaminda (37 °C ve %5 CO»)
inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminden sonra hiicrelere 60 dakika boyunca %99,5’lik Oz,
37°C sicaklik ve 2 atm basing altinda hiperbarik oksijen uygulamasi yapildi.

8. Grup (Cinko + Melittin + Hiperbarik oksijen grubu — ZnMHBO): Hiicrelerin 24
saatlik inkiibasyonundan sonra besiyerleri 61 uM ZnCl ve 4,572 pg/mL melittin iceren
taze cCRPMI-1640 besiyeri ile degistirildi ve 48 saat standart hiicre kiiltiirii ortaminda
(37 °C ve %5 CO») inkiibe edildi. 48 saatlik inkiibasyondan sonra hiicrelere 60 dakika
boyunca %99,5’lik Oz ile 37°C sicaklik ve 2 atm basing altinda hiperbarik oksijen
uygulamasi yapildi.

3.7.DOZ BELIRLEME ANALiZI (YARI MAKSIMUM INHIBITOR
KONSANTRASYONU IC50)

AS549 akciger kanser hiicrelerine ¢inko ve melittin uygulamas: yaptigimizda kanser
hiicrelerini %50 oraninda inhibe eden madde konsantrasyonunu tespit etmek i¢in doz belirleme
analizi yapildi. Bunun i¢in yar1 maksimum inhibitdr konsantrasyonu olarak ifade edilen 1C50
kavramindan faydalandik. Kisacas1i IC50 degeri bize %50 inhibisyon icin gerekli madde
konsantrasyonunu tanimlar. Bu yiizden bir maddenin diisiik konsantrasyonda IC50 degerinin

olmas1 yiiksek bir inhibiisyon degerine sahip oldugunu ifade eder.

Akciger kanser hiicreleri T75 steril hiicre kiiltiirti flasklarinda ¢ogaltilip %80 doluluk
oranina geldiginde tripsin uygulanarak hiicreler kiiltiir kabinin zemininden kaldirilip sayimlari
yapildi. Her bir kuyuya 3x10° hiicre olacak sekilde steril 6’1 kuyulara hiicrelerin ekimi yapilip
izerlerine taze besi yeri eklendi. Hiicreler 24 saatlik inkiibasyonun ardindan hiicre besiyeri
nazik¢e aspire edilip taze olarak hiicre besiyerinde c¢oziinerek hazirlanmis olan farkl
konsantrasyonlardaki ¢inko (0 — 5 — 10 — 20 — 50 — 100 — 200 — 300 uM ZnCl>) ve melittin
peptiti (0 — 0,5 -1 -2 — 4 — 8 pug/mL) soliisyonlar: hiicrelere uygulandi. Zamana baglh IC50
degerinin analizi i¢in inkiibasyon siireleri 24, 48 ve 72 saat olacak sekilde ayni deney setleri
iicer kez tekrarlandi. Hiicreler, 24 saatlik inkiibasyonun ardindan farkli dozlarda uygulanan
cinko ve melittin hiicre besiyerleri aspire edilip tripsin uygulanarak hiicreler kaldirildi.
Ardindan Thoma lam1 yardimi ile tripan mavisi 1:1 kullanilarak hiicre sayim1 gergeklestirilip
canlilik oranlar1 hesaplandi. Ayni1 islemler 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlardan sonra da yapildu.

Elde edilen hiicre canlilik oranlari, ¢inko ve melittin maddelerinin farkli doz ve farkl
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inkiibasyon siirelerine bagli olarak GraphPad Prism 8.3.1 (GraphPad Software, Inc., San Diego,
USA) yazilimi kullanilarak IC50 degerleri hesaplandi. Cinko ve melittin maddelerinin 24, 48
ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri i¢in liger adet IC50 degeri hesaplandi. Bunlarin i¢inden hem
cinko hem de melittin i¢in 48 saatlik inkiibasyonun ardindan elde edilen IC50 degerleri

deneysel siirecin ikinci boliimiinde kullanildi.

3.8. RAMAN SPEKTROSKOPISI ANALIZi

Raman spektroskopi incelemeleri igin Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa T1p
Fakiiltesi, Biyofizik Anabilim Dali’'nda A549 akciger kanser hiicreleri T75 steril hiicre
flaskinda cogaltilip yeterli yogunluga gelince tripsin uygulanarak hiicreler kiiltiir kab1
zemininden kaldirilip hiicre sayimlar1 yapildi. Sterilize edilmis ve borosilikattan yapilmis 12
mm’lik dairesel lameller (Carolina; Cover Glass-633029) steril 24°lii kuyulara yerlestirildi ve
her kuyuya 0,5x10° hiicre ekildi. Hiicre ekiminin ardindan her kuyuya deney protokoliindeki
gruplarina gore melittin, ¢inko ve HBO uygulamalari immiinohistokimysal analizlerde
yapildig1 gibi hazirlanip uygulandi. Deney protokoliiniin uygulanmasinin ardindan steril 24°1i
kuyulardaki hiicrelerin {izerinden besiyeri aspire edildi. Tween-20/PBS ile hiicreler 3 kez 5
dakika siireyle yikandi ve %4’liik paraformaldehit ile 10 dakika fikse edildi. Ardindan tekrar
Tween-20/PBS ile hiicreler 3 kez 5 dakika siireyle yikandi. Raman incelemeleri yapilana kadar

hiicrelerin tizerine 1 mL PBS eklenip +4 °C’de muhafaza edildi.

Sekil 3.11: Raman spektroskopisinde lama yerlestirilmis hiicrelerin 6l¢iim ani.
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Hazirlanmis olan fikse haldeki A549 akciger kanser hiicreleri, Bogazi¢i Universitesi
Fizik Boliimii’nde bulunan a¢ik Raman spektroskopi sisteminde incelendi. Raman spektroskopi
analizine baglanmadan 6nce her kuyudaki PBS sivis1 nazikg¢e aspire edildi. Her kuyuda, iizerine
hiicre ekilmis olan dairesel lameller ¢ikartilip Raman analizinde kullanilan 6zel lamlar (Ocean
Insight, Ram-Sers-Au) lizerine konup Sekil 3.11°de goriildiigii gibi dl¢lime hazir hale getirildi.
Bu sistemde 785 nm DPSS laser (diyot pompali katihal lazer) kullanildi. Bunun sebebi, Raman
spektrometresinde dalga boyu diistiikce siddetinin artmasi ve spektrumlarin daha belirli hale
gelmesine ragmen, diisen dalga boyu foton enerjisini artirdigindan, 6rnek, ilgili dalga boyunda
sogurma yapiyorsa, foto-hasar olasiligina sebebiyet vermesidir. 785 nm dalga boyu, biyolojik
molekiillerin sogurma penceresinin disinda kaldigindan dolayr bu kaynak ile ¢alisildi. Bu
kaynakta lazer cikis giici 300 mW’dir. Calismamizda hiicrelerin boyutlarinda uyarma
yapilabilmesi i¢in 100X objektif se¢ildi. Kirtlma indisi eslemesi i¢in bu objektif yag daldirmasi
prensibi ile calisarak sayisal agikligini, yani 151k toplama kapasitesini de artirir (NA=1.3).
Cihazin sinyal ¢6zme giicli 2-8 cm™! araligindadir. Spektrometrede, 600 ¢izgi/mm kirmim agi

bulunur. Boylece efektif dalga boyu aralig1 yaklasik 100 nm olarak belirlendi.

Ornek Dizlemi

L, Diyot Lazer

._,.L:-

——— Yiiksek Gegirgen Filtre {LPl}

LP
2

L
3 L : Lensler
1,2,3

DM: Dikroik Ayna

LP: Yiksek Gegirgen Filtre
Sekil 3.12: Raman spektroskopisi 6l¢tim diizenegi.
Sekil 3.12°de verilen 6l¢lim diizeneginde lazerden ¢ikan demet aynalar yardimi ile

mikroskoba paralel hale getirildikten sonra, demetin mikroskop arka ac¢ikligini doldurabilmesi

icin ¢ap1 kepler teleskopu ile 1:3 oraninda artirildi. Cikistaki kolime demet, bir periskop yardimi
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ile yiikseltilerek, 15181 dalga boylarina gore segen bir dikroik aynadan gectikten sonra mikroskop
objektife ulasarak ornek diizlemine odaklanmistir. Odaktan geri sagilan demetler ayni objektif
ile toplanarak ayni yolu takip ederek dikroik aynaya kadar ilerlerler. Dikroik aynada Raman
demetleri, yani frekansi kaymis elastik olmayan sa¢ilim yapan demetler, yansitilarak bir lens
ile spektrometre slitine baglanan fiberin ilk ucuna odaklandi. Spektrumlarin izlenmesi, analizi
gibi siirecler kendi olusturdugumuz, MATLAB {izerinde yazilan kodlarla gerceklesti.

Tibbi arastirmalarda doku veya viicut stvilarinin incelenmesi i¢in kullanilan yontemler
genellikle biyo-ajanlar vasitasiyla olmaktadir. Bir isaret¢i kullanmadan ve en hizli sekilde bu
ornekleri incelemenin bir yolu, ilgilenilen 6rneklerin molekiiler yapisin1 inceleyen Raman
spektroskopisidir [120].

Raman spektroskopisinde, ahenkli bir kaynak (lazer) vasitasiyla 1s1tk ve molekiil
etkilesimleri sonucu sacilan fotonlar:

e Kaynak ile ayn1 frekansta (vo) sagilan Rayleigh fotonlari,
e [Kaynak frekansindan molekiiliin titresim frekansi kadar kayan (vo - vm) veya (vo + vim)

Raman fotonlar1 olabilir.

Bu kaymalar, Rayleigh fotonlari filtrelenerek gézlendiginde spektrumun frekans ekseni
molekiiliin titresim frekans1 hakkinda dogrudan bilgi verir ve toplanan verilerdeki frekans
bilgisi molekiiler yap1 hakkinda yorum yapilmasini saglar. Spektrumlarin siddeti, frekansin
dordiincii kuvveti ile orantilidir ve bu bilesen de piki gozlenen kimyasalin 6rnek i¢indeki
miktar1 hakkinda fikir verir.

Hiicre ve doku odakli ¢aligmalarda boyama yapmadan, dokuya foto-hasar vermeden,
herhangi bir Ornekleme siirecinden gegirmeden ve kiigiikk bir bolgeden alinan sinyalle
karakterize edebilmesi avantajlarindan dolayr Raman spektroskopisi yOntemi molekiiler

diizeyde incelemeler i¢in olduk¢a 6nemli bir yontemdir [121-123].

