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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

BRONZSLASTIRICI OLARAK KULLANILAN BAZI BiTKIiSEL UCUCU
YAGLARIN SAGLIKLI VE KANSERLI DERi HUCRELERI UZERINDE
SITOTOKSIK VE APOPTOTIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Handan EMiSOGLU

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Yrd. Do¢. Dr. Emel ERGENE
2013, 125 sayfa

Bu ¢alismada, kakao ve kayist yaglariin malignant melanoma (Malme-
3M) ve saglikli deri fibroblast (CRL-2120) hiicreleri tizerine apoptotik ve sitotosik
etkileri aragtirilmistir. Hiicre canliligi iizerine etkiler WST-1, MTT ve NR alinim
yontemleriyle, hiicrelerin morfolojileri tizerindeki apoptotik etki AO-EB floresan
boyamayla, p53 protein seviyesi ve yerlesimi immuno-isaretleme yontemiyle
floresan mikroskopta belirlenmistir. Hiicrelerin DNA icerik analizi ve hiicre
dongiisiindeki gecikme oranlariyla kaspaz-2 enzim aktivasyon seviyesi akim
sitometride 6l¢iilmiistiir. CRL-2120 hiicrelerinin UV-B 1ginlarina karsi hassasiyeti
tripan mavisi boyamayla belirlenirken, ugucu yaglarin segilen UV-B dozlan ile
kombine etkisi WST-1 yontemiyle aragtirilmistir. Ugucu yaglar ile muamele
edilen Malme-3M hiicrelerinde karakteristik apoptotik morfoloji gozlenirken, her
iki yagin da hiicre dongiisiiniin G; ve S evrelerinde tutuklanmaya sebep oldugu,
kakao yaginda; ¢ekirdekte ve kayisi yaginda ise; sitoplazma ve g¢ekirdekteki p53
seviyesinin artig gosterdigi gozlenmistir. Diger yandan, kaspaz-2 enzim
seviyelerinin, inkiibasyon siiresine bagli olarak, zayif bir artis gosterdigi
belirlenmigtir. Ayrica, ugucu yaglarin UV-B i1sinlarina kars1 koruyucu bir etkisinin

olmadig1 da bu calismayla ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: Malme-3M, CRL-2120, apoptoz, p53, UV-B, kaspaz-2
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ABSTRACT

Master of Science Thesis

INVESTIGATION OF CYTOTOXIC AND APOPTOTIC EFFECTS OF
SOME HERBAL ESSENTIAL OILS USED FOR TANNING, ON NORMAL
AND CANCER SKIN CELLS

Handan EMiSOGLU

Anadolu University
Graduate School of Sciences

Biology Program

Supervisor: Asist. Prof. Dr. EMEL ERGENE
2013, 125 Pages

In this study, the cytotoxic and apoptotic effects of cocoa and apricot oils
were investigated on malignant melanoma (Malme-3M) and normal skin
fibroblast (CRL-2120) cells. The cell viability was determined by WST-1, MTT
and NR uptake methods, apoptotic effect on cell’s morphology by AO/EB
flourescien staining, p53 protein level and localization by immune-fluorescein
method with fluorescence microscope. DNA content analysis of the cells and cell
cycle arrest rates, caspase-2 enzyme activation levels were measured by using
flow cytometry. CRL-2120 cells’ sensitivities against UV-B rays were determined
by trypan blue staining and combine effect of essential oils with selected UV-B
doses was investigated using of WST-1 method. Malme-3M cells that are treated
by essential oils have characteristic apoptotic morphology, both of two oils
induced G; and S phases of the cell cycle arrest. Increase of p53 levels were
observed in nucleus of cocoa oil treated cells, in cytoplasma and nucleus of
apricot oil treated cells. However, a weak increase of caspase-2 enzyme levels
were determined depending on incubation times. In addition, with this
investigation, essential oils haven’t any protective effects against to UV-B rays

were revealed.

Keywords: Malme-3M, CRL-2120, apoptosis, p53, UV-B, caspase-2
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1. GIRIS

1.1. Ucucu Bitki Yaglan

Bitki ucucu yaglar1 ve ekstraktlar1 uzun yillardir degisik amaglara yonelik
kullanilmaktadir (Hammer ve ark. 1999). Ucucu yaglarin tibbi uygulamalarda
kullanimi da uzun yillara dayanmaktadir. Ugucu yaglar ve igerikleri hiicre zarim
gecebilen ve deri tarafindan hizli bir sekilde emilebilen lipofilik bilesenlerdir
(Sceur ve ark. 2011).

Ugucu yaglarin antioksidan, antiseptik, aneljezik, antinflamatuvar,
antimutajenik, antimikrobiyal 6zelliklere sahip olduklar1 bilinmektedir ve birgok
bitkiden hidro-distilasyon ya da buhar- distilasyonu gibi mekanik islemler ile elde
edilebilmektedir. Kolay elde edilebilir olmalari, tatl aromaya ve diisiik seviyede
toksisiteye sahip olmalari bir¢ok kronik hastaliklarin uzun siireli tedavisinde
kullaniminm1 ¢ekici kilmaktadir. Bu nedenle ¢esitli ucucu yag kaynakli dogal
tirtinlerin taranmasi farkli kanserlerin tedavisinde umut vaat etmektedir (Sharma
ve ark.2010; Sceur ve ark.2011).

Kakao yag1 (Theobroma cacao L.); (kakao) tohumlarindan elde edilen en
yaygin iriindiir. Kakao tohumlari, hindistan cevizi (% 64 yag) disinda diger
onemli yag tohumlarindan daha fazla miktarda yag orani igermektedir (Pires ve
ark. 1998). Kakao yagi ozellikle giines ve riizgar yaniklart sonrasinda derinin
sakinlesmesi i¢in kullanilir. Kakao yagi deriyi yumusatict olarak ve birgok
kozmetik karisimlarda yaygin kullanima sahiptir (Aburjai ve Natsheh 2003).
Kakao yaginin yaniklarda yatigtirici, deri yaralarinda temizleyici ve deri igin
nemlendirici krem olarak deri yiizeyine uygulanmasinin bir¢ok faydasi oldugu
bildirilmistir (Davis ve Perez 2009).

Siyah ve yesil ¢ay, kirmizi1 sarap ve kakao tohumlarinin antioksidan
kapasitelerinin arastirildig: bir ¢alismada kakaonun daha yiiksek oranlarda toplam
fenolik bilesen ve flavanoidler igerigine ve antioksidan aktivitesine sahip oldugu
belirtilmistir (Lee ve ark. 2003). Kakaoda bulunan flavanoller ve iligkili
oligomerleri aym1 zamanda elma, badem, arpa, iliziim, cay, tar¢in gibi ¢esitli

gidalarda biiyiik oranda bulunan polifenollerdir. Kakaoda yiiksek oranda bulunan
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flavonoller epikatesin, katesin ve bunlarin iligkili prosiyanidin oligomerleridir
(Carnésecchi va ark. 2002).

Kakao ekstraktlarindaki polifenoller ile yapilan bir caligmada bilesenlerin
prostat kanser hiicrelerinde ¢ogalmay1 engelleyici etki gosterdigi saglikli prostat
hiicrelerinde ise etkili olmadig1 belirtilmistir (Jourdain ve ark. 2006). Ramljak ve
arkadaglari, kakaodan tiirevlenen prosiyanidin bilesenlerinin insan akciger ve
meme kanser hiicreleriyle saglikli insan epitelyal hiicrelerini G; evresinde
tutuklayarak hiicre ¢ogalmasini engelledigini gostermislerdir. S6z konusu etkinin
akciger kanseri hiicrelerinde Cdc2 ve p53 gibi hiicre dongiisti diizenleyicisi roli
olan bazi proteinlerin defosforilasyonu ve down regiilasyonuyla gerceklestigi de
ayni ¢aligmada bildirilmistir (Ramljak ve ark. 2005). Carne’secchi ve arkadaglart
tarafindan insan kolon kanseri hiicreleri (Caco-2) ile yapilan bir ¢aligmada ise
kakao tozu, prosiyanidin ve prosiyanidince zengin kakao ekstraktlarinin
antikanser ve apoptotik etkileri ortaya konulmustur. Kakaonun prosiyandin
orneklerinin doza bagli olarak hiicre ¢ogalmasini inhibe edici etkisi gosterilmis,
hiicre 6liimiiniin apoptoz ile degil nekroz yoluyla gerceklestigi, hiicre cogalmasini
engelleyici etkinin hiicre dongiisiiniin G/M evresinin durdurulmas ile saglandigi
belirtilmistir (Carnésecchi ve ark. 2002). Tan ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir
baska caligmada ise kolon kanseri hiicrelerinde, katesin tiirevlerinin doza bagh
olarak hiicre ¢ogalimini engelledigi, apoptozu uyardigi; bazilarinin G; evresinde,
bazilarinin ise S evresinde tutuklanmaya neden oldugu bildirilmistir (Tan ve ark.
2000).

Kayis1 meyvesi, Prunus armeniaca Rosaceae familyasi liyesidir. Vitamin
ve mineraller bakimindan zengin oldugu bilinen kayis1 diinya ¢apinda yaygin
tilketilen meyvelerdendir (Yigit ve ark.2009). Tiirkiye, diinyada biiyiik gogunlugu
Malatya olmak iizere en biiyilik kayisi treticilerinden birisidir. Kayis1 meyvesi;
balgam soktiiriicli, tonik, antelmintik olarak kullanilmaktadir. Alternatif tipta
yiiksek ates, soguk alginligi, astim, bronsit, laranjit, kabizlik, kansizlik ve bazi
tiimorlerin tedavisinde kullanilmaktadir. Kaynatilmis kayist kabugunun tahris olan
deride yatistirici etki gosterdigi bilinmektedir (Sehgal ve ark. 2010). Kaysi
cekirdegi yagi masaj yagi olarak dogum sonrasinda ve viicut agrilarini azaltici

amagli kullanilmaktadir (Sehgal ve ark. 2010).



@ ANADOLU UNIVERSITESI

Kayis1 meyvesi; yag, protein, lif, ¢oziinebilir seker, yag asitleri; beta
karoten, beta kriptoksantin, gama karoten ve likon gibi karetenoidler ve katesin,
epikatesin gibi fenolik bilesenler ve bazi mineraller acisindan zengin bir kaynaktir
(Erdogan ve ark. 2011). Kayis1 ve ¢ekirdegi antioksidan 6zellige sahiptir (Yurt ve
Celik 2011). Kayisinin biitanol ekstraktinin bazi gram-pozitif ve negatif bakteriler
lizerinde antibakteriyal aktivitesi arastirilmig, 6zellikle gram pozitif bakterilerde
biiyiimeyi engelleyici etkisi ortaya konmustur (Erdogan ve ark. 2011). Bir baska
calismada ise act kayisinin metanol ekstraktlarmin gram negatif bakteri
(Escherichia coli) tizerinde oldukga aktif oldugu gosterilmistir (Yigit ve ark.
2009). Sehgal ve arkadaglarmin yapmis oldugu bir ¢alismada kayist meyvesinin
sulu ve ethanol ekstraktlarinin anti-tiiberkiiler etkiye sahip olduklar1 ortaya
konmustur (Sehgal ve ark. 2010). Kayis1 ekstraktinin etken maddelerinden biri
olan amigdalin ile kolon kanseri hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmada, amigdalinin
hiicre dongiisiinde gorev alan bazi genleri downregiile ettigi ve mRNA
seviyelerinde azaliga neden oldugu belirlenmistir (Park ve ark. 2005). Palozza ve
arkadaglariin yapmis oldugu bir ¢alismada beta karotenin hiicrelerde Go/G; ve
G2/M evresinde tutuklanmaya neden oldugu gozlenmistir. Beta karoten, bcl-2
protein miktarin1 azaltmis, p53 proteininden bagimsiz olarak apoptozu uyardigi
belirlenmistir (Palozza ve ark. 2002). T lenfosit hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada
beta karoten, likopen, lutein, beta kriptoksantinin apoptotik etkisi arastirilmis, beta
karotenin apoptozu indiikledigi belirlenmistir (Miiller ve ark. 2002). Bir diger
aragtirmada beta karotenin akciger kanseri (MCF-7) hiicresinde mitokondrial
fonksiyon bozuklugu ve sitokrom c salinimi araciligiyla hiicreyi apoptoza

gotiirdligli belirlenmistir (Chuia ve ark. 2007).

1.2. Kanser

Kanser ve tedavisi gelismis tilkelerde en onemli saglik sorunlarinin
basinda gelmektedir. Diinyada her yil bir milyon kanser teshisi konmaktadir
(Olgen ve ark. 2002). Son yillarda yapilan istatistiklere gore kanser Amerika

Birlesik Devlet’lerinde toplam 6lim oranlarmin % 23’tnii olusturmaktadir ve
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kalp hastaliklarindan sonra en yaygin Olim nedeni olarak ikinci sirada
gelmektedir (Anand ve ark. 2008).

Kanser genetik materyalin uzun bir zaman siireci iginde cesitli
mutasyonlarla hasara ugramasi sonucu olusan genetik bir hastaliktir. Bu
mutasyonlar, biiylimeyi tesvik eden genlerin aktivasyonu, ¢ogalmayi baskilayan
genlerin baskilanmasi, hiicre Oliimiiniin engellenmesi ve DNA onarim
enzimlerinin baskilanmasi gibi hiicresel mekanizmalar1 etkilemektedir. Genetik
degisiklikler kanser hiicresinin kontrol edilemez bir sekilde cogalmasina, asiri
hiicre birikimine ve saglikli dokulara yayilim gosteren malignant tiimdrlerin
olusumuna yol agmaktadir (Karp 2010; Yilmaz ve Altinok 2011; Demirelli
2003).

Timorler iyi huylu (bening) ve kotii huylu (malign) olmak iizere 2 tiptedir.
Bening tiimorler cevredeki dokuya ya da viicudun uzak bolgelerine yayilim
gostermezler. Canli yagsami ic¢in ¢ok fazla tehlike olusturmayan bu tiimorler
genellikle cerrahi operasyonla alinmaktadirlar. Buna karsilik malign tiimérler hem
cevredeki normal dokuya hem de besin ihtiyaglarini gidermek icin kan ve lenf
yoluyla viicudun diger bolgelerine yayilmaktadir (metastaz). Bu tiimorlerin bagka
dokulara yayilip onlarin fonksiyonlarini etkilemeleri hastaligin tedavi siirecini
zorlastirmaktadir (Cooper ve Hausman 2006; Dilsiz 2004; Yilmaz ve Altinok
2011).

Kanser, hiicrenin davranisinda énemli degisikliklere sebep olan kalitimsal
ya da sonradan kazanilmis bir seri mutasyonlar sonucu gelismektedir. Kanser
hiicresi, normal 06zelliklerini kaybederek hiicrelerin morfolojisini, hiicre
yiizeyindeki proteinlerinin seviyesini, liremesini, yenilenmesini ve Oliimiinii
etkileyecek anormal Ozellikler kazanir (Rieger, 2004). Temel olarak kanserin;
kemik ve kas gibi mezensimal dokulardan koken alan sarkomalar, epitelyal
dokulardan koken alan karsinomlar ve kemik iligi, 16semi gibi hemapoetik ve
lenfoid sistemlerden koken alanlar olmak iizere 3 tipi bulunmaktadir. Ancak
kanser hiicrelerinin farkli doku ya da kokene sahip olmalarina ragmen bazi ortak

ozellikleri bulunmaktadir (Karp 2010; Nussbaum ve ark. 2005).
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Kanser hiicreleri,

1. Kendi mitotik sinyallerini iiretirler.

2. Eksojen biiyiime engelleyici sinyallere direng gosterirler.

3. Programli hiicre 6liimiinden (apoptoz) kacinirlar.

4. Sinirsiz replikasyon potansiyeline sahiptirler.

5.Damar olusturabilirler (anjiyogenez).

6. Doku invazyonu ve metastaz potansiyeline sahiptirler.

Kanser hiicresinin kazanmis oldugu bu 6zellikler biiyiik oranda malignant
davraniglardan sorumludurlar (Hanahan ve Weinberg 2000; Harrington 2011;
Rieger 2004).

Normal bir hiicrenin kanser hiicresine dontisiimii (karsinogenez) birkac yil
ya da daha uzun yillar siirebilmektedir. Karsinogenez baslangic, gelisme ve
ilerleme asamalarindan olusan ¢ok basamakli bir siirectir. Karsinogenesizin ilk
basamagi, kanser olusturan etmen yani karsinojen ile doku hiicrelerinin DNA’s1
arasinda bir reaksiyon gergeklesmesidir. Gelisme siireci oncii-tiimor hiicrelerinin
birikiminin arttig1 asamadir. Ilerleme, tiimdre doniisiimiin son asamasidir ve
saglikli dokular istila etme, diger dokulara yayilma potansiyeline sahip timdriin
biiylimesini icermektedir (Kang ve ark. 2011; Reddy ve ark. 2003).

1.2.1. Deri kanseri

Deri kanseri Amerika Birlesik Devlet’lerinde goriilen en yaygin kanser
tipidir. Son yillarda diinya genelinde c¢evredeki ve yasam bigimlerindeki
degisiklikler sebebiyle deri kanseri yayilisinda 6nemli bir artig bulunmaktadir
(Gaddameedhi ve ark. 2011). Deri kanseri, giineste ¢cok zaman harcayan agik tenli
insanlarda daha yaygindir. Deri kanseri viicudun herhangi bir yerinde olusabilir
ancak diizenli olarak gilines 151g1na maruz kalan yiiz, kollar ve eller gibi yerlerde
bulunma ihtimali daha yiiksektir. Deri kanserinin en yaygin isareti biiylime
gosteren ya da iyilesmeyen yaradir (Keeney ve ark. 2009). Deri kanserlerinin ¢ok
erken evrede gorsel olarak farkedilebilir olmasi bir avantajdir. Bu durum, erken
uygulanmaya baslanmasiyla tedavilerin daha basarili olabilece§i anlamina

gelmektedir (de Gruijl ve ark. 2001).
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Deri, embriyonik mezoderm ve ektodermden olusan ve organizma ile
cevre arasinda bir bariyer olusturan kompleks bir dokudur. Epidermis, ¢cogunlukla
yetigkin yasami1 boyunca kok hiicreler tarafindan yenilenen keratinositlerden
olusan derinin en dis tabakasidir. Epidermiste keratinositlerin yaninda 3 hiicre tipi
daha bulunmaktadir. Melanin pigmenti iireten melanositler, lenf nodiillerinde
antijen saglayan hiicreler olarak hareket eden langerhans hiicreleri ve adapte edici
mekanoreseptor olarak diisiiniilen merkel hiicreleri bulunmaktadir (Sekill.1.)

(Pons ve Quintanilla 2006).

Langerhans hicresi

Epidermis Kersatinosit

Ignemsi hiicre tabakas!

Melanosit

Bazal tabaka

\\
Merkel hiicresi
Kan daman
Dermis — -
@ e Fibroblast

Sekil 1.1. Epidermiste sekillenen temel hiicre tipleri (Pons ve Quintanilla 2006)

Diinya genelinde giderek yayginlasan bir hastalik olan melanoma 6ldiirticii
bir deri kanser formudur. Cesitli epidermal hiicrelerin transformasyonu farkli
tiplerde deri kanserlerine neden olmaktadir (Scherer ve Kumar 2010). Ug temel
deri kanseri tipi bulunmaktadir. En yaygin olani bazal hiicreli karsinomdur,
skuamoz hiicreli karsinom ve kutandéz malignant melenoma da digerleridir
(Gandini ve ark. 2009).

Deri tiimorleri igerisinde en kotii huylusu olan malignant melanoma (MM)
melanin iiretebilen hiicrelerin transformasyonu sonucu gelismektedir (Ozgenel ve
ark. 2002). Melanomanin uyarici belirti ve isaretleri; bir bende meydana gelen
bliytiklik, renk ve sekil degisiklikleri, bir benden sizinti1 ve kanama, kasinti,

kabariklik ya da sigkinlik hissi veren benlerdir (Keeney ve ark. 2009).
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1970’lerden bu yana, melanoma insidansi her yil % 3-7 oraninda artarken
O6lim orant % 60 oraninda artmaktadir. Melanoma, Amerika Birlesik
Devlet’lerinde tiim deri kanserlerinin % 5’ini olustururken deri kanseri iligkili
Oliimlerin ¢ogundan sorumlu tutulmaktadir. Ciinkii melenoma, ileriki evrelerde
tespit edildiginde biiyiik oranda Oliimle sonuglanmaktadir  (Kanavy ve
Gerstenblith 2011).

Cilt rengi ve hassasiyet orani, cografik konum ve giines maruziyeti gibi
etyolojik faktorler melanomanin yani sira melanoma olmayan kanserlerle de ilgili
risklerdir (Scherer ve Kumar 2010). Deri kanserine sebep olan en temel ajan
giines 1s1g8min UV bilesenidir. Deri kanserine yakalanma orani; Kafkaslarda %
20-30, Asyalilarda % 2-4, zenci ve Asyali Hintlilerde % 1-2 olarak
goriilmektedir. 2006 yilinda melanoma orani ise zencilerde % 1-8, Asyali
Hintlilerde % 10-15 ve Japonlarda % 19 olarak belirtilmistir (Narayanan ve ark.
2010). Cografik konum ve enlem ile melanom goriilme orani arasinda ters bir
iliski mevcuttur. Ekvator bolgelerinde yiiksek oranda melanoma goriilmesinin
baslica sebebi gilines 1s1gina fazla maruziyettir. Bununla Dbirlikte, Kuzey
Iskandinav iilkelerindeki yiiksek melanoma orami ile Giiney Avrupa iilkelerindeki
oran karsilastirildiginda; yas, cinsiyet, sosyo-ekonomik konum, iklim, giines
isinlarina karsi hassasiyet, etnik farklilik ve deri pigmentasyonundaki farklilik
gibi cesitli faktorlerde etki etmektedir. Ozellikle erken yaslardan itibaren yogun
glines 1smlarina maruziyetin melonoma etyolojisinde 6nemli rolii oldugu
diistiniilmektedir. Yapilan arastirmalarda, UV 1simasina maruz kalinan zaman ile
melanoma riski arasinda dogrusal bir iliski oldugu bulunmaktadir. (Kanavy ve
Gerstenblith 2011). Melenoma oraninin diisiik oldugu bir bélgeden ekvatora daha
yakin bolgeye go¢ eden agik tenli insanlarla bu bolgede doganlar
karsilagtirildiginda melanoma oraninin daha diisiik oldugu goriilmektedir (Geller
ve Anans 2003). Ornegin yiiksek UV 1s1masinin goriildiigii Avustralya’da dogan
bir kisi 10 ya da iizeri yaslarda Kuzey Avrupa’dan buraya gé¢miis kisilere gore
daha fazla melanoma riski tagimaktadir (Rigel 2010).
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1.2.2. Kansere neden olan etmenler

Kanser gelisiminden sorumlu etmenler ekzojen ve endojen olmak iizere
siniflandirilabilir. Endojen faktérler; bazi hastaliklarin sebep oldugu immiin
ozellikler, kalitsal mutasyonlar, hormonal denge bozukluklari, yas gibi faktorleri
icermektedir. Eksojen faktorleri ise beslenme aligkanliklari, sosyoekonomik
konumlar, yasam tarzi, iyonize ve iyonize olmayan 1sima gibi fiziksel etmenlerle,
dogal ya da sentetik kimyasal bilesikler ve viriisler gibi bazi biyolojik ajanlar
olugturmaktadir. Asirt alkol tiikketimi,  tiitlin ve 1ilgili {riinlerini soluma,
mikotoksinle kontamine bazi yiyeceklerin tiiketimi gibi sagliksiz yasam bigimi
aliskanliklar1 birgok popiilasyonda bazi tiimorlerin gelisiminden yiiksek oranda
sorumludur (Oliveira ve ark. 2007; Anand ve ark. 2008).

Fiziksel ve kimyasal ajanlar DNA hasarina neden olmaktadirlar. Kimyasal
etkenler; DNA’da; baz degisikligi, yanlis baz eslesmeleri, baz eksilme veya artisi,
bazi1 baglarin kopmasi gibi etkilere yol agarak mutasyonlara neden olabilmektedir.
DNA bazina benzer yapiya sahip olan 5-bromouracil, 5-fluorouracil ve 2-
aminopurine gibi bazi bilesikler (baz analoglar1), replikasyon sirasinda piirin ve
pirimidin bazlarinin yerine gegerek DNA ‘ya baglanabilmekte ve yeni sentezlenen
DNA’da yanlis baz ¢iftleri olusumuna yol agmaktadirlar (Jun 2010; Yildirim ve
ark. 2007). Hardal gazi, nitrozoguanidin, metil metansiilfonat, etil metansiilfonat
gibi kimyasal ajanlar bazlara metil ya da etil gruplart ekleyerek bazlarin
yikilmasina ve DNA’da baz igermeyen bolge olusumu ile hatali eslesmeler neden
olmaktadir (Jun 2010; Debele¢-Biitiner ve Kantarci 2006). Akridin oranj,
etidyum bromid ve proflavin gibi etkenler DNA bazlarinin arasina girerek
DNA’ya baz cifti eklenmesine ya da DNA’dan baz ¢ifti ¢ikarilmasina yol agarak
gergeve kaymasi mutasyonlarina neden olmaktadirlar. Fiziksel Mutajenler;
ultraviyole, Gama ve X-1sinlar1 gibi etkenlerdir (Yildirim ve ark. 2007). Gama ve
X 1sinlan (iyonize radyasyon) ¢apraz bag olusumu, baz hasari ve tek ya da ¢ift
zincir kiriklart gibi DNA hasarlarinin olusumuna neden olmaktadirlar (Hudson ve

ark. 2011).
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1.2.3. UV-B ve deri kanseri

Giines kaynakli Ultraviyole (UV) 1simasinin insan hayatinda énemli rolii
bulunmaktadir: vitamin D {iretimi i¢in temel olusturan UV 111 ayni1 zamanda
insanlarda gesitli deri kanserlerinin olusumuna sebep olan giiglii bir karsinojendir.
(Biniek ve ark. 2012) Insan derisi; giin icinde giines, mesleki 151k kaynaklar1 ve
1s1n tedavisi sistemleri gibi yollarla UV’ye maruz kalmaktadir. UV i1smn1; X
1sinlari, gamma 1sinlar1 gibi kisa dalga boylu isinlarla mikrodalga 1sinlar1 gibi
uzun dalga boylu 1sinlari kapsayan elektromanyetik 1sima dizininin bir
bolimidiir. UV 1518 fotonlari ise oldukga enerjiktir ve biyolojik molekiillerde
fotokimyasal reaksiyonlari baslatabilmektedir (Hussein, 2005).

UV 15181, dalga boylarina gore ii¢ gruba ayrilmaktadir: UV-A, 315-380
nm; UV-B 280-315 nm ve UV-C 190-280 nm dalga boylu isinlardir. Isimanin
enerji igerigi ile dalga boyu arasinda ters bir iligki bulunmaktadir. UV-C en kisa
dalga boyuna sahip olmakla beraber en zararli UV 15181d1r. Ancak ozon tabakasi
~310 nm.den kisa dalga boylarini absorbladigi i¢in UV-C i1sinlar1 yeryiiziine
ulasamamaktadir. Insan derisine %90’dan fazla UVA ve % 10 kadar da UVB
1sinlar1 ulagmaktadir. Bununla birlikte, stratosferik ozon miktarindaki azalis,
giinesten salinan UV 1smlarina karst stratosferin filtre gorevini azaltmakta ve
diinyaya ulasabilen kisa dalga boylu 1sinlarin oran1 artmaktadir (Latonen ve Laiho
2005; Tekbas ve ark. 2005; Kanavy ve Gerstenblith 2011).

UV 15181, deride farkli tabakalar tarafindan dalga boyuna bagli olarak
emilmektedir (Sekil 1.2). UVB i1sinlarinin neredeyse tamami epidermis tarafindan
emilirken, enejisinin sadece % 20’si epidermal bazal tabakaya (dermal stratum
papillere) ulasmaktadir. UVA dermis tabakasindan daha derine dogru niifuz
edebilmekte ve enerjisinin % 30-50’sini epidermal bazal tabakaya
ulagtirabilmektedir. Bu emilim o6zellikleri, UVB’nin deri kanser gelisimi gibi
etkilerinin agirlikli olarak epidermis tabakasinda, UVA’nin sebep olduguise solar
elastosisi, deri yaslanmasit gibi durumlarin dermis tabakasinda olugmasinin

sebepleri hakkinda kismen de olsa bir agiklik getirmektedir (Reichrath 2006).



UVA Y z korneosit

boynuzsu tabaka

epidermis

dermis

Sekil.1.2. Farkli UV dalga boylarinin deriye niifuzu. UVB daha ¢ok epidermise niifuz etmektedir
(Biniek ve ark.2012)

UV 1simasina karst derinin yanit olusturabilmesi igin, fotonlarin deri
tabakalar1 yoluyla gecirilmesi, melanin, karoten, amino asitler ve DNA gibi
biyomolekiiller tarafindan absorblanmasi ve biyolojik reaksiyonlar1 baslatmasi
gerekmektedir (Hussein, 2005). UV isin1; fotoyaslanma ve deri kanserinde 6nemli
rol oynayan DNA hasari, gen mutasyonlari, immiin baskilanma, oksidatif stres ve

inflamatuvar yanitlara neden olmaktadir (Narayanan ve ark. 2010).
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Sekil 1.3. UV kaynakli temel DNA lezyonlar1 (Yagura ve ark. 2011)
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UV 1simast ile uyarilan onemli hiicresel etkiler (hiicre olimi ve
mutasyonlarin olusumu) ilk olarak DNA lezyonlarinin olusumu ile baslayan
olaylar zinciri ile iliskilidir (Yagura ve ark. 2011). UV-B 1simasi siklobiiton
pirimidin dimerleri, pirimidin 6-4 pirimidon fototiriinleri ve Dewar izomerleri gibi
DNA lezyonlarinin olusumuna yol agmaktadir (Rastogi ve ark. 2010) (Sekil 1.3).
DNA bazlar1 UV-B’ye yakin dalga boyu oranlarindaki yiiklii fotonlar1 dogrudan
absorblamaktadir (Ichihashi ve ark. 2003). DNA molekiiliiniin dogrudan UV
giines 15181 (daha ¢ok UVB dalga boylar1) tarafindan uyarilmasi komsu
pirimidinler arasinda dimerizasyon reaksiyonlarmni baglatan modifikasyonlarla
sonuglanmaktadir. Bu fotokimyasal reaksiyonlarin iiriinleri; siklobiitan primidin
dimerleri (CPD), primidin 6-4 primidon fototiriinleri (6-4PPs) ve Dewar
izomerleridir. Hiicreler UVB 1s18ina maruz kaldiginda, sitozin metillenmesinin
pirimidin bazlarindaki dimerlerin olusumunu giicli bir sekilde arttirdig:
bilinmektedir. Ayrica, bu bolgelerin insan deri kanserlerinde p53 gen
mutasyonlar: i¢in esas bolgeler oldugu da bilinmektedir. Protein-DNA c¢apraz
baglanmasi, 8-0X0-7,8-dihidroksiguanin gibi oksidatif baz hasari ve tek zincir
kirilmalart UV kaynakli diger DNA hasarlarindandir. Dogrudan DNA
lezyonlarinin uyarilmasi diginda kromoforlarin 1s1k fotonlarini absorbe etmesiyle,
7,8-dihidro-8-oksoguanin gibi reaktif oksijen tiirleri olusmaktadir. Bir bagka UV
kaynakli DNA lezyonu ise tek zincir kirilmalaridir (Yagura ve ark. 2011; Gruijl
ve ark.2001).