3.9. IMMUNOSITOKIMYASAL ANALIZ

AS549 akciger kanser hiicrelerinde immiinositokimyasal incelemeler icin isaretlenmis
antikorlar kullanilarak hiicre antijenlerini bulunduklar1 yerde gostermek amaci ile Streptavidin-
Biotin-Peroksidaz yontemi kullanilarak immiinositokimyasal boyama yapildi. Apoptoz
durumunun aydinlatilmasini saglayacak Bcl-2 antikoru (Santa Cruz Biotechnology; Lot No:
E1904, 1:50 diliisyon) ve Bax antikoru (Santa Cruz Biotechnology; Lot No: E2604, 1:50

diliisyon) kullanilarak kit (Invitrogen; Histostain-Plus Kit) i¢cinde tavsiye edilen igslem sirasi
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antikorlara gére modifiye edilerek %4’liikk paraformaladehit (Merck; Ref No: 1.04005.1000,
Lot No: K45535705 504) ile tespit edilen hiicrelere immiinositokimyasal boyama uygulandi.

Sekil 3.13: Immiinositokimyasal incelemelerde kullanilacak hiicrelerin ekimi.

Immiinositokimyasal incelemelerde ilk énce T75 steril hiicre flaskinda ¢ogaltilip yeterli
yogunluga gelen A549 akciger kanser hiicreleri tripsin uygulanarak kiiltiir kab1 zemininden
kaldirilip hiicre sayimlar1 gerceklestirildi. Daha dnce sterilize edilmis ve borosilikattan yapilmig
12 mm’lik dairesel lameller (Carolina; Cover Glass-633029) steril 24’1l kuyulara yerlestirildi
(Sekil 3.13). Kuyulara taze besiyerleri cRPMI-1640 eklenip tizerine her kuyuya 0,5x10° hiicre
ekildi. Ekim isleminden sonra hiicreler karbondioksit inkiibatoriinde 24 saat inkiibasyona
birakildi. Hiicreler 24 saatlik inkiibasyonun ardindan laminer akim kabinine alinip kuyulardaki
besiyerleri aspire edildi. Her kuyuya deney protokoliindeki gruplarina goére hazirlanmig olan
taze besiyeri eklendi ve hiicreler karbondioksit inkiibatoriinde 48 saat inkiibasyona birakildi.
HBO uygulanmayacak olan gruplarin hiicrelerine inkiibasyon siiresinin ardindan tespit islemi
uygulandi. HBO uygulanacak olan gruplarin hiicrelerine ise inkiibasyon igleminin ardindan 60
dakika hiperbarik oksijen uygulamasina maruz birakildiktan sonra hiicrelere tespit islemi
yapildi. Steril 24’lii kuyularda bulunan hiicrelerin iizerine deneysel protokol uygulandiktan
sonra kuyulardaki besiyeri aspire edildi. Hiicreler Tween-20/PBS ile 3 kez 5 dakika siireyle
yikand1 ve %4’liik paraformaldehit ile 10 dakika fikse edildi. Ardindan hiicreler tekrar Tween-
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20/PBS ile 3 kez 5 dakika siireyle yikandi. Morfolojik incelemeler yapilana kadar hiicrelerin
tizerine 1 mL PBS eklenip +4 °C’de muhafaza edildi.

Uygulama esnasinda taze olarak hazirlanan soliisyonlar:

e %3 H20: : 1 mL H>0; taze PBS ile 10 mL’ye tamamlandi.

o %4’liik Paraformaldehit: 4 gram paraformaldehit PBS ile 100 mL’ye tamamlandi.

¢  %0,05’lik Tween-20/PBS: 25 uL Tween-20 PBS ile 50 mL’ye tamamland.

Immiinositokimyasal islem protokolii

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Hiicreler 3 kez 5’er dakika PBS ile yikandi.

%3 H20> eklendi ve 10 dakika uygulandi.

Hiicreler 3 defa 5’er dakika PBS ile yikandi.

Istenmeyen antijenlerin baskilanmasi i¢in maskeleme soliisyonu 10 dakika uyguland.

Bcl-2 (1:50) antikoru ve Bax (1:50) antikoru ile bir gece +4 °C’de nemli ortamda

muamele edildi.

Hiicreler 3 defa 5’er dakika PBS ile yikandi.

Biotin ile isaretli ikinci antikor 10 dakika boyunca uygulandi.

Hiicreler 3 defa 5’er dakika PBS ile yikandi.

Streptavidin-Peroksidaz kompleksinde 8 dakika boyunca muamele edildi.
Hiicreler 3 defa 5’er dakika PBS ile yikandi.

Substrat-kromojen (AEC: 3-aminoetil 9-karbazol) soliisyonu ile 20 dakika renk

reaksiyonu gozlenene kadar inkiibe edildi.
Distile su ile yikandi.

Hiicrelere 30 saniye boyunca Hematoksilen boyas1 (Santa Cruz Biotechnology; Gill’s

Hematoxylin Solution, Ref No: 517-28-2, Lot No: D2314) uygulandi.
Distile su ile yikandi.

Immiinositokimyasal yontem uygulandiktan sonra kuyulardaki lameller dikkatli bir
sekilde ince uclu pens ile kaldirilip, lamlar iizerine damlatilan gliserin-jelatin ile

kapatildi ve 1 saat 37 °C’de inkiibe edildi.
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Immiin boyama ézgiilliigiiniin kontrolii:

Immiin boyamanin konrolii i¢in negatif kontrol kullanildi. Negatif kontrol olarak

immiinositokimyasal iglem sirasinda primer antikor yerine distile su damlatildi.

3.10. iISTATISTIKSEL ANALIZ

Ham Raman spektrumlari, MATLAB platformunda olusturulan otomatik 6nislem kodu
ile analiz i¢in hazir hale getirildi. Bu kod, kalibrasyon, arkaplan diizeltme, taban ¢izgisi
diizeltme ve normalizasyon yapmaktadir. Kalibrasyon asamasinda, spektrometreden dalga
boyu biriminde iiretilen spektrumlar, dalga boyu ve Raman kaymasi arasindaki iliski agagidaki

denklem ve referans spektrumlarin Raman kaymalar1 kullanilarak kalibre edildi.

V(cm‘1)=< i . )107

Aexc ARaman

Her ol¢climden sonra alman su spektrumlari, hedef Olgiimlerden c¢ikarilarak bu
bilesenden gelen katkilar1 analize dahil edilmedi. Ote yandan, bu diizeltme sonrasinda hala
spektrumlarda floresan katkilar1 birikmis olarak kalabilir ve spektrumdaki Raman piklerinin
tabanlarinda tiglincli dereceden bir ¢izgiye fit olacak sekilde bir yapr sergiler. Bu yap,
matematiksel olarak polinom fiti yardim ile yaklasik olarak bulunur ve toplam spektrumdan

cikarilarak floresan katkilar1 da diizeltilmis oldu.

Farkli sartlarda olusturulmus bilesenlerin karsilastirilmasi i¢in bazen OSlgiimlerin
normalize edilmesi gerekir. L2 normalizasyon bu amag i¢in olduk¢a uygun olup, birim hacim

basina kimyasal cevabin alinmasini saglar.

Yukarida bahsedilen islemler otomatik olarak yapildiktan sonra verinin incelenmesine
gecildi. Bu noktada elimizdeki verinin biiylikliigli 6nemli rol oynar. Calismamizdaki 8 adet
deney grubu i¢in her hiicreden 10’ar kez spektrum alindi ve her deney grubu i¢in 3 kez
tekrarlanip ortalamasi alindi. Deney gruplarinda 725-1800 cm™ bolgesinde raman
spektrumunda 828 cm™!, 920 cm!, 980 cm!, 1224 cm!, 1360 cm!, 1544 ¢cm™!, 1697 cm™! ve
1788 cm! degerlerinde raman siddetine katki saglayan pikler goriildii. Bu piklerdeki normalize
raman siddeti degerlerinin hepsi islem kolaylig1 agisindan 10~ kat olacak sekilde kullanild.
Raman siddetine katki saglayan piklerdeki normalize raman siddeti degerlerinden elde edilen
veri setlerinin istatiksel olarak karsilastirilmasi i¢in SPSS 21 programi kullanildi. Sonuglar

Ortalama + Standart Sapma (Mean + Standard Deviation; M £+ S.D.) olarak verildi. Veri
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setlerine uygulanan Shapiro-Wilk Normalite Testi sonucunda 8 grup olan deney gruplarinin
istatistiksel incelemesinde parametrik olmayan Kruskal-Wallis Testi kullanilirken, deney
gruplarinin ikili olarak karsilagtirilmalarinda ise parametrik olmayan Mann-Whitney U Testi
kullanild1. Verilerde yaptigimiz karsilastirmalarda p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

A549 akciger kanser hiicrelerinde Zn, melittin ve HBO uygulamalar1 sonucunda
meydana gelen hiicresel degisimler, raman siddetleri ve immiinositokimyasal farkliliklar
acisindan incelendi. Zn ve melittinin farkli dozlarda ve inkiibasyon siirelerinde uygulanmasi
sonucunda elde edilen hiicre canlilik analizleri Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de IC50 analiz sonuglari
ise Tablo 4.1°de verildi. Zn, melittin ve HBO uygulamalar1 sonucunda elde edilen raman
spektroskopi analiz spektrumlar1 Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de,
analizden elde edilen veriler ise Tablo 4.2, Tablo 4.3, Tablo 4.4, Tablo 4.5, Tablo 4.6, Tablo
4.7, Tablo 4.8, Tablo 4.9 ve Tablo 4.10’da verildi. Bunlara ek olarak immiinositokimyasal
boyama analizleri sonucunda elde edilen sonuglar ise Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da ve analizler

sonucunda immiino pozitiflik degerlendirmeleri Tablo 4.11°de verildi.

4.1. HUCRE CANLILIK ANALIiZi

Isik mikroskobu ile yapilan hiicre canlilik analizi 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkiibasyon
stireleri igin ayr1 ayr1 tespit edildi. A549 kanser hiicrelerine 3 ayr1 inkiibasyon siiresi i¢in 0 — 5
—10-20-50-100 — 200 — 300 uM ZnCl, dozlar1 uygulandi. Cinko i¢in uygulanan dozlara

ve inkiibasyon siiresine gore elde edilen hiicre canlilik oranlar1 Sekil 4.1°de verildi.
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Sekil 4.1: Cinko uygulanan A549 kanser hiicrelerinde canlilik orani.
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A549 kanser hiicrelerine 0— 0,5 — 1 —2 —4 — 8 pg/mL miktarlarinda melittin uygulamasi
yapildi. Hiicre canlilik analizi melittinin farkli konsantrasyonlari i¢in 24 saat, 48 saat ve 72 saat
inkiibasyon siirelerine gore ayr1 ayrt uygulandi. Sekil 4.2’de melittinin  farkh
konsantrasyonlarimin 3 farkli inkiibasyon siiresine goére hiicre canlilik oranlar1 verildi.
Uygulanan her bir melittin konsantrasyonunun 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkiibasyon siiresi

sonucunda elde edilen hiicre canlilik oranlar1 Sekil 4.2’de goriilmektedir.