1.2.4. Hiicre dongiisii ve kanser

Hiicre dongiisii, hiicrelerin biiylime ve gelismesini saglayan karmasik
olaylar dizisidir. Kanser ise hasara veya mutasyona ugramis hiicrelerin hiicre
dongiisine devamina izin verildigi i¢in bir anlamda hiicre dongiisliniin
diizenlenmesinde meydana gelen hasarlarin (islev bozukluklarmin) tirliniidiir.
Onkogenler (6rnegin Her2/neu, Ras, c-Myc gibi) ve tiimor baskilayici genler
(p53 ve Rb) olmak ftizere iki dnemli gen grubu hiicre dongiisiinde ve dolayisiyla
kanser gelisiminde Onemli rol oynamaktadir. Mutasyonlar genellikle proto-

onkogenler ve timdr baskilayict genlerde olugmaktadir. Proto-onkogenler

11



@ ANADOLU UNIVERSITESI

normalde hiicre ¢ogalmasinin farkli asamalarinda rol oynamaktadir ancak
mutasyona ugradiklarinda tiimor gelisimini diizenlemektedirler (onkogen olarak
isimlendirilirler). Benzer sekilde, timor baskilayici genlerin mutasyonu hiicre
dongiisii siirecinin inhibisyonunun engellenmesine ve bdylece anormal hiicre
gelisimine sebep olmaktadir. Normal sartlar altinda, biliyiime diizenleyici
mekanizmalar homeostazisi devam ettirmek i¢in ¢alismaktadir. Hiicrede
homeostazi; hiicre ¢ogalmasi, gelisimin durdurulmasi (tutuklanma) ve apoptoz
arasindaki denge tarafindan dilizenlenmektedir. Hiicre gelisimi ve Oliimi
arasindaki dengenin bozulmasi hiperplazi ya da neoplaziye neden olabilmektedir
(Foster 2008).

Hiicre boliinmesi, mitoz (M) ve interfaz olmak {iizere iki basamakta
gerceklesmektedir. Mitoz (¢ekirdek boliinmesi), yavru kromozomlarin birbirinden
ayrildigi ve hiicre boliinmesinin (sitokinez) gerceklestigi evredir. Interfaz ise
hiicre biiyimesi ve DNA replikasyonunun gerceklestigi, iki M evresi arasinda yer
alan evredir. G;, S ve G, evrelerinden olusan interfaz evresi hiicre dongiisiiniin %
90’nin1 kapsamakta ve 16-24 saat, mitoz bolinme ise 1-2 saat siirmektedir
(Vermeulen ve ark. 2003; Cabadak 2008; Bury ve Cross 2003).

G; evresi; hiicre i¢in ya ¢ogalma ya da Gy evresine giris i¢in kararin
verildigi kritik bir evredir. Hiicrenin metabolik ihtiyaglar1 en yiiksek seviyede
oldugu bu evrede, biiyiime gerceklesmekte ve DNA sentezi igin hazirlik
yaptlmaktadir. S evresi; DNA replikasyonunun yapildig: evredir. G, evresinde
ise hiicre biliylimesi devam etmekte, mitoz i¢in gerekli olan proteinler
sentezlenmektedir (Bury ve Cross 2003). Mitoz; profaz, metafaz, anafaz ve
telofaz evrelerinden olugmaktadir. Telofaz evresinde sitoplazmik béliinmenin
tamamlanmasiyla iki kardes hiicre meydana gelmektedir (Vermeulen ve ark.
2003; Giines 2003).

1.2.4.1 Siklinler ve siklin bagimh kinazlar
Hiicre dongiisiiniin yonetici molekiilleri siklin bagimli protein Kinazlar

(Cdk) olarak adlandirilan enzimlerdir. Cdk’lar kendine 6zgii siklinler ile kompleks

olusturur ve sonrasinda aktif bir kinaz tarafindan fosforile edilirler. Siklin
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diizenleyici birim ve Cdk’lar katalitik partnerleridir. Siklin-Cdk kompleksleri,
DNA sentezini aktive etmekte, mitozla ilgili yapisal bilesenlerin olusumunu
saglamakta ve hiicreyi dongli boyunca gotiirecek 0zgiin protein substratlarini

fosforillemektedir (Tyson ve ark. 2002; Israels ve 1sraels 2000).

Yeni kard
S Dongiiye baslangic

S|kl|n B hiicreler ’
CDK1 ‘\ /,
v ¥
Siklin D
CDK4
Kontrol noktasn =
G1
Siklin E
CDK2
S evresi /
Kontrol noktasi —"= =»
S
DNA sentezi \
‘ \
Siklin A % SN 0 Restriksiyon
CDK2 = noktasi
w
~
» ~
G1/S

Kontrol noktasi

Sekil 1.4. Hiicre dongisii evrelerinde Cdk/Siklin komplekslerinin aktivite bolgeleri ve hiicre

dongiisii kontrol noktalar: (Kong ve ark. 2003)

Hiicre dongiisii esnasinda siklin protein seviyeleri artar ya da azalir ve bu
yolla periyodik olarak siklin bagimli kinazlar aktive edilmektedir. Hiicre
dongiisiniin farkli evrelerinde farkli siklinler gorev almaktadir (Sekil 1.4).
Hiicrenin G; evresinden S evresine gegcisi siklin E ve siklin D ile kompleks
olusturan Cdk 2, Cdk 4, Cdk 6 ile saglanmaktadir. Ozellikle Cdk 2, Cdk 4 ve Cdk
6 ile birlesen D-tipi siklinler (siklin D1, D2, D3) G; evresindeki sinirlanma
noktasinda (R noktasi) ¢ok dnemli rol oynamaktadirlar. Cdk 2/siklin E kompleksi
ise Gy evresinin sonraki doneminde S evresine gecisi saglar ve DNA sentezini
baglatir. Cdk 2/siklin A kompleksi DNA sentezinin baslamasinda ve S evresinin
tamamlanarak G, evresine gegiste rol oynamaktadir. G, evresinin ge¢ ve M

evresinin erken donemlerinde siklin  A/Cdkl kompleksi mitoza girisi
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diizenlemektedir  (Cogulu ve ark. 2007; Giines 2003). Cdk’larin hiicre
dongiisiindeki  aktiviteleri  bazt  molekiiler = mekanizmalar  tarafindan
diizenlenmektedir. Siklinler, hiicre dongiisiiniin farkli evrelerinde bir taraftan
sentezlenirken diger taraftan da yikildiklar1 ig¢in siklin / Cdk kompleksinin
olusumunu kontrol etmektedirler. Cdk’larin katalitik aktivite gosterebilmeleri igin
treonin rezidiisiinde fosforillenmeleri gereklidir. Bu fosforilasyon CAK ( Cdk’y1
aktive eden Kkinaz) enzimiyle saglanir. Olusan Cdk/siklin  kompleksi
transkripsiyon ve DNA onarmminda gorev almaktadir. Cdk’lar bazi kinazlar
tarafindan threonin ve tirozin rezidiilerinin fosforilasyonu ile inhibe edilmektedir.
Cdk’nin teronin ve tirozin rezidiilerinden fosforilasyonu Cdk’nin inaktivasyonuna
sebep olmaktadir. (Vermeulen ve ark. 2003; Giines 2003; Cogulu ve ark. 2007;
Cabadak 2008; Malumbres ve Barbacid 2001).

Cdk inhibitorleri (CKIl); yalniz Cdk’ya ya da Cdk-siklin kompleksine
baglanarak Cdk aktivitesini diizenlemektedirler. INK4 ailesi; p15 (INK4b), p16
(INK4a), p18 (INK4c), p19 (INK4d) G1 iiyelerinden olusmakta ve Gy evresinde
Cdk 4 ve Cdk 6 'ya baglanarak kompleks olusumunu durdurmaktadirlar. Ikinci
ailenin tiyeleri; p21 (Wafl, Cipl), p27 (Cip2), p57 (Kip2)’dir (Vermeulen ve ark.
2003; Cabadak 2008).

1.2.4.2 Hiicre dongiisii kontrol noktalar:

Hiicre dongiisii evrelerinin ilerleme siireci ve bir evreden digerine gegisi
kontrol noktalar1 olarak adlandirilan olaylarin dogru sirada stirdiiriilmesini
saglayan sensOr mekanizmalar1 tarafindan izlenmektedir. Eger sensor
mekanizmalari, anormal ya da kusurlu hiicre dongiisii olaylarini tespit ederse,
problem c¢o6ziilene kadar, kontrol noktasi yolaklar1 tarafindan hiicre dongiisiiniin
engellenmesini  baglatacak olan efektorlere sinyal tasinmaktadir. Efektor
proteinler, hiicre dongiisii siirecini tersinir olarak durdurabilen Cdk inhibitorlerini
igcermektedir (Williams ve Stoeber 2012).

Hiicre dongiisiinde Gi-S gegisinde, G,-M ve matafaz-anafaz gecisinde

kontrol noktalar1 bulunmaktadir.
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G; kontrol noktasi, hiicrelerin DNA sentezi i¢in yeterli biiylikliikte olup
olmadigi, DNA‘ da meydana gelen bir hasarin onarilip onarilmadigi ve mitotik
hiicre boliinmesi i¢in dig sartlarin uygun olup olmadigindan emin olarak S
evresine girisi kontrol etmektedir (Tyson ve ark. 2002).

G; evresinin ge¢ sathasinda goriilen ve Gi’den S evresine gegisi saglayan
kontrol noktast smirlanma noktast olarak (Restriksiyon; R noktasi)
adlandirilmaktadir. Biliyiime ya da mitotik sinyallere cevaben hiicreler GO
evresinden G; evresine ge¢mektedir. Mitotik sinyallerin yoklugunda hiicreler
farklilasmaya, apoptoza ya da sessiz evreye (Gp) giris yapabilir. G; evresinin
baslarinda ya da Gg evresinde retinoblastoma (Rb) proteininin fosforlanmamis
formu, bir transkripsiyon faktorii olan E2F’ye baghdir. E2F hiicre dongii
olaylarinda ve S evresinde gorev yapan birkag genin ekspresyonunu
diizenlemektedir. Rb/E2F komplesi, E2F tarafindan diizenlenen gen
trankripsiyonunu baskilamaktadir. G; evresinin baslangicinda siklin D ekpresyon
seviyesi arttirilmasiyla siklin D’ler Cdk 4 ve Cdk 6 ile birlesmektedir. Siklin/Cdk
kompleks  olusumu  Cdk’larin  fosforillenmesi  ve  aktivasyonu ile
sonuclanmaktadir. Aktif Cdk kompleksi retinoblastoma (Rb) proteinini fosforile
eder. Rb’un Cdk 4/siklin D tarafindan fosforillenmesi Rb’nin E2F’den
ayrilmasina ve E2F’nin hedef genlerinin aktivasyonuna neden olur (Cogulu ve
ark. 2007; Israels ve 1sraels 2000; Giines 2003; Cabadak 2008).

G2 kontrol noktas;; DNA replikasyonunun tamamlandigindan, DNA
olusabilecek yeni bir hasarin onarildigindan ve hiicrenin bdliinme i¢in yeterli
biiyiikliikkte oldugundan emin olarak mitoza girisi kontrol etmektedir. Mitoz
evresine girig siireci, mitozu ilerleten faktor olarak da isimlendirilen (MPF) siklin
B-Cdk 1 kompkesinin aktivitesine baglidir. Hiicre, kromozom yogunlagmasina ve
cekirdek boliinmesine gitmeden Oonce DNA’larmin tamamen hasarsiz olarak
replike oldugundan emin olmaldir. Eger degilse, MPF’nin Wee 1 enzimi
tarafindan fosforillenmesi ile inhibe edilir ve hiicre S-G, evresinde bekletilir
(Tyson ve ark. 2002).

Metafaz kontrol noktasi, metafaz-anafaz gegisini korumaktadir.
Kohezinler parcalamadan o6nce kromozomlarin mitotik igler lizerinde diizgiin

olarak dizilmesi, kardes kromatidler ile zit kutuplara baglanmis olmasi
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gerekmektedir. Kromozomlar toplanirken ya da dizilirken problemler meydana
gelirse metafaz  kontrol noktast mitotik ¢ikis isleminin aktivasyonunu

engellemektedir (Tyson ve ark. 2002).

1.2.5. Onkogenler

Onkogenler, hiicre ¢ogalmasinin diizenlenmesinde gerekli olan ve “proto-
onkogen” olarak adlandirilan genlerin degisime ugramis halleridir (Borrello ve
ark. 2008). Onkogenlerin varligt RNA timdr viriisleri {izerinde yapilan
arastirmalar sonunda kesfedilmistir. Rous sarkoma viriisii (RSV) hiicrenin normal
aktivitelerine miidahale eden src adinda bir gen tasimaktadirlar. Bu gen, kanser
olmayan hiicrelere viriis tarafindan aktarildiginda tiimoér olusturmaktadir. Yapilan
transformasyon c¢aligmalar1 sonucunda enfekte olmayan hiicrelerin genomunda Src
geninin varligi tespit edilmis, bu genin viriise ait bir gen olmadigi, viral genoma
enfeksiyon esnasinda katilmis oldugu anlasilmistir. Daha sonra hiicrelerin proto-
onkogenler olarak adlandirilan, hiicrelerin hayatta kalma, bdoliinme ve
¢ogalmalari i¢in gerekli oldugu kadar normal aktivitelerini bozma ve malignant
duruma itebilme potansiyeline de sahip bazi genlere sahip olduklar1 ortaya
cikarilmigtir (Karp 2010; Dilsiz 2004). Normal hiicrelerin kontrol dis1
bolinmeden kaginabilmesi i¢in proto-onkogenlerin ifadeleri siki bir seklide
kontrol edilmektedir. Kanserde, kontrolsiiz hiicre bdliinmesi ve hayatta kalma
becerisinin artisindan proto-onkogenlerin mutasyonlart sorumludur (Harrington
2011).

Bir proto-onkogen; mutasyonlar, kromozomal yeniden diizenlenmeler ve
gen cogaltimi gibi yapisal ya da diizenleyici degisikliklerle onkogene
doniismektedir (Harrington 2011). Onkogenler ¢esitli mutasyonlarla aktive
edildiginde, kodlanan proteinin transformasyon aktivitesini arttiracak sekilde
yapist degistirilmektedir. Onkogenlerde birgok tipte mutasyon meydana
gelmektedir (Croce 2008). Ornegin, ras proto-onkogeninde 12, 13 ve 61.
kodonlarda meydana gelen mutasyonlar, siirekli hiicre ¢ogalmasini uyaran bir

proteinin devamli aktif durumda kalmasina yol agmaktadirlar. Ras onkogeninde
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meydana gelen nokta mutasyonu Orneklerine akciger, kolon ve pankreas
kanserlerinde sik¢a rastlanmaktadir (Osborne ve ark. 2004).