Melittin

120
Q
X T | -7
T 100 o] 2 - =
= I
S 8 - - - - -
= I
O 60 - ] ] — — ——— —| m24Saat
é 40 - - | - - L | W 48 Saat
p
— 72 Saat
= i || || || || || ||
S 20
O .

0 0,5 1 2 4 8
Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4.2: Melittin uygulanan A549 kanser hiicrelerinde canlilik orana.

Cinko ve melittinin farkli konsantrasyonlarini uygularken doz siralamasinda 0 (sifir)
olarak ifade edilen veriler, hi¢ bir madde uygulamas: yapilmamis ve inkiibasyon siiresinin

ardindan elde edilen verileri temsil eder.

4.2. DOZ BELIRLEME ANALIZi SONUCLARI (IC50)

A549 kanser hiicrelerine ¢inko ve melittin uygulamalar i¢in farkli doz ve farkli
inkiibasyon siirelerinde doz belirleme analizi yapildi. Isik mikroskobu kullanilarak tripan
mavisi ile yapilan islem sonucunda hiicre canlilik oranlari elde edildi. Hiicre canlilik oranlari,
GraphPad Prism yazilimi1 kullanilarak ¢inko ve melittin maddelerinin kanser hiicrelerini %50
oraninda inhibe eden madde konsantrasyonu hesaplandi. Cinko ve melittin i¢in 24 saat, 48 saat

ve 72 saat inkiibasyon siireleri sonucunda iicer adet IC50 degeri elde edildi (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1: Cinko ve melittin i¢in farkli inkiibasyon siirelerine gore elde edilen yar1 maksimal
inhibitor konsantrasyon (IC50) degerleri.

24 Saat 48 Saat 72 Saat
IC50 IC50 IC50
R? R? R?
Zn (nM) (nM) (nM)
128,1 0,440 61 0,300 51,68 0,361
LELHL . 1C50 . 1C50 R
Melittin (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
4,656 0,875 4,572 0,930 4,479 0,842

A549 kanser hiicrelerine ¢inko uygulamasi i¢in IC50 degerlerine bakildiginda 24 saat
inkiibasyon siiresi i¢cin 128,1 uM, 48 saat inkiibasyon siiresi i¢in 61 uM ve 72 saat inkiibasyon
stiresi i¢n 51,68 uM ZnCl> uygulanmas: gerektigi tespit edildi. Melittinin IC50 degerlerine
bakildiginda ise 24 saat inkiibasyon siiresi i¢in 4,656 pg/mL, 48 saat inkiibasyon siiresi i¢in
4,572 pg/mL ve 72 saat inkiibasyon siiresi i¢in 4,479 pg/mL konsantrasyonunda melittin

uygulanmasi gerektigi sonucuna varildi.

Cinko ve melittinin beraber uygulamalarinin da yapilabilmesi i¢in ayni inkiibasyon
stiresi tercih edildi. Bu nedenle elde edilen IC50 degerleri sonucunda deneyin ikinci agamasinda
inkiibasyon siiresi olarak 48 saat ve uygulanacak doz miktarlari ise ¢inko i¢in 61 uM ve melittin
icin 4,572 pg/mL se¢ildi. Deneyin ikinci asamasinda, tiim ¢inko uygulamalarinda 61 pM
konsantrasyonunda ZnCl, ve tiim melittin uygulamalarinda 4,572 pg/mL konsantrasyonunda

melittin uygulandu.

4.3. RAMAN SPEKTROSKOPiSi ANALIZ SONUCLARI

AS549 kanser hiicrelerinde ¢inko ve melittin i¢in doz belirleme agamasinin ardindan
deney gruplar1 olusturuldu. Deney gruplari; Kontrol, Cinko grubu (Zn), Melittin grubu (M),
Cinko+Melittin grubu (ZnM), Hiperbarik Oksijen grubu (HBO), Cinko+Hiperbarik Oksijen
grubu (ZnHBO), Melittin+Hiperbarik Oksijen grubu (MHBO) ve Cinko+Melittin+Hiperbarik
Oksijen grubu (ZnMHBO)’dur. Deney gruplarinda HBO 1 saat, ¢inko 61 uM ZnCl, ve melittin
4,572 pg/mL konsantrasyonlarinda uygulandi. Deney siirecinin tamamlanmasinin ardindan

hiicreler fikse edildi. Fikse edilmis hiicrelerde raman spektroskopi 6l¢iimleri yapildi. Normalize



49

raman siddeti degerleri, 725 cm™ ve 1800 cm™! araligindaki raman kaymalarina gore incelendi
(Sekil 4.3). Raman spektroskopisi analizinden elde edilen spektrumlar 725-1800 cm™! bolgesi
icin Sekil 4.3°de, 725-950 cm! bélgesi i¢in Sekil 4.4’de, 950-1230 cm! bolgesi i¢in Sekil
4.5°de, 1230-1510 cm! bolgesi igin Sekil 4.6’da ve 1510-1800 cm™! bolgesi i¢in Sekil 4.7°de
verildi. Raman spektroskopisi analizinde farkli siddetlerde gozlenen piklerden elde edilen

veriler ve istatistiksel analizleri ise Tablo 4.2°de verildi.
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Sekil 4.3: Normalize raman siddeti degerlerinin 725-1800 cm! bolgesi i¢in raman spektrumu.

Normalize raman sgiddeti 725-1800 cm' bolgesine ait Sekil 4.3’deki raman
spektrumunda 828 cm!, 920 cm™!, 980 cm!, 1224 cm!, 1360 cm™!, 1544 cm™!, 1697cm™ ve
1788 cm! degerlerinde raman siddetine katki saglayan pikler goriildii. Kontrol ve deney
gruplarinin Sekil 4.3’deki raman spektrumunu daha yakindan inceleyebilmek i¢in 725-950
cm! bolgesi, 950-1230 cm™! bolgesi, 1230-1510 cm™! bolgesi ve 1510-1800 cm™! bolgesi olmak
izere 4 bolgeye ayirdik. Her bdlgede raman spektrumuna katki saglayan raman siddetlerine ait
gruplar arasi istatistiksel analizler 828 cm™! i¢in Tablo 4.3’de, 920 cm™! igin Tablo 4.4°de, 980
cm’! igin Tablo 4.5°de, 1224 cm™! i¢in Tablo 4.6’da, 1360 ¢cm™ i¢in Tablo 4.7°de, 1544 cm™!
icin Tablo 4.8’de, 1697 cm! igin Tablo 4.9°da ve 1788 cm™! i¢in Tablo 4.10°da ayr1 ayr1 verildi.
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Tablo 4.2: Deney gruplarmin 725-1800 cm™! bolgesindeki raman siddetleri.

828 920 980 1224

cm™! cm?! cm?! cm?!

Zn 26,9+£8,8  4,29+1,37 0,39+0,66 0,82+0,32

ZnM 2,93+0,23  0,83+0,18 6,97+0,44 17,09+0,6

ZnHBO 3,16+0,27  0,64+0,14 7,07+0,53 17,3£1,3

ZnMHBO  3,01£027 0,54+0,13  6,64+0,36 16,6+1,1

Temsil Fosfodiester  Glikoz B- Amid III
konformasyonu

* Normalize raman siddeti degerleri x107 olarak verildi.
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Tablo 4.2 (devami): Deney gruplarinin 725-1800 cm™! bolgesindeki raman siddetleri.

1360 1544 1697 1788
cm™ cm™ cm™ cm’
Kontrol 27,1434  0,04+0,09 1,03+0,36  0,29+0,51
Zn 24,1+1,7 0,37+0,06 1,14+0,39  0,12+0,09
M 38,3£6,5 18,2428  12,8+2,5 9,6+2,07
ZnM 34,7¢1,4 16,4+0,7 11,7¢0,6  9,23+0,57
HBO 36,8+2,7 17,5+¢1,1  12,840,7  10,1+0,65
ZnHBO 352£2.6  17,8¢1,3 12,540,6  9,51£1,03
MHBO 29,6499 14,4+48 10,134  7,914£2,58
ZnMHBO 33,4£1,9 16,5+0,9 11,2+40,6  8,85+0,81
P p<0,001  p<0,001  p<0,001 p<0,001
Temsil Triptofan ~ Amid II AmidI  Karboksilik
asit
Referans [126] [127] [125] [128]

* Normalize raman siddeti degerleri x10~ olarak verildi.

725-1800 cm! bolgesinde tiim raman spektrumunda Kontrol grubu ve deney gruplari
olan Zn, M, ZnM, HBO, ZnHBO, MHBO ve ZnMHBO gruplarina ait belirli raman siddetlerine
ait normalize raman degerlerinin ortalamasi alinarak Ortalama+Standart Sapma seklinde ve
yorumlanmasinda kolaylik saglamak igin tiim degerler 10~} kati olarak Tablo 4.2’de verildi.
Ayrica Tablo 4.2°de raman siddetine katki sagladigi goriilen 828 cm™, 920 cm™, 980 cm™!, 1224
cm!, 1360 cm™!, 1544 em™!, 1697 cm™! ve 1788 em! piklerini temsil eden biyolojik yapilar ve

bunlarin referanslar1 da belirtildi.
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Sekil 4.4: Normalize raman siddeti degerlerinin 725-950 cm™! bolgesi i¢in raman spektrumu.

Sekil 4.4’de normalize raman sidetti degerlerinin spektrumunda 828 cm™ ve 920 cm'!
pikleri vardir. Raman kaymasi 828 cm! degerinde; Kontrol grubunda 33,8+18,1 degerinde, Zn
grubunda 26,9+8,8 degerinde, M grubunda 3,51+0,92 degerinde, ZnM grubunda 2,93+0,23
degerinde, HBO grubunda 3,41+0,42 degerinde, ZnHBO grubunda 3,16+0,27 degerinde,
MHBO grubunda 2,73+0,87 degerinde, ZnMHBO grubunda 3,01+0,27 degerinde normalize
raman siddetleri (x10-%) elde edildi. Raman kaymasi 920 cm™! degerinde ise Kontrol grubunda
4,23+2.26 degerinde, Zn grubunda 4,29+1,37 degerinde, M grubunda 1,07+£0,46 degerinde,
ZnM grubunda 0,83+0,18 degerinde, HBO grubunda 0,74+0,13 degerinde, ZnHBO grubunda
0,64+0,14 degerinde, MHBO grubunda 0,50+0,18 degerinde, ZnMHBO grubunda 0,54+0,13
degerinde normalize raman siddetleri (x107) elde edildi (Tablo 4.2).
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Tablo 4.3: 828 cm’! Raman kaymasimin gruplar arasi istatistiksel analizi.