Kromozom inversiyonlar1 ve translokasyonlar kanser hiicrelerinde yaygin
olan sitogenetik anomalilerdir (Croce 2008). B hiicrelerinde goriilen kanserlerde
c-myc geni transloke olmakta ve meme, ovaryum, mide bagirsak kanserlerindeki
ifade edilme seviyesi arttirilmaktadir (Gostissa ve ark.2009). Kronik miyeloid
losemide ise 9. ve 22. kromozomlar arasindaki translokasyon, Philadelpiha
kromozomu olarak tanimlanmistir. 9. ve 22. kollarda bulunan genlerin fiizyonu
sonucunda kimerik bir protein sentezlenmesi kronik 16semiye neden olan primer
olay olarak belirtilmektedir (Nussbaum ve ark. 2005).

Onkogen aktivasyonu gen ¢ogaltimi yoluyla da olabilmektedir. Bir DNA
segmentinin c¢ogaltilmasiyla, bu segmentte yer alan bir proto-onkogenin birgok
yeni kopyasi genoma eklenmektedir. Myc, siklin D1, EGFR ve ras gibi
onkogenler kiiciik hiicreli akciger kanseri, meme, 6zofagus, serviks ve ovaryum
kanserlerinde ¢ogaltilmaktadir (Croce 2008).

Onkogenler, proto-onkogenlerin protein {riinlerinin biyokimyasal ve
fonksiyonal Ozelliklerine gore; biliyime faktorleri, sinyal ¢eviricileri,
transkripsiyon faktorleri ve apoptoz diizenleyicileri seklinde

smiflandirilabilmektedirler (Borrello ve ark. 2008; Sevik 2012).

1.2.6. Tiimér baskilayici genler

Onkogenlerin kesfedilmesi bu genlerin etkilerini engelleyebilecek ve
timor gelisimini  durdurabilecek farkli bir smifin daha olabilecegini
diistindiirmiistiir. Tiimor gelisimini baskilayan genlerin varligi, somatik hiicre
flizyonu ve kromozom ayrilmasi ¢alismalariyla ortaya cikarilmis ve ¢ok sayida
timor baskilayict gen tanimlanmistir (Sherr 2004).

Tiimor baskilayict genlerde goriilen mutasyonlar genellikle c¢ekiniktir.
Kromozomun bir allelinde mutasyon meydana geldiginde, diger saglam olan allel
biiyiime engelleyici fonksiyonuna devam etmektedir. Sadece her iki allel de

inaktif edildiginde tiimor baskilanmasi engellenmektedir (Krauss 2003).
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Timor  baskilayict  genler  fonksiyonlarina  gore iki  grupta
toplanabilmektedir.

1. Bekci  olarak adlandirilan  timor baskilayici  genler; hiicre

bliylimesini engelleyerek ya da apoptozu diizenleyerek dogrudan tiimor
olusumunu engellemektedirler. Rb proteini, p53 proteini ve hiicre dongiisii
inhibitori olan p16 proteini 6nemli bekgi proteinlerdendir.

2. Bakici olarak adlandirilan tiimor baskilayict genler; tiimor olusumu

tizerine dogrudan etkili degillerdir. Bu tip genler hiicresel biitiinliigli koruma ve
yasamin siirdiiriilmesine yonelik gérev yapmaktadirlar. Bir¢ok bakicr tipte genler,
DNA onariminda rol alan proteinleri kodlayarak mutasyon olusumuna engel
olmaktadirlar (Campisi 2003; Krauss 2003).

Transkripsiyon faktorleri olan TP53 ve WTL1;, hiicre dongisi
diizenleyicileri olan Rb ve pl6, bir fosfoinozitid fosfotaz olan PTEN, protein
degredasyonunu diizenleyen bir protein olan VHL, hiicre adezyon molekiilii olan
E-kaderin, P53 aktivasyonunda gorev alan ARF, DNA onariminda goérev alan
BRCA-1 tiimor baskilayici genler arasindadir (Karp 2010; Kopnin 2000).

Retinoblastoma (RDb); tiimor baskilayici genler arasinda ilk kesfedilen

gendir. Yapilan galismalar ile Rb geninin c¢esitli kanser tiplerinde seviyesinin
azaltildigi, mutasyonlara ugradigi ya da heterozigot kaybi gosterdigi tespit
edilmistir (Lai ve ark. 2012). Cocuklukta sik¢a rastlanan, goz retinasinda goriilen
bir kanserden Rb geni sorumludur (Karp 2010). Retinoblastoma goz tiimériinde,
Rb geninde ikinci allellin mutasyonu ya da delesyonla inaktivasyonu, genin
fonksiyon gosterememesine ve timor gelisimine neden olmaktadir (Krauss 2003).

Rb, hiicreyi hiicre dongiisiinii, hiicresel yaslanmayi, farklilagmayi,
apoptozu ve kromozomal biitiinligii diizenleyerek tiimér olusumundan
korumaktadir (Lai ve ark. 2012). Rb geninin {iriinii olan retinoblastoma proteini
(pRb), hiicre dongiisiinde mitojenik ve anti-mitojenik sinyallerin transkripsiyonal
seviyede dontisimiinde fonksiyon gostermektedir. pRB bu fonksiyonu
fosforilasyon durumuna gore yonlendirmektedir. Proteinin diisiik seviyede
fosforile durumu E2F ile birlikte hiicre dongiisiiniin devami icin gerekli olan
tiriinlerin baskilanmasina sebep olmaktadir. Fazla seviyede fosforilasyonu ise tam

tersine bu genlerin etkisini aktiflestirmektedir (Krauss 2003).
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1.2.6.1 p53 Geni

p53 geni ilk olarak simian viriis (SV40) ile transforme edilmis hiicre
lizatlarinda kesfedilmistir. Transforme hiicrelerde p53 ile onkogenik potansiyeli
olan SV40 biiyiik T antijenlerinin kararli bir kompleks olusturdugu gosterilmis ve
bir onkogen gibi timdr gelisimini tesvik ettigi distinilmistiir. Daha sonraki
calismalarda ilk olarak kesfedilen p53 proteininin mutant p53 oldugu anlasilmis
ve yabani tip p53 proteininin timdr baskilayict rolii ortaya konmustur. p53
proteinini kodlayan gen TP53 (timor protein 53) olarak adlandirilmistir (Ozaki ve
Nakagawara, 2011; Kogak ve ark. 2011).

p53 proteini kanserli hiicrelerin biiyiime ve hayatta kalma potansiyelini
onleyecek stres yanit yolaklarinda 6nemli rol oynamaktadir. DNA hasari, telomer
asinmasi, onkogen aktivasyonu, hipoksia, normal biiylime ve yasamsal
sinyallerinin kayb1 gibi birgok stres tipi p53’i aktive edebilmektedir. Bu stres
sinyalleri, tiimor gelisiminin baslangicindan metastaza kadar bir tiimorogenez
asamasinda olan hiicrede ortaya c¢ikabilmektedir. Bu yiizden p53 malignant
siirecinin  ¢esitli noktalarinda tiimor hiicrelerinin  biiyiimesinin = dnlenmesi
acisindan 6nem tagimaktadir ve p53 fonksiyon kaybinin tiimdr gelisiminde 6nemli
bir etkisi bulunmaktadir (Ryan ve ark. 2001).

Insan  kanserleri iizerinde yapilan calismalar  p53’iin  timér
baskilanmasindaki temel roliinii ortaya koymustur (Brady ve Attardi 2010). TP53
geni insan kanserlerinde en sik mutasyona ugrayan genlerden birisidir (Suzuki ve
Matsubara 2011). Yaklasik olarak insan tiimdrlerinin yarist TP53 geninin her iki
allelinde nokta mutasyonlar1 ya da delesyonlar igermektedir (Karp 2010). p53
geninde meydana gelen mutasyonlar birgok kanser tiirline kalitsal egilim ile
karakterize olan Li-Fraumeni sendromu olarak adlandirilan bir hastalia neden
olmaktadir (Krauss 2003).
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1.2.6.2 p53 geni yapisi

Insan p53 proteini 53 kDa agirliginda bir niiklear fosfoprotein olup, 17.
kromozomun kisa kolunda bulunan, 11 ekzon ve 10 intron igeren bir gen
tarafindan kodlanmaktadir. Bu gen, iki iiyesi daha bulunan ve evrimsel olarak
olduk¢a korunmus bir gen ailesine aittir (Bai ve Zhu 2006). Yabani tip p53
proteini 393 aminoasitten olusmakta, cesitli yapisal ve fonksiyonel bolgeler

igermektedir (Sekil 1.5).

248 273
175

245 a9 |282
220
- el

B - | e e ] 8]

1 61 o4 202 525 336 303

Sekil 1.5: p53 proteininin molekiiler yapisi (Joerger ve Fersht 2008). TABL/2: transkripsiyonal
aktivasyon bolgesi, PZB: Prolince zengin bolge, TB: tetramerizasyon bolgesi, KUB:
karboksi-ucu bolgesi

p53 proteinin N-ucu; transkripsiyonal aktivasyon bdlgesi (TAD) ve prolin

aminoasiti bakimindan zengin bir bolgeden olusmaktadir. Transkripsiyonal
aktivasyon bolgesi TAD1 ve TAD2 olmak iizere 2 alt bolgeden olugmaktadir. Bu
2 alt bolge, negatif diizenleyicilere, transkripsiyonal koaktivatorlere ve
transkripsiyonal mekanizma bilesenlerine baglanmaktan sorumludur (Natan ve
ark. 2011; Bai ve Zhu 2006). Bu bolge ayn1 zamanda Mdm?2 ile etkilesim
olusturarak p53 kararliliginin saglanmasinda Onemlidir. Prolin aminoasiti
bakimindan zengin bdlge ise —SH3 tasiyan sinyal transdiiksiyon molekiillerine
baglanmaktadir (Cheah ve ark. 2001).

p53 proteinin ¢ekirdek merkezi; diziye 6zgilin baglanma igin gerekli olan

DNA baglanma bélgesinden olusmaktadir. Insan kanserlerinde meydana gelen
pS53 mutasyonlarinin ¢ogunlugu bu bolgeyi icermektedir ve DNA ile baglantida
gerekli olan kritik rezidiilerin kayb1 ya da yapisal bir degisiklik 6zgilin olarak
DNA baglanmasinin engellenmesi ile sonuglanmaktadir (Bai ve Zhu 2006; Cheah
ve ark. 2001).
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p53 proteinin C-ucu; oligomerizasyon ya da tetramerizasyon bolgesi,

diizenleyici bolge, c¢ekirdekte yerlesme ve ¢ekirdekten tasinma sinyal dizilerinden
olusmaktadir (Bai ve Zhu 2006). Hedef DNA’ya baglanma, tetramer yapidaki p53
molekiilinin  DNA ile etkilesime girmesiyle gerceklesmektedir. Bu
tetramerizasyon diziye 0zgli DNA baglanma bdlgesinin yaninda bulunan
tetramerizasyon bolgesi ile kontrol edilmektedir (Cheah ve ark. 2001; Brady ve
Attardi 2010). p53’tin C- ucunun son 30 aminoasiti negatif diizenleyici
fonksiyona sahiptir. p53’tin DNA’ya 0zgiin baglanma ve transkripsiyonal
aktivitesini  engellemektedir (Wang ve ark. 2003). Diizenleyici bdlge,
proteozomlar tarafindan yikimi icin asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon ve

ubikuitinasyon gibi modifikasyonlara ugramaktadir (Viadiu 2008).
1.2.6.3 p53 proteininin hiicresel fonksiyonlari

Yabani tip p53 hem hiicre seviyesinde hem de tiim organizmada
biyolojik yanitlari baslatacak ¢ok islevli bir transkripsiyon faktoriidiir (Bai ve
Zhu, 2006; Yilmaz ve Altunok 2011). p53 proteini, gii¢lii stres sinyallerine maruz
kalan hiicrelerde tamir edilemeyecek kadar hasarli ya da kanserli hiicrelerin
secilip ayrilmasini saglayarak apoptoza ya da yaslanmaya siiriikklemektedir. Diigiik
seviyede stres sartlari altinda ise p53 hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, DNA
onarimi ve antioksidan protein liretimi gibi koruyucu ve hayatta kalmaya yonelik
yanitlar olusturmaktadir. Boylelikle, onarilabilir hasara ugramis hiicrelerde
canliligin siirdiiriilmesini ve genom biitiinliiglinii saglamaktadir (Brady ve Attardi
2010).

p53 ve hiicre dongiisii kontrol noktalari: Normal kosullar altinda,
hiicrenin G; evresinden ¢ikip S evresine girebilmesi i¢in pRb’nin Cdk2 tarafindan
fosforile edilmesi gereklidir. Fosforile pRb’ye baglanan ve S fazina giris icin
gerekli olan genlerin ifade edilmesini uyaran transkripsiyon faktorii E2F
salinmaktadir. DNA hasar1 sonrasinda yabani tip p53 miktarinda bir artis
goriilmektedir. Hiicresel strese cevaben p53, G; evresinin durdurulmasinda ilk

wafl/Cipl

araci olan p21 seviyesini arttirmaktadir. p21"*%/“"* siklin/Cdk kompleksini

baskilamakta ve pRb olusumuna izin vermektedir. Bu durumda E2F
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salinamamakta ve S fazina gegis engellenmektedir. (Cheah ve ark. 2001; Ozaki ve
Nakagawara 2011; Bai ve Zhu 2006).

Hiicrelerin - G, evresinden mitoza giris siireci siklin  B1/Cdk2
kompleksinden olusan MPF  (maturation-promoting  factor) tarafindan
yonlendirilmektedir. p53; G2/M durdurulmasini biiyiik 6lgiide bu kompleksin
fonksiyonunu bozarak indiiklemektedir. Ozellikle p53, DNA hasarmdan sonra
mitozu diizenleyen bir fosfotaz olan Cdc25°1 baskilamaktadir. Ayn1 zamanda 14-
3-3s, p53’iin hedef genidir, DNA hasarindan sonra ifadesini arttirmaktadir. 14-3-
3s, DNA hasarindan sonra siklin B1/Cdk2 kompleksinin uygun sekilde ¢ekirdekte
yerlesimini engellemektedir. p53 tarafindan indiikklenen Gadd45, Cdk2’nin kinaz
aktivitesini  engelleyerek  siklin ~ B1/Cdk2  kompleksinin  aktivitesini
engellemektedir (Zilfou ve Lowe 2009; Giono ve Manfredi 2006).