828 cm'  Kontrol Zn M ZnM HBO ZnHBO MHBO ZnMHBO

Kontrol - p>0,05  FE* seokok ek ok
Zn - ok sk Hokok Aokok
M ~ p>0,05 p>0,05
ZnM - ok
HBO -
ZnHBO
MHBO
ZnMHBO

*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.
p>0,05: Istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yok.

o
.
p>0,05
p>0,05

p>0,05

ksksk

Kk

p>0,05

ksksk

p>0,05

e
.
p>0,05
p>0,05
o7

p>0,05

p>0,05

Raman kaymasi1 828 cm™! degerinde Kontrol grubunu M, ZnM, HBO, ZnHBO, MHBO
ve ZnMHBO gruplan ile karsilastirdigimizda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit
edildi (p<0,001) (Tablo 4.2). Fakat Kontrol grubunu Zn grubu ile karsilastirdigimizda
matematiksel olarak raman siddetinde bir azalma olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik yoktur (Tablo 4.3). Zn grubunu M, ZnM, HBO, ZnHBO, MHBO ve ZnMHBO
gruplart ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farlilik vardir (p<0,001). M
grubunun ZnM, HBO, ZnHBO ve ZnMHBO gruplar ile arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik olmamasina ragmen M grubu MHBO grubuna gore istatistiksel olarak anlamli ve
daha fazladir (p<0,05). ZnM grubunda ise sadece HBO grubu ile arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark vardir ve ZnM grubu HBO grubuna gore daha diisiiktiir (p<0,01). HBO grubu
ile MHBO ve ZnMHBO gruplart karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma

vardir (sirastyla p<0,001 ve p<0,01).
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Tablo 4.4: 920 cm™! Raman kaymasimin gruplar arasi istatistiksel analizi.

920 cm”'  Kontrol Zn M ZnM HBO ZnHBO MHBO ZnMHBO

Kontrol - p>0,05  *** *k * 4 * 4 k% *k %
7n . 3k *kk *kk *kk *okk *kk
M - p>0,05 * sk skok sokok
7ZnM B p>0,05 * *okk *okk
HBO - p>0,05 k% *k %
ZnHBO - p>0,05 p>0,05
MHBO - p>0,05
ZnMHBO -

*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.
p>0,05: Istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yok.

Raman kaymasi1 920 cm™ degerinde Kontrol ve Zn gruplarinin M, ZnM, HBO, ZnHBO,
MHBO ve ZnMHBO gruplari ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar var
(p<0,001). M grubu ile ZnM arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yok olmasina
ragmen M grubu HBO (p<0,05), ZnHBO (p<0,01), MHBO (p<0,001) ve ZnMHBO (p<0,001)
gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak daha fazladir (Tablo 4.4). ZnM grubu ile
ZnHBO (p<0,05), MHBO (p<0,001) ve ZnMHBO (p<0,001) gruplar1 karsilastirildiginda ZnM
grubu istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha fazladir. Ayrica HBO grubu MHBO ve
ZnMHBO gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha fazladir (p<0,001). Fakat
ZnHBO grubu ile MHBO ve ZnMHBO gruplar1 arasinda matematiksel olarak bir farklilik

olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur.
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Sekil 4.5: Normalize raman siddeti degerlerinin 950-1230 cm! bolgesi i¢in raman spektrumu.

Sekil 4.5°de normalize raman sidetti degerlerinin spektrumunda 980 cm™! ve 1224 ¢cm'!
pikleri vardir. Raman kaymasi 980 cm™! degerinde; Kontrol grubunda 0,09+0,39 degerinde, Zn
grubunda 0,39+0,66 degerinde, M grubunda 7,53+1,49 degerinde, ZnM grubunda 6,97+0,44
degerinde, HBO grubunda 7,26+0,42 degerinde, ZnHBO grubunda 7,07+0,53 degerinde,
MHBO grubunda 5,89+1,99 degerinde, ZnMHBO grubunda 6,64+0,36 degerinde normalize
raman siddetleri (x107) elde edildi. Ayrica ayn1 bolgede 1224 ¢m™! raman kaymasi degerinde
ise Kontrol grubunda 0,05+0,54 degerinde, Zn grubunda 0,82+0,32 degerinde, M grubunda
18,943,5 degerinde, ZnM grubunda 17,09+0,6 degerinde, HBO grubunda 17,7+1,2 degerinde,
ZnHBO grubunda 17,3+1,3 degerinde, MHBO grubunda 14,4+4,8 degerinde, ZnMHBO
grubunda 16,6:+1,1 degerinde normalize raman siddeti degerleri (x10-%) tespit edildi (Tablo 4.2).
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Tablo 4.5: 980 cm™! Raman kaymasinin gruplar arasi istatistiksel analizi.

980 cm”'  Kontrol Zn M ZnM HBO ZnHBO MHBO ZnMHBO

Kontrol ; p>0,05  **k kK Kok k ok *okok *okok
7n . *okk Kok k ok ok *ok ok Hok ok
M - p>0,05 p>0,05 p>0,05 s p>0,05
ZnM - p>0,05 p>0,05 *x *
HBO - p>0,05 *okok *%
ZnHBO - * *
MHBO - p>0,05
ZnMHBO -

*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.
p>0,05: Istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yok.

Tablo 4.5°de goriildiigii lizere raman kaymasi 980 cm™! degerinde Kontrol grubunun M,
ZnM, HBO, ZnHBO, MHBO ve ZnMHBO gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli farkliliklar bulundu (p<0,001). Ayn1 sekilde Zn grubu ile M, ZnM, HBO, ZnHBO,
MHBO ve ZnMHBO gruplari ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artig var
(p<0,001). Fakat Kontrol ile Zn grubu arasinda matematiksel olarak bir fark olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. M grubu ile MHBO grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma (p<0,05) olmasina ragmen M grubu ile Zn, HBO, ZnHBO ve
ZnMHBO gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur. ZnM grubu Kontrol ve
Zn gruplart haricinde sadece MHBO (p<0,01) ve ZnMHBO (p<0,05) gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma vardir. Benzer sekilde, HBO grubu ile MHBO (p<0,001)
ve ZnMHBO (p<0,01) gruplari karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma vardir.
ZnHBO grubu ile MHBO ve ZnMHBO gruplar1 arasinda ise p<0,05 diizeyinde de olsa

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik vardir.
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Tablo 4.6: 1224 cm™! Raman kaymasinin gruplar arasi istatistiksel analizi.

1224 em™  Kontrol  Zn M ZnM HBO ZnHBO MHBO ZnMHBO

Kontrol - *% ok *okk *kk *kk ok ok
7n . ok ok *okk ok *kk ok
M - p>0,05 p>0,05 p>0,05 ok *
ZnM - p>0,05  p>0,05 o p>0,05
HBO - p>0,05 ok *
ZnHBO - * *
MHBO ; *%
ZnMHBO -

*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.
p>0,05: Istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yok.

Raman kaymasi 1224 cm™! degerinde Tablo 4.6’da goriildiigii gibi Kontrol grubu ile M,
ZnM, HBO, ZnHBO, MHBO ve ZnMHBO gruplan karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir artis var (p<<0,001). Ayn1 zamanda diger raman siddetlerinden farkli olarak Kontrol
grubu ile Zn grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde anlamli bir artis
goriildi. Zn grubunun M, ZnM, HBO, ZnHBO, MHBO ve ZnMHBO gruplari
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artig bulundu (p<0,001). M grubunun
gruplarla karsilastirilmasi sonucunda MHBO (p<0,01) ve ZnMHBO (p<0,05) gruplar ile
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu goriildi. ZnM grubu ise Kontrol ve Zn grubu
disinda sadece MHBO grubu ile arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,01).
Benzer sekilde HBO grubuna baktigimizda MHBO (p<0,01) ve ZnMHBO (p<0,05) gruplar1 ile
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriildii. ZnHBO grubu ile MHBO grubu
ve ZnMHBO grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlaml1 bir azalma
tespit edildi. Bunlara ek olarak 1224 cm! raman kaymasi degerinde MHBO grubu ZnMHBO
grubuna gore istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde daha diisiiktiir.
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Sekil 4.6: Normalize raman siddeti degerlerinin 1230-1510 cm! bdlgesi igin raman
spektrumu.

Normalize raman sidetti 1230-1510 cm! bolgesindeki spektrumda Sekil 4.6’da
goriildiigii iizere sadece 1360 cm™ piki vardir. Raman kaymasi 1360 cm! degerindeki pike
bakildiginda Kontrol grubunda 27,1+3,4 degerinde, Zn grubunda 24,1+1,7 degerinde, M
grubunda 38,3+6,5 degerinde, ZnM grubunda 34,7+1,4 degerinde, HBO grubunda 36,8+2,7
degerinde, ZnHBO grubunda 35,2+2,6 degerinde, MHBO grubunda 29,64+9,9 degerinde,
ZnMHBO grubunda 33,4+1,9 degerinde normalize raman siddetleri (x10-) elde edildi (Tablo
4.2).
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Tablo 4.7: 1360 cm™! Raman kaymasinin gruplar arasi istatistiksel analizi.

1360 cm” Kontrol Zn M ZnM HBO ZnHBO MHBO ZnMHBO

Kontrol - p>0,05  *** ook ook ook ok k ok ok
7n . ok k Kook ook ook ok ok ok k
M - p>0,05 p>0,05 p>0,05 o ok
ZnM - p>0,05 p>0,05 ok *
HBO - p>0,05 ok 3k
ZnHBO - * *
MHBO ; p>0,05
ZnMHBO -

*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.
p>0,05: Istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yok.

Tablo 4.7°de goriildiigii lizere raman kaymasi 1360 cm™! degerinde Kontrol grubu ile Zn
grubu arasinda matematiksel olarak bir azalma olmasina ragmen istatiksel olarak anlamli bir
azalma elde edilmedi. Fakat Kontrol grubu ile M, ZnM, HBO, ZnHBO, MHBO ve ZnMHBO
gruplar1 karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edildi (p<0,001). Ayni
zamanda Zn grubu ile M, ZnM, HBO, ZnHBO, MHBO ve ZnMHBO gruplar
karsilastirildiginda istatistiksel olarak p<0,001 diizeyinde anlamli bir artig goriildii. M grubunda
ZnM, HBO ve ZnHBO gruplan ile istatistiksel olarak anlamli bir farkliliklar1 olmamasina
ragmen, M grubu MHBO ve ZnMHBO gruplar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bir azalis bulundu (p<0,01). ZnM grubunun gruplarla karsilastiriimasi sonucunda MHBO
(p<0,01) ve ZnMHBO (p<0,05) gruplan ile istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
goriildii. HBO grubunu kiyasladigimizda ise sadece MHBO (p<0,001) ve ZnMHBO gruplari
(p<0,01) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma vardir. ZnHBO grubunda ise sadece

MHBO ve ZnMHBO gruplar1 arasinda istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlamli bir fark
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bulundu. MHBO grubu ile ZnMHBO gruplar1 karsilastirildiginda matematiksel olarak farklilik

olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilemedi.
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Sekil 4.7: Normalize raman siddeti degerlerinin 1510-1800 cm! bdlgesi igin raman
spektrumu.

Sekil 4.7°de goriildiigii lizere normalize raman sidetti degerleri 1510-1800 cm™! bolgesi
spektrumunda 1544 cm!, 1697 cm™ ve 1788 cm! pikleri vardir. Raman kaymasi 1544 c¢cm’!
degerindeki pike bakildiginda Kontrol grubunda 0,0440,09 degerinde, Zn grubunda 0,37+0,06
degerinde, M grubunda 18,2+2,8 degerinde, ZnM grubunda 16,4+0,7 degerinde, HBO
grubunda 17,5£1,1 degerinde, ZnHBO grubunda 17,8+1,3 degerinde, MHBO grubunda
14,4+4,8 degerinde, ZnMHBO grubunda 16,5+0,9 degerinde normalize raman siddetleri
(x107%) elde edildi (Tablo 4.2). Bu bdlgede gozlenen diger bir pik olan 1697 cm™! raman kaymasi
degerinde ise Kontrol grubunda 1,03+0,36 degerinde, Zn grubunda 1,14+0,39 degerinde, M
grubunda 12,8425 degerinde, ZnM grubunda 11,7+0,6 degerinde, HBO grubunda 12,8+0,7
degerinde, ZnHBO grubunda 12,5+0,6 degerinde, MHBO grubunda 10,143,4 degerinde,
ZnMHBO grubunda 11,2+0,6 degerinde normalize raman siddetleri (x10-) bulundu. Ayrica
1788 cm! raman kaymasi degerinde ise Kontrol grubunda 0,29+0,51 degerinde, Zn grubunda
0,124+0,09 degerinde, M grubunda 9,6+2,07 degerinde, ZnM grubunda 9,23+0,57 degerinde,
HBO grubunda 10,1+0,65 degerinde, ZnHBO grubunda 9,51+1,03 degerinde, MHBO
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grubunda 7,91£2,58 degerinde, ZnMHBO grubunda 8,85+0,81 degerinde normalize raman
siddetleri (x107%) elde edildi.

Tablo 4.8: 1544 cm™! Raman kaymasinin gruplar arasi istatistiksel analizi.

1544 em™ Kontrol  Zn M ZnM HBO ZnHBO MHBO ZnMHBO

Kontrol - p>0,05  *** *kk *k %k *% 5k *kk ok
Zn _ skskok skskok skskok skskok kskosk kskosk
M - p>0,05 p>0,05 p>0,05 e p>0,05
ZnM - % ** p>0,05 p>0,05
HBO - p>0,05 *x i
ZnHBO - ok *
MHBO - *
ZnMHBO -

*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.
p>0,05: Istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yok.

Raman kaymasi 1544 cm™! degerinde Tablo 4.8°de goriildiigii iizere Kontrol grubu ile
Zn grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilmedi. Fakat Kontrol grubu ile Zn
grubu disinda M, ZnM, HBO, ZnHBO, MHBO ve ZnMHBO gruplar1 karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edildi (p<<0,001). Ayni1 sekilde Zn grubu ile M, ZnM,
HBO, ZnHBO, MHBO ve ZnMHBO gruplar1 karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
artig gortildi (p<0,001). M grubunu karsilagtirdigimizda Kontrol ve Zn gruplar1 disinda sadece
MHBO grubu ile istatistiksel olarak anlamli bir azalma bulundu (p<0,01). ZnM grubuna
baktigimizda HBO ve ZnHBO gruplar arasinda istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde anlamli
bir artig goriildi. HBO grubunun MHBO ve ZnMHBO grubu ile karsilastirilmasi sonucunda
p<0,01 diizeyinde istatistiksel olarak anlaml1 bir azalma tespit edildi. ZnHBO grubu ise MHBO
grubu ile p<0,01 diizeyinde, ZnMHBO grubu ile p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlaml
bir fark vardir. Bunlara ek olarak 1544 cm’! raman kaymasi degerinde MHBO grubu ile
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ZnMHBO grubu karsilastirildiginda p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunup; MHBO grubunun ZnMHBO grubuna gore daha diisiik degerde oldugu goriildii.

Tablo 4.9: 1697 cm™! Raman kaymasinin gruplar arasi istatistiksel analizi.

1697cm™ Kontrol  Zn M ZnM HBO ZnHBO MHBO ZnMHBO

Kontrol - p>0,05  *** KKK koK KKK KoKk KoKk
7n - Rk kK koK koK sekok seokok
M - p>0,05 p>0,05 p>0,05 ook p>0,05
7ZnM R koK * p>0,05 *
HBO - p>0,05 KoKk EEES
ZnHBO - * ok
MHBO - p>0,05
ZnMHBO -

*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.
p>0,05: Istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yok.

Raman kaymasi 1697 cm™! degerinde Tablo 4.9°da goriildiigii iizere Kontrol grubu ile
Zn grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilmedi. Diger taraftan Kontrol
grubu ile M, ZnM, HBO, ZnHBO, MHBO ve ZnMHBO gruplar1 karsilastirildiginda
istatistiksel olarak p<0,001 diizeyinde anlamli bir artis tespit edildi. Benzer sekilde, Zn grubu
ile diger gruplar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis vardir (p<0,001). Fakat
M grubu, Kontrol ve Zn grubu disindaki diger gruplarla karsilastirildiginda sadece MHBO
grubu ile istatistiksel olarak p<0,001 diizeyinde anlaml1 bir azalma bulundu. ZnM grubunda ise
MHBO grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamasina ragmen
HBO grubu (p<0,001), ZnHBO grubu (p<0,05) ve ZnMHBO grubu (p<0,05) ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edildi. HBO grubunda MHBO
grubu ve ZnMHBO grubu ile karsilastirilmasi sonucunda istatistiksel olarak p<0,001 diizeyinde
anlamli bir azalma vardir. MHBO grubu ile ZnMHBO grubu karsilastirildiginda matematiksel
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olarak farklilik olmasina ragmen 1697 cm™ raman kaymasi degerinde istatistiksel olarak
anlamli bir fark yoktur. Diger taraftan ZnHBO grubu ile MHBO grubu (p<0,05) ve ZnMHBO
grubu (p<0,01) arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edildi.

Tablo 4.10: 1788 cm™! Raman kaymasinin gruplar arasi istatistiksel analizi.

1788 em” Kontrol  Zn M ZnM HBO ZnHBO MHBO ZnMHBO

Kontrol - p>0,05  k¥x koK koK kK Hkok Rk
7n . *kk *xk *kk *kk k% k%

M - p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

ZnM - e p>0,05 ** p>0,05
HBO - p>0,05 Hkok Rk

ZnHBO - * p>0,05

MHBO - p>0,05

ZnMHBO -

*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.
p>0,05: Istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yok.

Son olarak 1510-1800 cm™! raman spektrumu bolgesindeki 1788 ¢m™ raman kaymasi
degerinde Kontrol grubu ile Zn grubu arasinda matemtatiksel olarak fark olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilmedi (Tablo 4.10). Kontrol ve Zn grubu ile ayr1 ayr1
M, ZnM, HBO, ZnHBO, MHBO ve ZnMHBO gruplar karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir artig vardir (p<0,001). Diger taraftan M grubu, Kontrol ve Zn grubu diginda diger
gruplarla karsilastirildiginda matematiksel olarak gruplar arasinda azalma ve artma goriilsede
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilemedi. ZnM grubunda ise HBO ve MHBO
gruplar1 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde anlamli farkliliklar
bulundu. HBO grubunun gruplar arasi karsilastirilmast sonucunda Kontrol grubu, Zn grubu,
MHBO grubu ve ZnMHBO grubu ile istatistiksel olarak p<0,001 diizeyinde ZnM grubu ile
istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde anlamli bir fark tespit edildi. ZnHBO grubu ile MHBO
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grubu karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir azalma vardir (p<0,05). Fakat MHBO
grubu ile ZnMHBO grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur.

4.4. IMMUNOSITOKIMYASAL BOYAMA SONUCLARI

Immunositokimyasal boyama islemleri Bax ve Bcl-2 immun boyama olarak yapilip
verilere gore immunpozitiflik degerlendirmesi Tablo 4.11°de ve elde edilen goriintiiler ise Sekil

4.8 ve Sekil 4.9°da verildi.

4.4.1. Bax immun boyama sonuclari

A549 akciger kanser hiicrelerinde uygulanan Zn, melittin ve HBO iglemlerinin ardindan
immunositokimyasal incelemeler i¢cin Bax immun boyama islemi her grup i¢in yapildi. Bunun
sonucunda Kontrol grubu, Zn, M, ZnM, HBO, ZnHBO, MHBO ve ZnMHBO gruplarina ait
Bax immun boyama goriintiileri Sekil 4.8’de verildi. Kontrol grubunda ¢ok nadir apoptotik ve
nekrotik gorliinlimlii hiicrelerin yanisira yer yer de hiicre boliinmesi karakteristigi bulunan
hiicreler gozlendi. Zn grubunda ise kontrol gruba kiyasla apoptotik morfoloji gosteren
hiicrelerde Bax immunpozitifliginde bir artis gozlendi. Ayrica bazi nekrotik goriiniimlii
hiicreler ile birlikte hiicre boliinmesi karakteristigi bulunan hiicreler de goriildi. Melittin
uygulanan grupta (M), Kontrol ve Zn gruplarina kiyasla artmis Bax immunpozitifligi gozlendi.
ZnM uygulanan grupta Bax immunpozitifliginde melittin uygulanan gruba (M) kiyasla artis
vardir. Ayrica diger gruplara kiyasla nekrotik goriiniimlii hiicre sayisinda da artig oldugu
goriildii. HBO grubunda apoptotik hiicrelerde Bax immunpozitifligi artmis olarak gozlendi.
Nekrotik karakterli hiicre sayisida artmig olarak goézlendi. ZnHBO grubunda Bax
immunpozitifligi azalmis olmakla beraber yer yer apoptotik goriiniimlii hiicreler vardir. MHBO
grubunda apoptotik hiicrelerde Bax immunpozitifligi azalmis olmakla birlikte nekrotik
karakterli hiicre sayisinda artis gozlendi. ZnMHBO grubunda ise apoptotik hiicrelerde Bax
immunpozitifliginde belirgin bir artis olmamakla birlikte nekrotik karakterli hiicre sayisinda

artis vardir.
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Sekil 4.8: Bax immunositokimyasal boyama yapilan gruplara ait goriintiiler.