P53 ve apoptoz: Hiicresel bir bekg¢i olarak p53’iin gorevlerinden birisi de
hiicresel stresi takip etmek ve gerektiginde apoptozu uyarmaktir. Stres faktorleri
dokularda biiylik ve tamir edilemeyen bir hasar olusturduklarinda, p53 apoptozu
baslatabilmekte ve bdylece hasarli hiicreler elenebilmektedir (Bai ve Zhu 2006).
p53, hiicresel stres sonucunda apoptotik yanit1 basglatacak birgok geni transaktive
etmektedir. Bu genler arasinda; Bax, Puma, Noxa ve Bid gibi i¢ yolakta
mitokondriyal zar depolarizasyonunu saglayan Bcl-2 ailesi iiyeleri, apoptotik
proteaz aktive edici faktor (Apaf-1) ve dis apoptotik yolagin bilesenleri
Fas/CD95, oliim reseptorii 4 ve 5 (DR4 ve DRS) bulunmaktadir. Ayn1 zamanda,
p53 dogrudan BclXL ve Bcl-2 proteinlerine baglanarak inhibe edebilmektedir.
Daha sonra sitokrom c¢ salinimi1 ve ardindan da kaspaz selalesi baslatilabilmektedir
(Shu ve ark. 2007).

p53, i¢ ve dis apoptotik yolaklarin ¢ekirdek bilesenleri disinda, apoptozla
iliskili PERP ve PIDD (p53 uyarimli 6liim bdlgesi igeren protein) gibi diger
genleri de aktive etmektedir. Cogu durumda, bu genler promotor bolgelerinde p53
yanit elemanlar1 igermekte ve fazla ya da diisiik seviyede ifade olduklarinda
apoptozu diizenleyebilmektedirler (Fridman ve Lowe 2003). p53’iin bu niiklear
aktivitelerine ilaveten, transkripsiyondan bagimsiz bir sekilde apoptozu
uyarabildigi sitozolik aktiviteleri de vardir. Ozellikle, iyonize 1sinlar gibi cesitli

O0lim sinyallerine cevaben p53 hizlica mitokondride yerlesebilmektedir.
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Mitokondride, mitokondriyal digsal zar gegirgenligini (MOMP) uyarmakta,
boylece mitokondriyal zarlar arasi alandan pro-apoptotik faktdrlerin salinimina
izin verilmektedir (Zilfou ve Lowe 2009; Fridman ve Lowe 2003).

P53 ve DNA onarmm: P53 aracili DNA onarimi genomik kararliligin
stirdiirilmesinde 6nemli bir faktérdir. p53’tn DNA onariminda niikleotid
¢ikarma onarimi (NER), baz ¢ikarma onarimi (BER), homolog olmayan uglarin
baglanmas1 (NHEJ) ve homolog rekombinasyon (HR) gibi ¢esitli tiplerde DNA
onariminda gerekli oldugu belirtilmistir (Shu ve ark. 2007). p53’in C-ucu;
dogrudan tek zincirli DNA, ¢ift zincir kiriklari gibi farkli formlarda hasarli
DNA’ya baglanabilmektedir. Ayni zamanda DNA zincir transferi ve 3’-5’
ekzoniikleaz aktivitesi p53’iin DNA onarim fonksiyonunda yer almaktadir (Balint
ve Vousden 2001).

P53 ve hiicre yaslanmasi: Hiicresel yaslanma siirekli bir hiicre dongiisii
durdurulmast olarak tanimlanmaktadir. Yash hiicreler metabolik olarak aktif
kalmakta ancak hiicre boyutunda genisleme, kromotin yogunlasmasi, gen
ifadesinde degisiklikler, yaslanma iliskili p-galaktosidaz seviyesinde artis ile
karakterize edilen morfolojik, fizyolojik olarak birtakim farkli 6zellikler
kazanmaktadirlar. Yaglanma; telomer kisalmasi, onkogenik uyaricilar, iyonize
isinlar ve DNA’ya hasar veren ajanlar tarafindan uyarilmaktadirlar. (Martinez-
rivera ve Siddik 2012).

Yaslanma durumunda p53’iin 2 esas yolak tarafindan kontrol edildigi
belirtilmektedir. Birincisi ATM/ATR ve Chk1/Chk2’nin aracilik ettigi DNA hasar
yanit yolagidir. Ikinci yolak ise ARF proteini araciligiyla hareket etmektedir
(Ben-porath ve Weinberg 2005)

P53, ATM/ATR ve Chk1/Chk2 tarafindan fosforillenerek aktif duruma
getirilebilmektedir ya da murin double minute 2 onkoproteini (Mdm2 ya da
insanlarda  Hdm2), p19°%" tarafindan inhibe edilerek p53  seviyesi
arttirilabilmektedir. P21, p53 tarafindan aktive edilen hiicre dongiisiiniin
durdurulmasinda rol oynayan bir proteindir. p53/p21 yolaginin yaslanmanin
indiiklenmesinde 6nemli bir rolii bulunmaktadir (Larsson 2005). p21’in yaninda
PML, PAI-1 ve DECI gibi molekiiler belirteglerin de p53 aracili yaslanmada rol
aldiklar1 gosterilmektedir (Qian ve Chen 2011).
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1.2.6.4 P53 kararhihi@inin diizenlenmesi

p53, hiicre biiyiimesinin kuvvetli bir baskilayicis1 oldugundan, normal bir
hiicre gelisimi i¢in fonksiyonlar1 kontrol altinda tutulmalidir (Ryan ve ark. 2001).
p53 fonksiyonunun diizenlenmesi p53 transkripsiyonu, translasyonu, protein
kararlilig1 ve translasyon sonrasi diizenlenmeleri igeren ¢esitli mekanizmalarla
kontrol edilmektedir (Brate ve Giannakakou 2003). p53; fosforilasyon,
asetilasyon, metilasyon ve ubikuitinasyon gibi aktivitelerini etkileyen cesitli
translasyon sonrast diizenlenmelere ugramaktadir. p53 ubikuitinasyonu p53’iin
kontroliinde esas mekanizma olarak gosterilmektedir. p53; Pirh2, COP1, ARF
baglanma proteini ve EO6AP gibi ¢esitli E3 ligazlar tarafindan modifiye
edilebilmektedir. Ancak Mdm2 ya da insanlarda Hdm2, p53 aktivitesinin gerekli
olmadig1 durumlarda p53 proteininin diisiik seviyede tutulmasini saglayan anahtar
negatif diizenleyicisidir (Coutts ve ark. 2009; Brady ve Attardi 2010). Mdm2, p53
aktivitesini p53°lin transaktivasyon bdlgesine baglanarak, ubikuitinasyon igin
p53’ii hedefleyerek, p53 asetilasyonunu engelleyerek ve p53°iin stoplazmaya giris
cikisin1 saglayarak cesitli yollarla engellemektedir (Balint ve Vousden 2001).
Bununla birlikte, p53 de Mdm2 geninin transkripsiyonunu aktive etmektedir
(Cefle, 2003). Normal fizyolojik sartlarda, bu 2 protein arasindaki oto-diizenleyici
mekanizma, p53’iin fonksiyonlarini kontrol altinda tutmak i¢in p53’ disiik
seviyede tutulmasini saglamaktadir (Zhang ve ark. 2004). Mdm2, p53 igin bir
ubikuitin ligaz olarak fonksiyon gostererek ubikuitinasyonu saglamaktadir,
p53’ilin proteozomlar tarafindan taninmasina ve pargalanmasina yol agmaktadir
(Vousden ve Prives 2009). p53 proteini, hiicresel stres sinyallerine yanit olarak
kararli hale gelen kisa yasamli bir proteindir (Shu ve ark. 2007). Cogu durumda,
pS3’lin uyarilmasi icin Mdm2 fonksiyonunun engellenmesi gereklidir. Mdm?2
fonksiyonunun engellenmesi stres sinyaline bagli olarak cesitli bagimsiz yolaklar

tarafindan saglanmaktadir.
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Mdm?2 tarafindan uyarilan yikimi diizenleyen mekanizmalar;

. Mdm?2 seviyesinin dogrudan baskilanmasi,

. p53 ve Mdm?2’nin translasyon sonrasi diizenlenmesi,

. Mdm2 fonksiyonunun p53 vya da Mdm2’nin hiicre i¢i
lokalizasyonunun diizenlenmesini engelleyen proteinlerin seviyesinin arttirilmasi,

. Mdm2 indiikli yikimi diizenleyen mekanizmalardir (Ryan ve
ark.2001).

P53 ve Mdm?2 proteinleri arasindaki etkilesim p53’iin Mdm2’ye baglandigi
bolgenin fosforillenmesiyle bozulabilmektedir. Bu bdlgedeki rezidiilerin
fosforillenmesine Chkl, Chk2, ATM ve ATR gibi genetik hasarla aktive edilen
kinazlar aracilik etmektedirler. Fosforillenme ile p53’iin mdm?2’ye baglanmasi
engellenerek kararliligi saglanmis olmaktadir (Vousden ve Prives 2009). pRb,
pl9”RF (insanda P14°FF) ve MdmX gibi cesitli proteinler p53-Mdm?2
baglanmasin1 etkilesimini dogrudan p53’¢ ya da Mdm2’ye baglanarak
engellemektedirler (Brooks ve Gu 2003). p53’in Mdm2-bagimli yikiminda
p14°RF (ya da ARF ) 6nemli bir diizenleyicidir (Chumakov 2007). Ras, myc gibi
onkogenlerin aktivasyonu tizerine ARF seviyesi arttirilmaktadir (Di Cintio ve ark.
2010). ARF proteini Mdm2’ye baglanir ve p53’iin ubikuitilasyonunu ve yikimini
onlemektedir. ARF geninin transkripsiyonu E2F1 ve B-katenin transkripsiyon
faktorleri tarafindan aktive edilir ve p53°lin kendisi tarafindan baskilanir

(Chumakov 2009).

1.2.6.5 Hiicrede p53 proteininin yerlesimi

p53 fonksiyonunun diizenlenmesi i¢in p53’iin kararliligmin yaninda
hiicredeki yerlesiminin de kontrol altinda tutulmasi gerekmektedir. p53
proteininin ¢ekirdekte yerlesimi transkripsiyonel yanitta Onemli bir rol
oynamaktadir (Vousden 2002). Fibroblastlarla yapilan g¢alismalarda p53’in
cekirdege tasinmasinin hiicre dongiisiiyle baglantili oldugu gosterilmektedir. Gy
evresinde yeni sentezlenen p53 proteini sitoplazmada biriktirilmekte, daha sonra
G1/S evresi gecisinde g¢ekirdege giris yapmaktadir ve son olarak S evresinde

sitoplazmaya geri donmektedir (Millau ve ark. 2009). p53’in ¢ekirdek ve
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sitoplazma arasinda hizlica taginabildigi Harms ve Chen tarafidan bildirilmistir.
Tetramerik p53, niiklear pordan pasif olarak difiize olabilmek i¢in oldukga biiyiik
oldugundan, niikleo-sitoplazmik gecisin c¢ekirdekten tasinma ve c¢ekirdekte
yerlesme sinyalleri tarafindan kolaylastirildigi gosterilmistir (Harms ve Chen
2006). p53 proteini C ucunda 3 adet ¢ekirdekte yerlesme sinyaline (NLS: niiklear
lokalizasyon sinyali) ve bir ¢ift de ¢ekirdekten tasinma sinyaline (NES: niiklear
export sinyali) sahiptir. Boylelikle; p53’iin NLS VE NES mekanizmalar ile
dogrudan etkilesimi sonucunda ¢ekirdek ve sitoplazma arasinda gidip gelmektedir
(Michael ve Oren 2003). Mdm2, p53’iin sitoplazma ve c¢ekirdek arasinda
translokasyonunun diizenlenmesiyle 2 yolla baglantilidir. Mdm2, ¢ekirdekte p53
ile etkilesime girerek yikimi i¢in sitoplazmaya gonderebilmekte ya da p53’ilin
cekirdekte ubikuitinasyonunu saglayarak c¢ekirdekten taginim sinyallerini aktif
hele getirebilmektedir (Liang ve Clarke 2001). p53 molekiilleri arasindaki
etkilesimler de ¢ekirdekten tasinmada onemli rol oynamaktadir. P53 tetrameri
arasindaki baglantilar NES’i ortlilemekte ve p53 tasinmasini engellemektedir. p53
dimerler halindeyken ise NES baskidan kurtulmakta ve sitoplazmaya tasinim

saglanmaktadir (Millau ve ark. 2009).

1.3. Apoptoz

Genel olarak canli organizmalarda nekroz ve apoptoz olmak iizere iki ana
hiicre 6liim mekanizmasi vardir. Nekroz kontrolsiiz ve pasif bir sekilde, toksik
tehditler ya da fizyolojik hasarlar gibi hiicresel yaralanmalara yanit olarak
hiicrelerin patlamasiyla sonuglanan bir 6lim seklidir. Nekrotik 6liim, plazma
zarinin ve organel biitiinliiglinlin bozulmasi, hiicresel iceriklerin ve pro-
inflamatuar molekiillerin salinimiyla hiicrenin etrafinda inflamasyon gelisimi,
hiicrenin biiyiimesi ve sigsmesi gibi morfolojik 6zellikler ile karakterizedir. Buna
karsin apoptoz; aktif, metabolik ve bir¢ok hiicresel sinyal yolaklari tarafindan
diizenlenen bir intihar mekanizmasidir (Wu ve ark. 2001; Edinger ve Thompson
2004; Yildirnm ve ark. 2007). Apoptoz; biiyiime, gelisme ve immiin cevabin
diizenlenmesi, organizmada gereksinim duyulmayan ya da anormal hiicrelerin yok

edilmesinde temel bir rol oynayan oldukg¢a organize bir 6liim seklidir (Huang ve

26



@ ANADOLU UNIVERSITESI

ark. 2011). Organizmada apoptoz mekanizmasi bir denge unsuru oldugundan
uygun bir sekilde gerceklesmelidir. Apoptoz mekanizmasinda meydana gelen
fonksiyonel bozukluklar organizmada bir¢ok patolojik duruma, O6liimciil
diizensizliklerin olusumuna ve viral enfeksiyonlarin yayilimima sebep
olabilmektedir. Uygun olmayan apoptoz ya da apoptoz oraninin artmasi; AIDS,
norodejeneratif ve iskemik hastaliklar, hepatit C enfeksiyonu, insiilin bagimli
diyabet, aterosklerozis gibi diizensizliklere sebep olmaktadir. Apoptoz oraninin
azalmasi ise kansere ve otoimmiin hastaliklara yol agmaktadir (Ulukaya ve ark.

2011; Papaliagkas ve ark. 2007; Atunkaynak ve Ozbek 2008).

1.3.1. Kaspazlar

Kaspazlar, programli hiicre 6liimii, ¢ogalmasi ve inflamasyonunda gorev
alan hiicre i¢i proteazlardir (Pop ve Salvesen 2009). C. elegans’in Ced-3 geninin
kodladig1 bir sistein proteaz, insan interlokin-1 beta doniistiiriicii enzimi (ICE) ile
benzerlik gostermektedir. ICE’nin memeli hiicrelerinde apoptozu uyardigi
gosterilmis ve kaspaz-1 olarak adlandirilmistir. Memeli kaspaz-1 enzimi ve CED-
3 arasindaki benzerlik memelilerde bir¢gok kaspaz ailesi {iyelerinin de
kesfedilmesine olanak saglamistir (Li ve Yuan 2008). Giiniimiize kadar 14
memeli kaspazi tamimlanmistir. Kaspazlar, hiicre i¢inde etkin olmayan onciiller,
ya da on kaspazlar (zimojen) seklinde sentezlenirler ve bir zincirdeki diger
kaspazlar tarafindan kesilerek etkinlesirler (Alberts ve ark. 2007; Li ve Yuan,
2008). Kaspazlar (C-Asp-ase; C:sistein, Asp: aspartik asit, -ase: kesici enzim eki),
aktif merkezlerinde sistein amino asidi tasirlar ve hedefledikleri proteinleri

aspartik asit birimlerinden keserler (Yildirim ve ark. 2007).
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Sekil 1.6. Kaspazlarin yapisi ve aktiflesme mekanizmasi (Regula ve Kirshenbaum 2005)

Kaspazlar, N ucunda ¢esitli uzunlukta bir pro-domeyn, bir biiyiik alt iinite
(p20) ve C ucunda bir kiigiik alt Ginite (p10) igermektedir (Sekil 1.6). (Duprez ve
ark. 2009). P20 alt {initesi evrimsel olarak korunmus pentapeptit sekansi igeren
bir aktif bolge igermektedir (Li ve Yuan 2008). Kaspazlarin N ucu, 6n bolge
(prodomeyn), apoptotik sinyallerin transdiiksiyonu igin gerekli olan &liim
bolgeleri siiper ailesi olarak adlandirilan uzun yapisal motifler icermektedir. Oliim
bolgeleri (DD) TNF reseptdr ailesi iiyeleridir. Oliim bdlgesi, 6liim efektdr bolgesi
(DED) ve kaspaz toplayici bolge (CARD) olmak iizere 2 alt bolge igermektedir
(Chowdhury ve ark.2008). Pro-kaspazlarin proteolitik kesilme ile aktivasyonu
biiyiik ve kiiciik alt {liniteyi ayirir ve 6n bolgeyi uzaklastirir (Li ve Yuan 2008).
Kaspazlarin biiylik ve kiiglik alt {niteleri bir heterodimer yapisim1 ve iki
heterodimer de enzimatik olarak aktif bir tetramer yapisini olusturmaktadir (Fan
ve ark. 2005).