*: apoptik, A : nekroz, *: hiicre boliinmesi. Immunboyama: Streptavidin Biotin Peroksidaz yéntemi.

4.4.2. Bcl-2 immun boyama sonuglari

Zn, melittin ve HBO uygulamalari sonucunda A549 akciger kanser hiicrelerinde
immunositokimyasal incelemeler i¢in Bel-2 immun boyama islemi Kontrol grubu, Zn, M, ZnM,
HBO, ZnHBO, MHBO ve ZnMHBO gruplari i¢in yapildi ve elde edilen Bcl-2 immun boyama
goriintiileri Sekil 4.9°da verildi. Zn grubunda Kontrol gruba kiyasla apoptotik morfoloji
gosteren hiicrelerin sitoplazmasinda Bcl-2 immunpozitifliginde bir artis gozlendi. Melittin
uygulanan grupta (M) Zn grubuna kiyasla artmis Bcl-2 immunpozitifligi gézlendi. ZnM
uygulanan grupta melittin uygulanan gruba (M) kiyasla Bcl-2 immunpozitifliginde bir azalma
gozlendi. HBO grubunda Bcl-2 immunpozitifligi gosteren apoptotik hiicrelerde bir azalma ile
birlikte nekrotik karakterli hiicre sayisinda bir artis gozlendi. ZnHBO grubunda Bcl-2
immunpozitifligi azalmis olarak gozlendi. MHBO grubunda apoptotik hiicrelerde Bcl-2
immunpozitifligi azalmig olmakla birlikte nekrotik karakterli hiicre sayisinda bir artis gézlendi.
Son olarak, ZnMHBO grubunda ise Bcl-2 immunpozitifliginde belirgin bir artis olmamakla

birlikte apoptotik ve nekrotik karakterli hiicreler de gozlendi.
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Sekil 4.9: Bcl-2 immunositokimyasal boyama yapilan gruplara ait goriintiiler.

*: apoptik, A :nekroz, *: hiicre boliinmesi. Immunboyama: Streptavidin Biotin Peroksidaz yéntemi.

Bax immunositokimyasal boyama goriintiileri Sekil 4.8 ve Bcl-8 immunositokimyasal
boyama goriintiileri ise Sekil 4.9°da verilirken her goriintiide 20um’lik bir 6lgek kullanildi.

oo

Goriintiilerin iizerinde “*” sembolii ile apoptoz, “ A” sembolii ile nekroz ve sembolii ile

hiicre bdltinmesi olan hiicreler gdsterildi.
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Tablo 4.11: Bax ve Bcl-2 immunopozitifliklerinin degerlendirilmesi.

Gruplar . Bax' cexs Bcl-2' P
immunpozitifliZi immunpozitifligi
Kontrol - -
Zn + +
M +/++ ++/+++
7ZnM ++ ++
HBO +/++ +
ZnHBO -+ -/+
MHBO -+ -/+
ZnMHBO -/+ -/+

(-: boyanma yok, -/+: hafif boyanma, +: immunpozitif,

++: yogun immunpozitifllik)

Bax ve Bcl-2 immunopozitifliklerinin her grup icin degerlendirilmesinde bir tablo
olusturuldu (Tablo 4.11). Bu tabloda “-” sembolii immun boyanmanin olmadigini; “-/+”
sembolii hafif miktarda immun boyamanin oldugunu; “+” sembolii immunopozitifligin
oldugunu ve “++” sembolii ise yogun miktarda immunopozitifllik oldugunu ifade etmektedir.
Her gruptaki Bax ve Bcl-2 immunositokimyasal boyama islemlerininden elde edilen hiicresel
goriintiilerden (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9) yararlanarak immunopozitifliklerini degerlendirmek

uzere derecelendirildi.
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5. TARTISMA

Kanser hiicreleri, hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasini denetleyen mekanizmalardan kacarak
kontrolsiizce ¢ogalir. Dolayisiyla kanser hiicreleri DNA yapilarinda mutasyona ugramis
olmalarma ragmen oOzellikle programli hiicre oOliimii olarak ifade edilen apoptoz
mekanizmasindan kagarlar. Bir ¢ok bilim insani, kanser hiicrelerinde apoptoz mekanizmalarini
aktive edebilen ya da kanser tedavilerinde radyoterapi ve kemoterapi uygulamalarinin etkisini
artirabilen maddeler ve uygulamalar lizerinde ¢aligmalar yapmaktadir. Bazi tedavi yontemleri
tek basina olumlu etki olusturmazken ya da etkisi az iken farkli uygulamalar ile kombinasyon
halinde kullanilmasinda tedavi etkileri artabilmektedir. Diger yandan kanser hiicrelerine
uygulanacak olan madde ya da tedavi yonteminin farkli dozlarda ve siirelerde uygulanmasi
tedaviye verilen cevabi degistirebilir. Ayrica kanser tiirii de tedavi yonteminin belirlenmesinde
onemli bir faktordiir. Ozellikle ¢inko eser elementi, organizmada protein sentezinden yara
iyilesmesine kadar bir ¢ok siirecte 6nemli rol oynamasina ragmen kanser hiicreleri tizerindeki
davranisi hala net bir sekilde agiklanamadi. Bunun nedeni ¢inko elementinin kanser hiicresine
uygulanan doz miktari, uygulama siiresi ve kanser tiiriine gore farkli etki olugturmasidir. Cinko,
Lie ve arkadaslarinin ¢alismasinda [15] pankeras kanserinde anti-apoptotik etki olustururken
Donadelli ve arkadaslarinin ¢alismasinda [14] pankreas kanserinde, Ding ve arkadaglarinin
caligmasinda [16] ise yumurtalik kanserinde apoptozu artirict bir etkiye neden oldugu ileri
stiriilmiigtiir. Diger yandan ar1 zehrinin yaklagsik yarisini olusturan melittin peptiti, hiicre
membranimnin kimyasal ve fiziksel olarak yapisinin bozulmasina neden olarak membran
gecirgenligini artirdigi bilinmektedir. Bu nedenle melittin hem dogrudan kanser hiicresinin
yapisini bozarak hem de dolayli yoldan kanser hiicresinin membran gegirgenligini artirarak
farkli molekiillerin etkisini artirabilir veya azaltabilir. Bu yiizden melittin peptiti, anti-kanser
bir ajan olarak kanser calismalarinda oldukg¢a dikkat ¢ceken bir molekiildiir. Cinko elementi ve
melittin peptiti disinda bir ¢cok hastaligin tedavisinde kullanilan bir uygulama olan hiperbarik
oksijen (HBO) tedavisi ise hem yiiksek basing hem de oksijen uygulamasi ile hiicresel boyutta
fizikokimyasal etkilerin olugmasina sebep olabilir. Cinko ve melittin madde uygulamalar1 ile
HBO uygulamasinin hem tek tek hem de beraber uygulanmalar1 durumunda molekiiler diizeyde
kanser hiicreleri lizerinde meydana getirdikleri degisimler olasi tedavi yontemlerine 6nemli

derecede fayda saglayacagina inanilmaktadir. Bu nedenle tez ¢alismamizin amaci, oldukga sik
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goriilen bir kanser tiirii olan A549 akciger kanseri hiicreleri {izerinde ¢inko elementi, melittin
peptiti ve HBO uygulamasinin hem tek tek hem de kombinasyonlar halinde Raman
spektroskopisi ile molekiiler diizeyde meydana getirdikleri degisimlerin incelenmesi

amaglanmistir.

A549 akciger kanseri hiicrelerinde yaptigimiz 61 uM ZnCly, 4,571 pg/mL melittin
peptiti ve 1 saatlik HBO uygulamalar1 sonucunda elde ettigimiz raman spektroskopisi analiz
sonuglarimizda 828 cm!, 920 cm™, 980 ecm!, 1224 cm!, 1360 cm™!, 1544 cm™!, 1697cm! ve
1788 cm! degerlerinde raman siddetine katki saglayan pikler elde edildi. Bu elde ettigimiz
piklerin her biri biyolojik yapida amino asitlerden bag yapilarina kadar bir ¢ok yapiy1 temsil
eden karakteristik degerlerdir. Ruiz-Chica ve arkadaglarinin 2004 yilinda yapmis oldugu
¢aligma sonucunda 828 c¢m™! raman kaymasi degerinin biyolojik bir yapida fosfodiester
baglarmi temsil ettigi gosterilmistir [122]. Fosfodiester bagi, kovalent bir bagdir ve
niikleotidlerin polimerlesmesinde bir niikleotidin 5” fosfati ile bir digerinin 3’ hidroksil grubu
arasinda kurulur. Ayrica bilindigi {izere hiicrenin bilgi molekiilleri olan DNA ve RNA, birer
niikleotid polimerleridir. Dolayisiyla, fosfodiester baglariin varlig1 bize dolayli yoldan DNA
ve RNA hakkinda da bilgi verebilir. Calismamizin raman spektrsokopisi analiz sonuglarinda
fosfosdiester baglarini temsil eden 828 cm™! degerinde normalize raman siddetine katkisinin
Kontrol grubunda en fazla oldugu belirlenmistir. Dolayistyla bu durum, Kontrol grubundaki
hiicrelerde fosfosdiester baglarinin bozulmadigini gosterir. Benzer sekilde, sadece Zn
uygulanmis olan gruptaki (Zn) hiicrelerde de 828 cm™! degerinde yiiksek raman siddeti tespit
ettik. Ancak Kontrol grubu ile Zn grubu arasinda 828 ¢cm™! degerinde fosfodiester baglarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamadik (Tablo 4.3). Oysa ki matematiksel olarak
karsilagtirildiginda Kontrol grubunda fosfosdiester baglarindan gelen raman siddeti, Zn
grubundakinden ¢ok daha yiiksektir. Fakat bu matematiksel fark istatistiksel olarak anlam
yaratacak kadar degildir. Hi¢ bir uygulamanin yapilmadigi Kontrol grubunda fosfodiester
baglarinin daha iyi durumda oldugunu gosterir ki bu da biyolojik olarak beklenen bir durumdur.
Ayrica, sonuglarimiz uyguladigimiz Zn dozunun istatistiksel olarak anlamli diizeyde
fosfodiester baglarini kiramadigin1 ve dolayisiyla kanser hiicrelerinin DNA ve RNA yapisinda
biiyiik bir hasar olugturmadigin1 gosterir. Diger yandan, istatistiksel olarak anlamli olmasa da
Zn grubu fosfosdiester baglarina Kontrol grubundan daha az katki sagladigi i¢in Zn elementinin
az da olsa hasar olusturmaya basladig1 goriisiindeyiz. Melittin uygulagimiz gruptaki hiicrelerde
ise ciddi oranda fosfodiester baglarmmin kirildigt ve bu nedenle raman siddetine katki

saglayamadigini tespit ettik. Zn ve melittin beraber uygulandiginda (ZnM grubunda) ¢inko
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elementinin melittinin etkisini artirdig1 ve A549 hiicrelerinde fosfodiester baglar1 tizerinde
beraber daha etkili olduklarini elde ettik. HBO uygulamasinin, hiicrelerdeki fosfodiester
baglarini kirabildigi ve fosfodiester baglari iizerine etkisinin melittin ile yaklasik olarak ayni
diizeyde oldugunu gordiik. Fakat tiim gruplar arasinda melittin ile HBO uygulamasi beraber
yapildiginda (MHBO grubu) istatistiksel olarak ¢ok daha anlamli bir etkisi oldugunu tespit
ettik. MHBO grubundaki fosfodiester baglar1 tizerindeki etkiye en yakin etkiyi ZnMHBO
grubundaki hiicrelerde de gordiik. Fosfodiester baglari icin ZnMHBO grubundaki hiicrelerde,
MHBO grubundan daha az raman siddeti degeri elde etmemizin nedeni Zn elementinin
antioksidan 6zelliginden kaynaklandigi goriisiindeyiz. Caligmamiz sonucunda diger gruplara
kiyasla MHBO grubundaki hiicrelerin fosfodiester baglarindan daha az raman siddeti elde
ettigimiz icin A549 kanser hiicreleri iizerinde hem melittin hem de HBO uygulamasinin
fosfodiester baglar1 ve dolayisiyla DNA ve RNA yapilan tizerinde daha etkili hasara neden

olabilecegi goriisiindeyiz.

Stone ve arkadaslarinin 2004 yilinda yapmis olduklari ¢aligmada raman spektrumunda
920 cm! degerinin glikoz hakkinda bilgi verdigini belirtmisler [123]. Bilindigi iizere, glikoz 6
adet karbon atomu ve 1 adet aldehit grubuna sahip olan monosakkarit yapida bir karbonhidrattir.
Ayrica hiicresel solunumda glikoz olduk¢a 6nemlidir. Kanser hiicrelerinde ise glikozun ayr1 bir
yeri vardir. Cilinkii kanser hiicreleri hizli biiylime ve ¢ogalma i¢in ihtiya¢ duyduklar fazla
enerjiyi glikozu aerobik ortamda laktada doniistiirerek saglar. Dolayisiyla kanser hiicreleri artan
glikoz alimi egilimindedir. Calismamizin raman analizi sonucunda, 920 cm! pikinde Kontrol
ve Zn grubundaki hiicrelerden daha kuvvetli bir raman siddeti tespit edildi. Bu durum, Kontrol
ve Zn grubundaki kanser hiicrelerinin glikoz miktarinin diger gruplara gore daha fazla
olmasindan kaynaklabilir. Diger taraftan, M grubundan tespit edilen raman siddeti daha azdir.
Cilinkii melittin ugulamas1 hiicrelerde glikoz miktarinin azalmasina neden olmustur. Bu
durumda melittin glikoz molekiiliiniin par¢alanmasina neden olmus olabilir ya da melittin
tarafindan ugradigi hasarin onarimi i¢in hiicre daha fazla glikoz kullanarak bu durumu onarma
enerjisini elde etmeye ¢alismis olabilir. ZnM grubu ile M grubu; ZnHBO grubu ile HBO grubu;
ZnMHBO grubu ile MHBO grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunamadi (Tablo 4.4). Dolayisiyla ZnM, ZnHBO ve ZnMHBO gruplarindaki hiicrelerde
olusan etkinin biiyiik miktarin1 melittin ve HBO uygulamalari neden olmustur. MHBO
grubundaki hiicreler raman siddetine en az katki saglayan gruptur. Dolayisiyla MHBO
grubundaki hiicrelerde glikoz daha az miktardadir. Melittin ve HBO beraber uygulanmast

durumunda tek tek olusturduklar: yikici etkiyi daha da artirdiklar ve hiicrenin glikoz miktarimin
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azalmasima neden oldugunu sdyleyebiliriz. Kanser hiicresinin glikoz miktarinin azalmasi
sonucu hiicre ¢ogalmasi ve biiylimesi i¢in ihtiyaci olan enerjiyi saglayamamasina neden olur.
Dolayistyla, melittin ve HBO uygulama kombinasyonunun kanser hiicresinin gelisimini

engelledigi goriisiindeyiz.

Proteinler, hiicrelerde en ¢ok bulunan makro molekiiller olup yaklasik 22 adet bilinen
amino asitin belirli sira ve sayida dizilimi ile olusurlar. Proteinlerin konformasyonu dort yapida
gerceklesir. Proteinlerin birinci yapis1 amino asitlerin peptit baglari ile olusturdugu polipeptit
zincirlerdir. ikinci yapisinda ise olusan polipeptit zincirlerinin biikiiliip kirilmas ile oi-sarmal
ve B-konformasyon yapilart olusur. Bu olusan yapilarin farkli katlanmalariyla van der Waals
ve iyonik baglar gibi molekiiler baglarin olusmasi sonucunda ii¢ boyutlu, tam konformasyonlu
ve yogunlagmis protein molekiilii meydana gelir. Bu yapiya proteinlerin {igiincii yapis1 denir.
Birinci, ikinci ve {igiincil yapiya sahip olan polipeptit zincirlerinin bir araya gelerek ¢cok daha
biiyiik bir yap1 olusturmasina proteinin dordiincii yapist denir. Her proteinin dordiincii yapisi
olmak zorunda degildir; fakat molekiil agirhig1 yaklasik olarak 100.000 Da’dan biiyiik olan
proteinler dordiincii yapidadir. Proteinler yapilarindaki bu konformasyonlar sayesinde cesitlilik
ve gorevlerinde fonksiyonellik kazanirlar. Dolayisiyla dordiincii yapidaki bir proteinin
yapisinin bozulmasi sonucu iiciincii yapt haline gelmesi durumunda fonksiyonlar1 da degisir.
Calismamizda A549 kanser hiicreleri lizerinde raman spektroskopi analizlerimiz sonucunda
molekiiler diizeyde elde ettigimiz farkliliklardan biri de 980 ¢m™ raman kaymasi degerinde
olusan siddetli raman pikleridir. Notingher ve arkadaslarinin yaptigi calismada [124], 980 cm™!
raman kaymasi proteinin ikinci yapilarindan biri olan B-konformasyon yapisini karakterize
ettigi belirtilmistir. Calismamizda 980 cm™' degerinde, Kontrol ve Zn grubundaki hiicrelerden
diger gruplara kiyasla oldukca diisiik raman siddetleri tespit edildi. Kontrol grubu ile diger
gruplardaki hiicrelerden elde edilen raman siddeti degerleri karsilastirildiginda yaptigimiz
uygulamalarin hiicrelerdeki proteinlerin ikinci yapiya kadar bozulmus olabilecegini gosterir.
Proteinin ikinci yapilarindan biri olan B-konformasyon yapisindan en fazla raman siddeti M
grubundaki hiicrelerden tespit edildi. Melittin uygulamast sonucunda M grubundaki hiicrelerin
protein yapilar1 daha fazla deforme olup, bu nedenle B-konformasyon yapisindan daha kuvvetli
bir pik elde edildigi goriisiindeyiz. Benzer bir durumda HBO ugrubundaki hiicrelerde de
goriildii. Fakat HBO ve melittinin beraber uygulandigt MHBO grubundan elde edilen raman
siddeti HBO ve M grubundan daha azdir. Benzer sekilde HBO ve Zn elementinin beraber
uygulandigi ZnHBO grubu HBO grubundan daha az raman siddeti tespit edildi. Zn elementinin
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uygulanmast HBO uygulamasiin etkisini azalttigi sdylenebilir. Zn elementi ile melittin
uygulamasinin HBO iizerine etkisi kiyaslanacak olursa ¢inkonun kullanimu istatistiksel olarak
bir fark yaratmazken (Tablo 4.5), melittin kullanimi istatistiksel olarak anlamli oranda HBO
etkisini azaltig1 bulundu (p<0,001). Benzer sekilde, melittin tek basina ¢ok daha etkiliyken
HBO uygulamasi melittinin etkisini istatistiksel olarak anlamli oranda azalmistir (p<0,05).
Dolayistyla, calismamiz sonucunda molekiiler diizeyde B-konformasyon yapist en fazla M

grubunda tespit edilmistir.

Proteinlerde, amino asitlerin en 6nemli reaksiyonu peptit baglarinin olusmasidir. Bir
amino asidin karboksil grubu ile diger bir amino asidin amino grubu arasinda reaksiyon
sonucunda suyun serbest birakilmasi ile peptit bagi olusur. Bu peptit bagi ile diger bir ifadeyle
amid bag1 ya da amid yapis1 olusur. Amidler en kararl: asit tiirevi yapilardir. Amid yapilari,
karbonil grubundaki karbon atomuna dogrudan bagli bir nitrojen igerir. Dolayisiyla bu
kararlilik durumu kismen nitrojen iizerindeki baglanmayan elektronlar ile karbonil grubu
arasindaki giiclii etkilesimden kaynaklanir. Amidlerden elde edilen spektrumlar yapidaki N-H
deformasyonlari, N-H ve C=0O gerilmeleri ve amid bandlar1 olarak ifade edilen Amid I, Amid
IT ve Amid III gibi karisik titresimler nedeniyle olur. Amid I bandi, biyolojik yapidaki C=0O
grubunun gerilmesinden kaynaklanir. Amid II band1 ise esas olarak birincil amidlerdeki NH»
deformasyonundan gelir. Son olarak Amid III bandi, ikincil amidlerde N-H biikiilmesi ve C-N
gerilmesinin katildig1 karisik bir titresiminden kaynaklanir. Dolayisiyla amidlerin spektrumlari,
protein ve polipeptit yapilart i¢in olduk¢a Onemlidir. Calismamizda raman spektrumu
sonuglarinda 1697 cm!, 1544 cm! ve 1224 cm! degerlerinde siddetli raman pikleri goriildii.
Lakshimi ve arkadaslarinin ¢alismasinda 1697 cm™' Amid I bandim1 ve 1224 cm™ Amid III
bandini temsil ettigini ifade etmisler [125]. R.K. Dukor’un ¢alismasinda ise 1544 cm! degerinin
Amid II bandini temsil ettigi tespit edilmistir [127]. Amid I, II ve III bantlari, protein yapisi
hakkinda oldukga detayli bilgi verir. Calismamizda, Amid I, II ve III bantlarindan elde edilen
raman siddetlerine bakildiginda her iiclinde de Kontrol grubundaki hiicrelerden elde ettigimiz
raman siddetleri diger gruplardakinden daha azdir. Kontrol ve Zn grubu karsilastirildiginda
cinko uygulamasi amid bantlarina etkisi var ama bu istatistiksel olarak anlamli degildir (Tablo
4.6, Tablo 4.8, Tablo 4.9). Amid I, II ve III bandlari i¢in en yiiksek raman siddeti, melittin
uyguladigimiz M grubunda elde edildi (p<0,001). Cinko uygulamasi melittinin etkisini
azaltirken; benzer sekilde HBO uygulamasinin tek basina olan etkisini de azaltir. M grubu ile
MHBO karsilastirildiginda tek basina melittinin etkisi HBO uygulamasindan daha yiiksektir.
Bu durum istatistiksel olarak da anlamli diizeydedir (Amid I i¢in p<0,001; Amid II ve III i¢in
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p<0,01). Zn, melittin ve HBO uygulamasinin beraber yapilmas1 durumunda ZnMHBO grubunu
sadece melittin uygulanan M grubu ile karsilastirdigimizda istatistiksel olarak sadece Amid III
bandinda p<0,05 diizeyinde bir fark elde edildi. Dolayisiyla M grubundaki hiicrelerin protein
yapisindan N-H biikiilmesi, C-N gerilmesi, C=0O gerilmesinin ve NH, deformasyonunun daha

fazla raman siddetine katki sagladigini sdyleyebiliriz.