Fonksiyon, yap1 ve substrat 6zgiinliigii temel alindiginda insan kaspazlar1 3
grupta siniflandirilabilmektedir (Alenzi ve ark. 2010).
ilk _grup, inflamatuar kaspazlardir. Kaspaz-14 ile sitokin aktivasyonunda
gerekli olan kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13 bu gruba girmektedir.

Ikinci grup baslatic1 kaspazlardir ve uzun prodomeynle karakterizedirler.
DED domeyni (kaspaz-8 ve kazpaz-10) ya da CARD bdlgesi (kaspaz-2 ve
kaspaz-9; CED-3) igermektedirler.
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Uglincii grup, efektorler ya da uygulayict kaspazlardir, kisa on bolge
icermektedir ve i¢ kaynakli enzimatik aktiviteleri yoktur. Kaspaz-3, 6 ve 7
effektor kaspazlar olarak bilinirler. Effektor kaspazlar DNA fragmentasyon faktor
45 (DFF 45), poly-(ADP-riboz) polimeraz (PARP) gibi bilinen apoptotik
substratlarin kesilmesinden sorumludur (Oliver ve Vallette 2005; Lawen, 2003;
Rastogi ve Sinha 2009; inci ve ark. 2009). Apoptoz esnasinda kaspazlar, baslatict
kaspazlarin aktivasyonundan uygulayici kazpazlarin aktivasyonuna dogru

hiyerarsik bir kaskada girmektedirler (Alenzi ve ark. 2010).

Baslatic1 kaspazlar inaktif monomerlerdir ve homodimerizasyon ile aktive
olmaktadirlar. Apoptoz sinyali ile uyarilan bir hiicrede adaptoér proteinler
araciligiyla baglatici  kaspazlarin aktivasyonlar1 tetiklenmektedir. Adaptor
proteinler kaspaz-8 ve 10’un DED, kaspaz-1, 2 ve 9’un CARD bdlgelerine 6zgiin
olarak  baglanmaktadir. Kaspaz yogunlugunda bolgesel bir artis meydana
gelmekte ve dimerizasyon ile aktivitasyon olusturulmaktadir. DISC kaspaz-8 ve
10’u, apoptozom kaspaz-9’u, PIDDozom da kaspaz-2’yi aktive eden protein
kompleksleridir (Pop ve Salvesen 2009; Rastogi ve Sinha, 2009; Yildirim ve ark.
2007).

Uygulayici kaspazlar, sitozolde inaktif dimerler halinde bulunmaktadir.

Apoptotik uyariy1 takiben, uygulayici pro-kaspazlarin biiyiik ve kiigiik alt tiniteleri
baglatict kaspazlar tarafindan kesilmesiyle aktif enzimlere doniistiiriilmektedir.
Kesilme sonrasinda enzimin aktif bolgesi yapisal degisiklikler gegirerek
substratlarina ulasilabilir hele gelmektedir. Kaspaz-3, apoptoz esnasinda bir¢ok
hiicresel substrati kesen esas uygulayici kaspazlardandir (Alenzi ve ark. 2010).
Uygulayic1 kaspazlar bir kez aktive edildiginde, hiicre oliimiine neden olan

hiicresel hedeflerin proteolitik yikimidan sorumludurlar (Bao ve Shi 2007).
1.3.2. Apoptoz mekanizmalari

Esas olarak i¢ ve dig olmak iizere 2 apoptotik yol belirtilmektedir. Bu 2
yola ilave olarak, perforin/granzim A ya da B’yi iceren bir yol daha

tanimlanmistir. Granzim A-uyarimli apoptoz; tek zincir DNA hasar sonucunda

meydana gelen kaspaz aktivasyonundan bagimsiz bir yolaktir (Rastogi ve Sinha
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2009; Eroz ve ark. 2012). Gelen uyaranin tiiriine gore hiicrenin verdigi yanit
degismektedir (Yildirim ve ark. 2007). Apoptozu uyaran faktorler hiicre ici ve
hiicre dis1 olarak smiflandirildiginda; hiicre dis1 faktorler 6liim reseptorleri ya da
granzim/perforin sistemi yoluyla hareket etmektedir. Hiicre i¢i faktorler ise
mitokondriyal aktivasyona neden olmaktadir. Mitokondriyal aktivasyon ayni
zamanda hiicre dis1 faktorler tarafindan da baslatilmaktadir. Dolayisiyla
mitokondri apoptozda temel bir rol oynamaktadir (Ulukaya ve ark. 2011).

Apoptozun dis yolagi; reseptére Ozgii pro-apoptotik molekiill ya da
ligandlar tarafindan aktiflestirilen hiicre ylizeyinde bulunan “6lim reseptorleri” ile
baslatilmaktadir. Olim reseptorleri, TNFR-1, Fas/CD95 ve TRAIL reseptorleri
olan DR-4 ve DR-5’i igeren timor nekroz faktor reseptor (TNFR) gen siiper
ailesine aittir (O’Brien ve Kirby 2008; Singh 2010). Fas ligandi ya da TNF gibi
bir 6lim faktorii ile 6lim reseptorii baglandigi zaman, reseptorler yapisal
degisiklige ugramakta ve sinyali hiicre igine iletmek tizere oligomerize
olmaktadirlar. Bu yapisal degisiklik, reseptorlerin sitoplazmik ucunda yerlesmis
olan 6lim bolgelerinin FADD (Fas iligkili 6lim bolgesi) ve TRADD (TNF
reseptor iligkili 6liim bolgesi) gibi hiicre i¢i adaptor proteinlerine baglanmalarina
imkan saglamaktadir (Sekil 1.7). Adaptor proteinlerinin gorevi, 6lim sinyalini
reseptorden kaspazlara iletmektir. Baslatict kaspaz olarak bilinen Kaspaz-8,
reseptor ve apoptotik proteazlar arasindaki ilk baglantidir. Bu nedenle, dis yolak
i¢in anahtar rol oynamaktadir. Oliim ligand: reseptor ve adaptdr proteinden olusan
bu kompleks yani oldiiriicii sinyal kompleksi (DISC) olarak adlandirilmaktadir
(O’Brien ve Kirby 2008; Pecorino 2008 ; Singh ve ark. 2010). Aktif kaspaz-8
apoptotik siireci iki yolla siirdiirmektedir: Dogrudan yol ile kaspaz 8 kaspaz 3’
aktiflestirir. Kaspaz-3 DNA fragmantasyon faktorii 45°i (DFF 45), DFF 40’a
cevirerek DNaz aktivitesi kazandirmakta ve g¢ekirdekte kromatin yogunlasmasi
meydana gelmektedir. Dolayli yolda ise pro-apoptotik protein olan Bid kaspaz-8
tarafindan aktiflestirilmektedir. Bid (tBid) mitokondriye taginmakta ve
mitokondriyal apoptotik yolak bilesenlerini aktive etmektedir (Ulukaya ve ark.
2011; Giiltekin ve ark. 2008; Li ve Yuan 2008).
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Sekil. 1.7. Dis ve i¢ apoptotik yolaklar (Li ve Yuan 2008)

Apoptozun i¢ (mitokondriyal) yolagi;; bu yolagin kontrolii ve
diizenlenmesi Bcl-2 ailesi tiyeleri tarafindan gergeklestirilmektedir. Bcl-2 ailesi,
apoptozu baskilayan anti-apoptotik ve apoptozu indiikleyen pro-apoptotik olmak
lizere birbirine zit etkili iki gruptan olusmaktadir. Anti-apoptotik ve pro-apoptotik
tiyelerin arasindaki denge, hiicre i¢in yasam ya da oliim se¢imini saglamaktadir.

Bcl-2 ailesinin iyi bilinen anti-apoptotik iiyeleri; Bcl-2, Bel-xL ve Mcl-1 ve pro-

apoptotik tiyeleri; Bax, Bcl-xs, Bad, Bim, Bak, Bmf, Bok, Noxa ve Bid’i
icermektedir (Atagiin ve ark. 2011; Ulukaya ve ark. 2011). Pro-apoptotik tiyeler
hem sitozolik hem de mitokondriyal dis zarda bulunurken, Bcl-2 ve Bcl-XL’in
mitokondriyal dis zarda bulundugu bilinmektedir. Bcl-2 iiyeleri, mitokondri
zarmdaki gesitli porlar1 diizenlemekte ve porlar agildiginda proapoptotik iiyelerin
salinimina yol agmaktadir (Zimmermann ve ark. 2001; Atagiin ve ark. 2011).
Mitokondri, i¢ ve dis zarla ¢evrili olan ve i¢-dis yolaktan gelen sinyallerin
birlestigi bir organeldir. Mitokondriye ait bu zarlar, hiicre zarinda oldugu gibi bir
zar potansiyeline sahiptir. Uyarici faktorler; mitokondri i¢ zarinda porun agilmasi,

mitokondri zar ge¢is potansiyelinin kaybi ve proapoptotik proteinlerinin iki ana
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grubunun i¢ zar alanindan sitozole salinimi ile sonuglanan degisikliklere neden
olmaktadir.

Birinci grup; sitokrom ¢, smac/DIABLO ve serin proteaz HtrA2/Omi’den
olusur. Bu proteinler kaspaz bagimli mitokondriyal yolagi aktive etmektedir.
Sitokrom c, apoptotik sartlar altinda mitokondriden ilk salinan protein olarak
gosterilmektedir. Sitokrom c, sitoplazmada inaktif monomerler halinde bulunan
Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive eden faktor) molekiiline baglanmakta ve
ATP’nin de katilmasiyla apoptozom adi verilen yapinin olusumu saglanmaktadir.
Prokaspaz-9 bagli apoptozom, kaspaz 9’u aktiflestirmekte; kaspaz-9, kaspaz-3/7
gibi efektor kaspazlar aktive ederek programli hiicre 6liimiiniin gerceklesmesini
saglamaktadir. Smac/DIABLO ve serin proteaz HtrA2/Omi, apoptoz proteinleri
inhibitorleri (IAP) aktivitesini engelleyerek apoptozun diizenlenmesine katkida
bulunmaktadirlar (Lawen, 2003; Singh ve ark. 2010; Solakoglu 2009; Elmore
2007; Saelens ve ark. 2004).

Ikinci grup; pro-apoptotik proteinler olan apoptoz uyarici faktdér (AIF),
endoniikleaz G ve kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD), mitokondriden
apoptoz esnasinda salinir, Ancak, bu islem hiicrenin G6liime hazirlanmasindan
sonra meydana gelen ge¢ bir olaydir. AIF c¢ekirdege transloke olmakta ve
DNA’nin 50-300 kb’lik parcalara boliinmesine ve periferal ¢ekirdek kromatininin
yogunlagmasina neden olmaktadir. Endoniikleaz G de ¢ekirdege ge¢mekte ve
cekirdek  kromatinini  keserek  oligoniikleozomal DNA  fragmentlerini
olusturmaktadir. AIF ve endoniikleaz G proteinlerinin  her ikisinin de
fonksiyonlar1 kaspaz-bagimsiz bigimdedir. CAD, kaspaz 3’iin kesilmesinden
sonra ¢ekirdege gegerek oligoniikleozomal DNA fragmentasyonunu ve daha ileri

bir kromatin yogunlagsmasini saglamaktadir (EImore 2007; Eroz ve ark. 2012).
1.3.3. Apoptozda meydana gelen morfolojik degisiklikler

Isik ve elektron mikroskopisi ile apoptoz esnasinda meydana gelen ¢esitli
morfolojik degisiklikler belirlenmistir. Apoptozun erken evresinde hiicreler

birlesme bolgelerinden ayrilir, sitoplazma yogunlasir, organeller daha siki

paketlenmistir ve hiicrede hacimce kiigiilme goriilmektedir (Sekil 1.8). Kromatin
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yogunlasmasi ise apoptozun en karakteristik dzelligidir (Elmore 2007; Oktem ve
ark. 2001).

- Biiziisme
k Kromatin yogunlagmasi

~" Hiicre zarinda
tomurcuklanma

Apoptotik cisim olusumu

Apoptotik cisimlerin lizisi \ @ B /
9 0%
°

Sekil 1.8. Apoptozda meydana gelen morfolojik degisiklikler (Mastrangelo ve Betenbaugh 1998)

Apoptotik hiicrelerde ¢ift sarmal DNA’nin niikleozom birimlerine
kesilmesiyle agaroz jel elektroforezinde 180-200 baz ¢ifti biyiikligiindeki
parcalar ip merdiven (ladder) goriintiisii olusturmaktadir (Yildirim ve ark. 2007;
Ziegler ve Groscurth 2004). Apoptozun daha sonraki asamalarinda zarda
tomurcuklanma, stoplazmik organellerin  yapisal modifikasyonu ve zar
biitiinliigiiniin kaybi gibi degisiklikler goriilmektedir (Wong 2011). Hiicre, yogun
olarak hiicresel organeller ve niiklear fragmentler tarafindan stoplazma ile
cevrilmis kromatin pargalarindan olusan apoptotik cisimciklere par¢alanmaktadir.
Bu hiicreler makrofajlar, parankimal ve neoplastik hiicreler tarafindan fagosite
edilmektedir. Apoptotik hiicreler uzaklastirilirken inflamatuar bir reaksiyon
olusmamaktadir. Ciinkii apoptotik hiicrelerin bilesenleri ¢evre dokulara
dagilmamakta, ikincil nekrozu engellemek amaciyla ¢abuk fagosite edilmekte ve
fagosite edilen hiicreler anti-inflamatuar sitokinler olusturmamaktadirlar. Eger

apoptotik hiicre kalintilar1 fagosite edilmezse ikincil nekroz olarak isimlendirilen
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nekroza benzeyen bir yikima ugramaktadirlar (Oktem ve ark. 2001; Ziegler ve
Groscurth 2004; Wong 2011; Elmore 2007).

1.4. Kaspaz-2 Aracili Apoptoz Mekanizmasi

Kaspaz-2 ilk kesfedilen, evrimsel olarak korunmus fakat biyolojik
fonksiyonlar1 ve etkiledigi hedefler tam olarak bilinmeyen bir kaspazdir (Ho ve
ark. 2009; Oliver ve ark. 2012). Kaspaz-2 nin apoptozdaki roliiyle ilgili zengin
literatiire ragmen diger baslatici kaspazlarla karsilastirildiginda, bu proteinin
apoptotik siiregteki goreviyle ilgili tartismalarin olmasi apoptotik kaskaddaki
yerinin dogru bir sekilde anlasilmasini zorlagtirmaktadir. (Bouchier-Hayes ve ark.
2012; Vakifahmetoglu ve ark. 2006).