Proteinlerin birincil yapisin1 olusturan amino asitlerden biri olan triptofan insan
viicudunda sentezlenemedigi i¢in disardan alinan esansiyel amino asitler grubundadir. Shetty
ve arkadaglari galismalar1 sonucunda 1360 cm™! degerinin biyolojik yapilarda triptofan amino
asit yapisini belirttigi sonucuna varmistir [126]. Calismamiz sonucunda elde etti§imiz raman
spektrumunda 1360 cm™! degerine Kontrol ve Zn grubundaki hiicrelerden daha az raman siddeti
elde ederken sirastyla M grubundan, HBO grubundan ve ZnHBO grubundan daha fazla raman
siddeti tespit ettik. Matematiksel olarak raman siddetine en fazla katkiyt1 M grubundaki
hiicrelerden elde edilmis olsada M, HBO ve ZnHBO gruplan istatistiksel olarak
karsilastirildiginda anlamli bir fark yoktur (Tablo 4.7). MHBO ve ZnMHBO gruplarida benzer
etkiye sahiptir. Fakat MHBO ve ZnMHBO gruplari, M ve HBO grubundan 1360 cm™! degerinde
raman siddetine daha az katki saglamistir. Dolayisiyla triptofan amino asit diizeyi M, HBO ve
ZnHBO gruplarinda daha fazladir. Triptofan diizeyi, akciger kanseri hastalarinda yapilan
caligmalarda, dolagim ve tumoér dokusunda diisiik miktarda tespit edilmistir [129, 130]. Bu
duruma kanser hastalarinda, triptofan1 metabolize edici enzimlerin ekspresyonu ve
aktivitesinde artisin neden olabilecegi one siiriilmiistiir. Triptofan, hiicre iskeleti ve protein
sentezi i¢in temel bir bilesen oldugu i¢in olduk¢a 6nemlidir. Dolayisiyla ¢alismamizda Kontrol
grubunda hig bir uygulama yapmadigimiz akciger kanseri hiicrelerinde triptofan miktarini diger
gruplara kiyasladigimizda daha disiik tespit ettik. Calismamiz sonucunda yaptigimiz
uygulamalarin kanser hiicrelerini olumsuz etkilemesinden dolay1 sayilarinda olusabilecek
azalma ya da hiicresel tedavi siirecinden dolay1 triptofan miktarinda artisa neden oldugu ve

kanser hiicrelerinde triptofan metabolizmasina etki ettigini gosterdik.

Son olarak, ¢alismamizdan elde ettigimiz raman spektrumunda 1788 cm™! degerinde bir
pik tespit edildi. 2016 yilinda Mark Fields’in doktora tez ¢alismasinda 1788 cm™! degerinin
biyolojik yapilarda karboksilik asit yapisi temsil ettigi belirtilmistir [128]. Karboksilik asit, bir
organik bilesiktir ve C=0 gerilim titresimini yansitan énemli bir fonksiyonel gruptur. insan oral
epitel hiicreleri iizerine yapilan bir calisma kisa zincirli karboksilik asitlerin diisiik

konsantrasyonlarda hiicre biiyiimesini baskilarken yiiksek konsnatrasyonlarda hiicre 6liimiine
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yol agtig1 belirtilmis [131]. Bu ¢alisma ile paralel olarak ¢alismamizda karboksilik asit bandinda
raman siddeti Kontrol grubundaki hiicrelerde diger gruplara oranlar daha azdir. Zn grubu ile
Kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak bir fark olmamasina ragmen raman siddetine
baktigimizda Zn grubu Kontrol grubundan daha fazla karboksilik asit icermektedir. Bu
durumda c¢inko elementinin tam olarak hiicreleri apoptoza goétiirecek miktarda olmadigini
gosterir. Diger yandan melittin uygulamas1 yerine HBO uygulamasi karboksilik asit bandinda
raman siddetine en fazla katki saglayan gruptur. Fakat istatistiksel olarak M grubu ile HBO
grubu arasinda anlamli bir fark bulunamad: (Tablo 4.10). HBO grubunun diger MHBO ve
ZnMHBO gruplan ile kiyasladigimizda ise istatistiksel olarak p<0,001 diizeyinde anlamli
farklilik bulundu. HBO grubundaki hiicrelerde MHBO ve ZnMHBO grubundakilere oranla
daha fazla karboksilik asitin oldugunu tespit ettik. Dolayistyla HBO grubundaki hiicrelerin daha

fazla 6lime ugradiklarin1 ve HBO uygulamasinin tek basina daha etkili oldugunu diigiinebiliriz.

Cinko, melittin ve HBO uyguladigimiz A549 akciger kanseri hiicrelerindeki degisimleri
raman spektroskopi analizi ile yaptigimiz molekiiler inceleme diginda yapmis oldugumuz
immunositokimyasal analiz sonuglarimiza baktigimizda, ¢inko uygulamasinda apoptotik
hiicreler goriilse de raman spektroskopisi ile molekiiler incelemelerde tek basima ozellikle
hiicrenin protein yapisinda yliksek bir etkiye sahip degildir. Melittin ve HBO uygulamalari
protein yapilara ve kanser hiicre metabolizmasina da etki ettigi gibi beraber uygulandiklarinda
(MHBO) apoptotik hiicreler disinda nekrotik hiicreler de tespit ettik. Iimmunpozitifliklerinin ise
M ve HBO gruplarmin tek tek uygulanmalart durumunda ¢ok daha yogun oldugunu gordiik
(Tablo 4.11). Apoptoz sinyalleri hiicrede verilmeye baslandiginda artik geri doniisii olmayan
bir yola girilir ve hiicre 6limii gergeklesir. Nekroz siireci apoptoz siirecine kiyasla
durdurulabilir ve hiicre 6liimden kacabilir. Fakat nekrotik ve apoptotik hiicrelerle karsilagsmis
olmamiz uygulamalarin hiicreleri 6liime gotlirdiigliniin bir kaniti olarak diisiinebiliriz.
Calismamizda her uygulama benzer etkiyi gostermemektedir. Bu nedenle ¢alismamizdaki tek
tek ve beraber olan uygulamalarin hem molekiiler boyutta hem de apoptoz ve nekroz siireglerine
etkileri agisindan baktigimizda melittin ve HBO uygulamalarinin beraber yapildigt MHBO
grubu akciger kanser hiicrelerinin tedavisinde olduk¢a basarilt bir sonu¢ vermis oldugu

kanisindayiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, A549 akciger kanseri hiicreleri iizerine uyguladigimiz Zn miktar1 hiicre
oliimiine veya hiicresel metabolizmay1 etkileyecek protein, glikoz, fosfodiester baglar1 ve
karboksilik asit gibi yapilarda ¢ok fazla etkili olmadigini ve melittin ile HBO uygulamalarinin
etkisini de azaltabildigini tespit ettik. Zn elementinin uyguladigimiz 61 uM miktarinda ve 48
saatlik inkiibasyon siiresinde antioksidan bir etki olusturdugunu ve bu nedenle A549 hiicreleri
izerinde yikict bir etki olusturamadigi goriisiindeyiz. Fakat melittin ve HBO uygulamalarina
bakildiginda tek tek etkili olduklar1 gibi beraber uygulandiklar1 takdirde kanser hiicrelerinin
yapisini ve metabolizmalarini bozan etkilere sahip olduklarini tespit ettik. Dolayisiyla 4,571
pg/mL miktarinda ve 48 saat inkiibasyon ile melittin uygulamasinin ve 1 saat HBO
uygulamasinin  A549 hiicrelerini hem apoptotoza hem de nekroza gotiirdiiglinii hiicre
morfolojilerine baktigimizda gozlemledik. Ayrica molekiiler incelemelerde &zellikle
fosfodiester baglarinda ve glikoz metabolizmasinda HBO ve melittinin beraber uygulanmasinin
kanser hiicrelerini olumsuz etkiledigini belirledik. Zn, melittin ve HBO uygulamasinin beraber
yapilmas1 kanser hiicrelerinde molekiiler yapilar1 ve kanser hiicre metabolizmas1 iizerine
MHBO kadar olmasa da etkili oldugu sonucuna vardik. Zn uygulamasinin tek basina degil de
melittin ve HBO uygulamasi ile beraber yapilmasi durumunda kanseri tedavi edici etkiye sahip

oldugunu tespit ettik.

Calismamizda uygulanan doz miktarlari, inkiibasyon siireleri ve uygulama siirelerine
gore melittin peptiti ve hiperbarik oksijen uygulamasinin beraber yapilmasi sonucunda akciger

kanserinin tedavisinde olduk¢a umut verici bir gelisme saglayacagi goriisiindeyiz.

Oneriler:

Akciger kanserinin en yaygin ¢esidi olan A549 hiicreleri iizerinde molekiiler diizeyde
elde ettigimiz bu veriler 15181nda ilerleyen ¢aligmalarda melittin ve HBO uygulamalarinin deney
hayvanlart iizerinde yapilmasinin tim metabolizmanin tedaviye yanitim1 degerlendirmek
acisindan 6nemli olacagi ve ¢inko elementinin dozunun kademeli olarak artirilarak tedaviye

verdigi yanitin takibinin yapilmasinin, hangi doza kadar tedavi edici hangi doz miktarindan
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sonra tedaviyi olumsuz etkilediginin belirlenmesi acisindan ilerleyen ¢alismalarin

planlanmasinin literatiirdeki eksikligi tamamlayabilecegi goriisiindeyiz.
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