Kaspaz-2 baslatic1 kaspazlarla 6zellikle ced-3, kaspaz-1, 4, 5 ve 9 ile
sekans benzerligi gostermektedir. Oncii-kaspaz-2 diger baslatic1 kaspazlar gibi (51
kDa) uzun bir 6nciil-bolge igermektedir. Kaspaz-2 onciil-bdlge yapisi kaspaz-9’a
yakindir ve her ikisi de CARD bolgesi icermektedir. CARD, kaspaz 2
oligomeriasyonu/aktivasyonunda O6nemli rol oynamaktadir. Bununla birlikte
kaspaz-2’nin kesilme 6zgiinliigii uygulayici (efektor) kaspazlar ile daha benzerdir.
Bu yiizden kaspazlar arasinda kaspaz-2 hem upstream (uzun onciil-bolge) hem de
downstream (substrat 6zgilinliigii) 6zellikleri olan tek kaspazdir (Zhivotovsky ve
Orrenius 2005). Oncii-kaspaz-2 yapisal olarak cekirdekte bulunan tek kaspazdir.
Cekirdegin yaninda sitozolde, mitokondride ve golgi sisteminde de bulunmaktadir
(Vakifahmetoglu ve ark. 2006).

Oncii-kaspaz-9’un apoptozom kompleksi tarafindan aktive edildigi
bilinmektedir. Oncii-kaspaz-2’nin de aktivasyonu icin benzer bir olusum
gereklidir. Kaspaz-2 aktivasyonu ile PIDDozom adi verilen biiyiik bir protein
kompleksinin olusumu sonucunda gergeklesebilmektedir. Bu kompleks PIDD
(p53 indiikli 6liim bolgesi i¢eren protein), RAIDD ve kaspaz-2’den olusmaktadir
(Zhivotovsky 2005). PIDD, p53 uyariml 6liim bolgesi iceren proteindir, RAIDD
ve Oncii-kaspaz-2’ye baglanmaktadir. PIDD dozunda artis, Kkaspaz-2

aktivasyonunu arttirir, diisiik stres sartlarinda PIDD dozu azalis gostermektedir.
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PIDD seviyesinin azaltilmasi, p53 uyarimli apoptozun da azalmasina neden
olmaktadir (Baptiste-okoh 2008; Zhivotovsky 2005).

DNA hasarma ya da diger hiicresel stres sinyallere yanit olarak p53
proteini bir BH3 proteini olan PUMA, bax, ya da bak proteinlerinin aktivasyonu
yoluyla hiicre 6limiinii uyarmaktadir (Sekil 1.9). Bu proteinlerin aktivasyonu,
mitokondriyal dis zar permeabilizasyonu (MOMP) ile baslayan ve kaspaz
kaskadinin aktivasyonuna kadar meydana gelen olaylan tetiklemektedir.
Alternatif bir yolak olarak kaspaz-2, MOMP’tan 6nce aktive edilmektedir.
(Kumar 2009). Kaspaz-2 oligomerize olarak aktiflesmektedir.

ER stres

Ana Yolak
.( ( p53 )
PIDDozom / S
PUMA
‘ Kaspaz-2 aktivasyonu ’L
¢ Bax [/ Bak

Bid ’L

tBid

v

Kaspaz 9 aktivasyonu

v

Kaspaz 3 aktivasyonu

Apoptoz

Sekil 1.9. Kaspaz-2 aracili ve kaspaz-2 bagimsiz apoptotik yolaklar (Kumar 2009)

Kaspaz-2 uygulayici kaspazlari dogrudan aktive etmek yerine MOMP’u
(mitokondriyal dis zar parmeabilizasyonu) indiikleyerek dolayli olarak aktive
etmektedir. Kaspaz-2 proapoptotik Bcl-2 ailesi proteini olan Bid’in aktivasyonunu
indiiklemektedir. Bid ise sirasiyla mitokondriden sitokrom c¢ salinimini

indiiklemektedir ( Bouchier-Hayes 2010).
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Sitokrom c salinimi sitoplazmada apaf-1 aktivasyonu ve apoptozom aracili
kaspaz-9 aktivasyonuna neden olmaktadir. Aktif kaspaz-9 ise kaspaz-3’ii aktive
ederek kaspaz kaskadini devam ettirmektedir. Boylece kaspaz-2’nin upstream
mitokondriyal yolagi aktive ettigi goriilmektedir (Bouchier-Hayes 2010; Kumar
2009)

Kaspaz-2’nin ayni1 zamanda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)  ve
endoplazmik retikulum stresinin indiikledigi apoptoza da aracilik ettigi
bilinmektedir. Kaspaz-2’nin kayb1 ya da inhibe edilmesinin p53-aracili apoptozu
inhibe ettigi gosterilmektedir. Bununla birlikte kaspaz 2’nin yoklugunda bir¢ok
hiicre tipi p53-bagimli apoptoza da gidebilmektedir. Bu yiizden biiyiik ihtimalle
kaspaz-2 yolagi bazi hiicre tipleri i¢in gereksizdir ya da diger hiicre tiplerinde
yardimci, yedek bir p53-bagimli apoptoz olarak fonksiyon gostermektedir (Kumar
2009) .
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Kakao yagi, Otama; kayist yagi, Defne & Doga firmalarindan temin
edilmistir. Kaspaz-2 aktivasyon test kiti, Promokine; WST-1 hiicre ¢ogalma Kkiti,
Clontech; FITC isaretli ke¢i anti fare p53 antikoru ve p53 fare monoklonal
antikoru, Santa Cruz; RNase A, Invitrogen firmasindan elde edilmistir. Minimum
Essential Medium (MEM), Biochrom AG; IMDM (Iscove’s modified Dulbecco’s
Medium); MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5difenil tetrozolyum bromid), PI
(propidyum iyodid), sodyum sitrat, sodyum piirivat, sigir serum albiimin (BSA),
ethidyum bromid, akridin oranj, teknik DMSO (dimetil siilfoksit), PBS tablet,
Sigma Aldrich firmasindan temin edilmistir. Teknik DMSO, EDTA,
Paraformaldehit, Merck; Penisilin-streptomisin, Tripsin/EDTA ve FBS (Fetal
Bovin Serum), PAA Laboratories GmbH; absolute etanol, Reidel de Haen
firmasindan satin alinmistir. DAPI (4,6- diamino- 2- phenylindole) ve NaHCO3
(sodyum bikarbonat), Applichem; tripan mavisi soliisyonu, Thermo Scientific;

TritonX-100, BDH prolabo firmasindan saglanmistir.

2.2. Test maddelerinin hazirlanmasi

2.2.1. Yag dozlarimin hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilmis olan kakao ve kayist yaglart DMSO igerisinde
coziilerek 57.1 pl/ml diliisyonda ana stok hazirlanmistir. Ardindan, deneylerde
kullanilacak diliisyonlar, taze besiyeri ile seri diliisyonlar yapilarak hazirlanmigtir.
Malme-3M ve CRL-2120 hiicrelerine maruz birakilan kakao ve kayisi ugucu
yaglarinin  uygulanan diliisyonlar1  Cizelge 2.1’de  sunulmustur. Yag

dilisyonlarinda kullanilan DMSO orani % 0,1’in altindadir.
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Cizelge 2.1. Malme-3M ve CRL-2120 hiicrelerine maruz birakilan kakao ve kayisi ugucu

yaglarinin uygulanan diliisyonlart. DMSO oranm1 % 0,1’in altindadir.

Kayisi1 Yagi (ul/ml) Kakao Yagi (ul/ml)
Malme-3M | CRL-2120 | Malme-3M | CRL-2120
32 46 24.5 46
30.5 44.5 23 44.5
29 43 215 43
27.5 41.5 20 41.5
26 40 18 40
24,5 385 16.5 385
23 37 15 37
355 355

2.3. YONTEM
2.3.1. Hiicre kiiltiira

Insan melanom hiicreleri (Malme-3M); % 20 (v/v) FBS (fotal sigir
serumu), 4 mM L-glutamin, 4500 mg/L glukoz, 1500 mg/L NaHCOj3; 100
inite/ml penisilin streptomisin iceren modifiye edilmis; Iscove’s DMEM besiyeri
icerisinde, insan saglikli deri fibroblast hiicreleri (CRL-2120) ise % 10 FBS,
Earle's Balanced Salt Soliisyon, 2 mM L-glutamine, 1500 mg/L NaHCO3;, non-
esensiyal amino asit, 1 mM sodyum piriivat, 100 iinite/ml penisilin igeren
Minimum Essential Medium (MEM) besiyeri igerisinde 37 °C’de, %5CO; ve %95
hava bulunduran inkiibatorde kiiltiir edilmistir.

Hiicreler 25 cm? veya 75 cm?®lik flasklarda biiyiitiilmiis, % 70 yogunluga
ulastiktan sonra; CRL-2120 hiicresi % 1 ve Malme-3M hiicresi % 5°lik
tripsin/EDTA ile muamele edilerek pasajlanmistir. Hiicreler medyum iginde
stispanse edilmis, tripan mavisi ile 8 kuyulu tabakalar kullanilarak Cedex XS
hiicre sayim cihazinda sayilmis ve ml’deki hiicre sayisi, hiicre kiimelenmesi,

hiicre morfolojisi gibi biiylime verileri elde edilmistir.
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2.3.2. Sitotoksisite Deneyleri

2.3.21 MTT ve WST-1 reaktifleri ile mitokondriyal aktiviteye dayal

sitotoksik etki belirlenmesi

MTT yontemi, canli hiicrelerde suda c¢oziiniir tetrazolyum tuzlarinin
mitokondriyal dehidrogenez enzimi tarafindan suda ¢éziinmeyen koyu mavi/mor
renkli formazan kristallerine doniistiiriilmesi esasina dayanmaktadir. MTT
formazan miktar1 canli hiicre sayist ile dogru orantilidir ve kolorimetrik olarak
Ol¢iilmektedir (Stockert ve ark.2012; Vega-Avila ve Pugsley 2011). WST-1 (2-(4-
iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium)  testi ise
mitokondriyal siiksinat-tetrazolyum rediiktazin formazan kristalleri olusturmasi
esasina dayanmasiyla MTT’ye benzer prensip gostermektedir. Ancak WST-1
yonteminde  olusturulan  formazan  kristalleri suda  ¢oziinebilmektedir
(Ngamwongsatit ve ark. 2008). MTT testi Mosmann’in yOntemine gore
(Mosmann 1983), WST-1 testi de kitin temin edildigi firmanin (Clontech)
onerdigi yonteme gore uygulanmistir.

Her iki test icin, Malme-3M ve CRL-2120 hiicreleri 7,5x10° hiicre/kuyu
olacak sekilde 96 kuyulu plakalara ekilmis ve 24 saat kiiltiir kosullarinda inkiibe
edilmiglerdir. Ardindan, hiicrelerin besi yeri Cizelge 2.1’de belirtilen
diliisyonlarda kakao ve kayisi yaglarimi igeren 100 upl taze besi yeriyle
degistirilmis ve yeniden 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona devam edilmistir. MTT
testi icin; inkiibasyon siireleri sonunda her bir kuyuya Smg/ml MTT final
dilisyonu olacak sekilde 125 pl MTT soliisyonundan eklenmistir. 3 saat
inkiibasyon siiresinin ardindan soliisyon uzaklastirilmig, her bir kuyuya canli
hiicreler tarafindan olusturulan formazan tuzlarinin ¢6ziilmesi i¢in 100ul DMSO
eklenmis ve 15 dakika boyunca galkalayici tablada (GFL-3012) bekletilmistir.
Formazan kristallerinin olusturdugu renk siddeti 570 nm dalga boyunda, ELISA
(ELx808-1U) cihazinda oOlglilmistir. MTT deneyleri her bir diliisyon igin 4-8
kuyucuk olmak iizere en az 2 ayr1 deney seklinde gergeklestirilmistir. WST-1 testi
igin; 24, 48 ve 72 saatin sonunda, her kuyuya 10 ul WST-1 hiicre ¢ogalma reaktifi

eklenerek 4 saat daha karanlikta inkiibasyona birakilan hiicre plakalar1 ¢alkalayici
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tablada (GFL-3012) 1dk calkalandiktan sonra, olusan formazan kristalleri 490 nm
dalga boyunda ELISA (ELx808-1U) cihazinda okunmustur.

2.3.2.2 Notral kirmuzis1 (NR) alim testi ile lizozomal aktivite belirlenmesi

Yontemin temeli, canli hiicrelerin 6lii hiicreler ile notral kirmizisi (3-
amino-m-dimethylamino-2-methyl-phenazine hydrochloride) boyasini hiicre igine
almalarindaki farkliliga dayanmaktadir. Boya hiicre zarin1 non-iyonik difiizyonla
gecmekte ve lizozomal matrikse baglanarak birikmektedir. Lizozomal zar
biitiinliigli hiicre canlilig1 ile dogru orant1 gdstermektedir. Dolayisiyla lizozomal
zarda meydana gelen degisiklikler boyanin baglanma ve birikiminde azalmalara
neden olmaktadir (Benassi ve ark. 2006; Dikmen ve ark. 2008; Pauloin ve ark.
2009; Rios ve ark. 2003; Weyermann ve ark. 2005).

Notral kirmizisi deneylerinde NICEATM (The National Toxicology
Program (NTP) Interagency Center for the Evaluation of Alternative
Toxicological Methods) tarafindan hazirlanan protokol uygulanmistir. Bu
yontemde, Malme-3M ve CRL-2120 hiicreleri 7,5%10° hiicre/kuyu olacak sekilde
96 kuyulu plakalara ekilmis ve 24 saat kiiltiir kosullarinda inkiibe edilmislerdir.
Ardindan, hiicrelerin besi yeri Cizelge 2.1°de belirtilen diliisyonlarda kakao ve
kayist yaglarini iceren 100 pl taze besi yeriyle degistirilmis ve yeniden 24, 48 ve
72 saat inkiibasyona devam edilmistir. Siirenin sonunda, kuyulardaki medyum
uzaklastirilmis, her bir kuyu DPBS-A ile yikanmis ve taze hazirlanmis % 1 nétral
kirmizis1 igeren karigimindan 250 pl eklenerek 3 saat slireyle hiicreler
inkiibasyona birakilmislardir. 3 saat sonunda, plaka DPBS-A ile tekrar yikanmis
ve her bir kuyuya canli hiicreler tarafindan olusturulan NR kristallerinin
¢oziilebilmesi i¢in 100 ul DESORB (% 1 glasial asetik asit, % 49 etanol)
eklenerek 15 dakika bekletilmistir. Kuyularda olusan renk siddeti, ELISA
cihazinda 540 nm dalga boyunda okutulmustur. NR deneyleri her bir diliisyon i¢in

4-8 kuyu olmak iizere en az 2 ayr1 deney seklinde gerceklestirilmistir.
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2.3.3. Apoptotik etkininin belirlenmesi

2.3.3.1 Akridin Oranj/Etidyum Bromid (AO/EB) ¢ift boyama

Apoptotik ve nekrotik hiicreler, akridin oranj ve etidyum bromid (AO/EB)
cift boyama yapilarak incelenmistir. Akridin oranj; plazma zarindan gecerek hem
canli hem de 6lii hiicreleri boyayan ve ¢ift zincir DNA ile etkilestiginde yesil
floresan yayan bir boyadir. Etidyum bromid ise canli ve erken apoptotik hiicreler
tarafindan hiicreye alinmayan, zar biitiinliigiinii kaybetmis hiicrelerin igine
girebilen ve ¢ift iplikli DNA’y1 kirimizi renkte boyayan bir boyadir (Ghelli ve ark.
2003; Raju ve ark. 2004; Attari ve ark. 2009).

AO/EB boyama igin Ariffin ve arkadaslarinin (2009) kullandig1 yontem
uyarlanarak uygulanmistir. Malme-3M hiicreleri 6 kuyulu kiiltiir plakasina 2,2
x10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmis, 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir.
24 saat sonra ¢oziicii kontrol i¢in 1 ul/ml DMSO, kakao yagmin 21.5, 20 ve 18
ul/ml diliisyonlari, kayist yaginin 26, 24.5 ve 23 pl/ml diliisyonlar1 ile muamele
edilmis ve 48 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda her bir
kuyu 1 ml besi yeri igerisinde toplanarak 150 xg’de 5 dakika santrifiij edilmis,
pellet tizerine 25 pl besi yeri ilave edilmistir. Boyama i¢in, 100 mg/ml akridin
oranj ve 100 mg/ml ethidyum bromid ile 1:1 oraninda karistirilarak ana stok
hazirlanmistir. Ana stok boya 1:9 oraninda besi yeri ile seyreltilerek bir ara stok
hazirlanmistir. Hazirlanan ara stok’dan siispanse hiicreler iizerine 1 pl ilave
edilerek preperat haline getirilmistir. Her bir preperat 10 dk boyunca floresan
mikroskopta (Olympos BX50), WB filtrede incelenerek fotograflanmistir. Cekilen
fotograflardan her bir diliisyon igin 500-1500 hiicre sayilarak apoptotik hiicre

orant belirlenmistir.
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2.3.3.2 Hiicre dongiisii analizi

Kakao ve kayisi yaglarinin Malme-3M hiicrelerinde G;, S ve G, hiicre
dongiisii evrelerinin dagilimina etkisini arastirmak amaciyla hiicrelerin DNA
icerigi akim sitometride analiz edilmistir. Calismada Kang ve arkadaslart (2009),
Li ve arkadaslar1 (2009) ile Yoshida ve arkadaslarmin (2007) yontemleri
gelistirilerek kullanilmistir. Malme-3M hiicreleri, 6 kuyulu kiiltiir plakasina
2.2x10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmis, 24 saat siireyle inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda hiicrelere serum igermeyen besi yeri ile 24 saat
boyunca muamele edilerek, biitiin hiicrelerin Go/G; evresinde esitlenmesi
amactyla senkronize edilmistir. 24 saat sonra, hiicrelere 1 pl/ml DMSO, kakao
yagmin 20 ve 18 pl/ml diliisyonlar, kayis1 yagmin 26 ve 24.5 pl/ml
dilisyonlariyla 24 ve 48 saat siirelerde muamele edilmistir. Ardindan, her bir
kuyudaki hiicre siispansiyonu 150 xg de 5dk santrifiij edilmis ve 125 pl 1X PBS
ile yikanmistir. Hiicre pelleti tizerine % 70 etanol soliisyonu eklenmis, 4°C’de 30
dk bekletilerek hiicrelerin tespit edilmesi saglanmigtir. 150 xg de 5dk tekrar
santrifiij edilerek etanol uzaklastirilmis ve pellet 1X PBS ile yitkanmis ve 20 pg
/ml RNAaz enzimi iceren 125 pl % 1.12 (w/v) sodyum sitrat soliisyonu ile 37 °
C’de 30 dk boyunca muamele edilmistir. Santrifiij edilen hiicreler 50 pg /ml
propidyum iyodid igeren 125 pl % 1.12 (w/v) sodyum sitrat soliisyonu ile 37 °
C’de 30 dk boyunca muamele edilmistir. Siire sonunda, 6rnekler akim sitometri
tiiplerine aktarilarak analize kadar buz igerisinde bekletilmistir. Analiz akim
sitometri cihazinda (BD FACSAria) en az 1x10* hiicre akist ile
gerceklestirilmistir. Analiz sonuncunda elde edilen DNA igerigi histogram grafigi
ModFit LT programinda degerlendirilerek ¢oziicii kontrol ve her bir ugucu yag

dilisyonu i¢in hiicre dongiisii evrelerinin dagilim ytlizdeleri hesaplanmistir.
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2.3.3.3 p53 proteininin immiinofloresan boyama yontemiyle tespiti

Kakao ve kayisi yaglarinin belirlenen dozlariyla muamele edilen Malme-
3M hiicrelerinde, hiicre i¢i p53 protein seviyesinin ve yerlesiminin tespiti i¢in
immunofloresan boyama, hiicre c¢ekirdeklerinin belirlenmesi igin ise DAPI
boyama yapilmistir. Calismada, Yih ve Lee (2000) ile Ferbeyre ve arkadaglarinin
(2002) yontemleri gelistirilerek uygulanmuistir. Hiicreler 2,3x10%/cm? olacak
sekilde lamellere ekilmis, 24 saat inkiibasyonun sonunda, 21.5, 20 ve 18 ul/ml
kakao ve 26, 24.5 ve 23 pl/ml kayisi yagilari ve ¢oziicii kontrolii olarak da % 0,1
DMSO igeren taze besi yeri verilerek 12 ve 24 saat daha kiiltiir ortaminda
biiyiitiilmiislerdir. Ugucu yaglar ile maruziyet sonrasinda besi yeri uzaklastirilmas,
lameller 1X PBS ile 2 kez 1dk yikanmistir. % 4 paraformaldehit ile oda
sicakliginda 45 dk tespit edildikten sonra, tespit soliisyonu 3 kez 1X PBS ile
calkalamali ortamda yikanarak uzaklastirilmistir. Ardindan, 6zgil olmayan
antikor baglanmasii engellemek amaciyla, % 1 BSA (Sigir Serum Albumin) ile
37°C’de 30 dk boyunca zemin bloklanmistir. 1X PBS ile 5 dk’lik 3 yikama
isleminin ardindan, 1:100 oraninda % 1 BSA ile seyreltilmis p53 insan
monoklonal antikoru (Primer antikor; Santa Cruz) ile 37°C’de 1 saat inkiibe
edilmistir. % 1 Triton X-100/1X PBS soliisyonu ile 5 dk’lik 3 yikama yapilarak
fazla antikor uzaklastirllmis ve 1:200 oraninda % 1 BSA ile seyreltilmis FITC
isaretli keci anti human antikoru (ikincil antikor; Santa Cruz) 37°Cde karanlik
ortamda 1 saat uygulanmistir. Daha sonraki islemler karanlik ortamda
gerceklestirilmistir. Ikinci antikoru uzaklastirmak igin de % 1Triton X-100/1X
PBS ile 5 dk’lik 3 yikama yapilmustir. Gliserol, 1X PBS ve DAPI ile hazirlanmig
kaplama soliisyonu her bir lamel i¢in 20 pl olmak iizere lama damlatilmis, {izerine
lameller kapatilarak tirnak cilasi ile sabitlenmis ve preperat haline getirilmistir.
Her bir preperatta ayn1 alan Olympos BX50 mikroskopta, DAPI boyas1 i¢cin NU
filtre, FITC isaretli antikor icin WB filtre kullanilarak, 400X biiyiitmede

fotograflanmistir.
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2.3.2.4 Kaspaz-2 aktivasyonunun belirlenmesi

Mame-3M hiicrelerinde kaspaz-2 enzim seviyesi Promokine Green
Kaspaz-2 boyama kiti kullanilarak belirlenmistir. Bir kaspaz-2 inhibitorii olan
FITC isaretli VDVAD-FMK, hiicre igerisinde kaspaz-2’ye baglanmakta ve aktif
halde bulunan enzim seviyesinin akim sitometride belirlenmesini saglamaktadir.

Calisma, tretici firmanin Onerdigi protokole gore yiiriitilmiistiir. Bu
amagla; Malme-3M hiicreleri 12°1i plakalara 8x10* hiicre/kuyu olacak sekilde
ekilmis, 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda 1 pl/ml DMSO; 21.5 ve
20 pl/ml kakao yagi, 26, 24.5 ve 23 pl/ml kayist yaglar ile 12, 24 ve 48 saat
muamele edilmistir. Inkiibasyon sonrasi her bir érnek ayr1 bir tiipte toplanmis ve
150 xg’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Pellet halindeki hiicrelere 300 pl besi yeri
ilave edilmistir. Her bir tiipe 1 pl FITC isaretli kaspaz-2 inhibitdrii olan VDV AD-
FMK ilave edilmis; 37°C’de , % 5 CO; igeren karanlik ortamda 1 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis,
pellet iizerine 500 pl yikama soliisyonu ilave edilerek yeniden yikanmuistir.
Omnekler akim sitometride analize kadar 300 pl yikama soliisyonu igerisinde ve
buz tizerinde bekletilmistir. Analiz akim sitometri cihazinda (BD FACSAria) en

az 1x10” hiicre akis1 FITC lazer ayarlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir.

2.3.4. Saghklh deri hiicrelerinde (CRL-2120) UV-B’nin sitotoksik etkisinin

belirlenmesi

2.3.4.1 UV-B siginda IC50 degerinin belirlenmesi

Bu ¢aligmada; CRL-2120 hiicrelerinin UV-B 1sinlarina kars1 duyarliliginin
tespit edilmesi ve ugucu yaglar ile kombine uygulanacak UV-B i¢in ICsg degerinin
belirlenmesi amaglanmaktadir. CRL-2120 hiicreleri, hiicre kiiltiirline uygun her
bir petriye 2x10° hiicre ekilmistir. Petrilerden bir tanesi UV-B 1sinlarina maruz
birakilmayacak kontrol grubunu olusturmustur. 24 saat sonra petriler UV-B

1sinlarina maruz birakilmastir.
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Petrilere UV-B uygulamasi icin; UVP marka chromato-vue C-65 model

kabin igerisine yerlestirilmis UVP marka EL-serisi, li¢ farkli dalga boyu
secenegine sahip (254, 302, 365 nm) 8 watt giiciinde lamba kullanilmistir. Ji ve
arkadaglarinin insan keratinosit ve saglilikli deri fibroblast hiicreleri ile yaptig1 bir
alismada 15 ve 20 mjlcm® dozlarmin canliligi inhibe edici etki gosterdigi
belirlenmistir (Ji ve ark. 2012). Calismamizda ise 6n arastirma olarak CRL-2120
hiicrelerine 15 ve 30 mj/cm?® UV-B dozlari uygulanmis ancak canliligi inhibe edici
etki gozlenmemistir. Daha sonraki c¢alismalarda genis araliklarla 900 mj/cm2
dozuna kadar UV-B uygulanmis, son olarak 550 mj/cm? 600 mj/cm2, 650
mj/cm2, 700 mj/cm? 750 mj/cm? ve 800 mj/cm® UV-B doz araligi denenmek
tizere secilmistir. Petrilere UV-B uygulamasindan 1 saat once cihazin lambasi
calistirilarak 1sinmasi saglanmistir. Siire sonunda cihazin sagladigit UV-B 1s1n

yogunlugu UVP marka sensor ile 1.75 mW/cm? olarak Sl¢iilmiistiir.

UV-B enerji yogunlugu birimi ya da UV-B dozlari (md/cm?), enerji

siddetinin (mW/cmz) uygulama siiresi (sn) ile ¢arpilmasiyla hesaplanmaktadir.

UVB dozu [mJ/cm?] = UVB 1sin yogunlugu [mW/cm?] x Temas siiresi [saniye]

Yukarida belirtilen formiil ile hiicrelerin belirlenen UV-B dozlarina maruz
kalmasi gereken siire hesaplanmistir. Bu durumda her bir UV-B dozu igin petriler
550 mj/cm?-314 saniye, 600 mj/cm®-343 saniye, 650 mj/cm?-372 saniye, 700
mj/cm?-401 saniye, 750 mj/cm?-420 saniye ve 800 mj/cm?571 saniye UV-B
1sinlarina maruz birakilmistir. UV-B maruziyeti esnasinda hiicreler 1X PBS
igerisinde bulunmakta, UV-B 1sinlarina maruz birakilmayan kontrol petrisi ise
UV-B 1sinlarina en uzun siire maruz kalan hiicreler ile esit siirede, steril kabinde
1X PBS igerisinde bekletilmistir. UV-B maruziyeti sonrasinda her bir petriden 1X
PBS uzaklastirilip taze besi yeri ilave edilerek hiicreler inkiibasyona birakilmistir.
24 saat inkiibasyonun ardindan, her bir UV-B dozu ve kontrol grubundaki
hiicreler, besi yeri icerisinde siispanse edilerek Cedex XS hiicre sayim cihazinda

tripan mavisi ile 8 kuyulu slaytlar kullanilarak sayilmistir. Sayim sonucunda,
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CRL-2120 hiicrelerinin maruz kaldig1 her bir UV-B dozu i¢in hiicre sayisi/ml ve

hiicre canlilig1 yiizde degerler olarak belirlenmistir.

2.3.4.2 Kayis1 ve kakao yaglarimin saghkh deri hiicrelerinin UV-B hassasiyeti

uizerine etkilerinin belirlenmesi

CRL-2120 hiicrelerinde kakao ve kayisi yaglarmin UV-B isinlan ile
kombine etkisinin belirlenmesi amaciyla; uygulanacak UV-B dozlari, UV-B
sitotoksik etki testinin sonucuna dayali olarak, 550 mJ/cmz, 650 mJ/cm? ve 750
mJ/cm? olarak belirlenmistir. UV-B dozlariyla birlikte kombine olarak uygulanan
ucucu yaglarin diliisyonlart ise kayisi icin 35.5, 37 ve 38.5 ul/ml, kakao yag1 i¢in
34, 35.5 ve 37 pl/ml olarak segilmistir. CRL-2120 hiicreleri 96 kuyulu 8 adet
hiicre kiiltiirii plakasina kuyu basina 7,5x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir. Her
bir plaka; ucucu yag eklenmemis negatif kontrol, ¢oziicii kontrol (DMSO) ve
ucucu yagin ¢ diliisyonunun test edildigi deney gruplarini icermektedir. Plakalara

tasarlanan deney plan1 Cizelge.2.2’de belirtilmistir.

Cizelge 2.2. Kakao ve kayisi yaglarinin UV-B hassasiyeti iizerine etkilerinin belirlenmesi icin
tasarlanan deney plakalar1 (Knt:kontrol, 1 pul/ml DMSO diliisyonu, Kk: kakao yag,
Ky: kayisi yagini ifade etmektedir)

1. plk UVB (-) Knt(yag-) | Dmso | Kk (34 p/ml) | Kk(35,5 pl/ml) | Kk (37 pl/ml)
2. plk UVB (-) Knt (yag-) Dmso | Ky(35,5 w/ml) | Ky(37 ul/ml) Ky(38,5 pl/ml)
3. plk 550mJ/cm® | Knt (yag-) | Dmso | Kk(34 pl/ml) Kk(35,5 pl/ml) | Ky(37 pl/ml)
4, plk 550md/cm® | Knt (yag-) | Dmso | Ky(35,5 u/ml) | Ky (37 u/ml) | Ky(38,5 ul/ml)
5. plk 650mJ/cm® | Knt (yag-) | Dmso | Kk (34 pl/ml) | Kk(35,5 pl/ml) | Kk(37 pl/ml)
6. plk 650mJ/cm? | Knt(yag-) | Dmso | Ky(35,5 u/ml) | Ky(37 pl/ml) Ky(38,5 pl/ml)
7. plk 750mJ/cm® | Knt (yag-) | Dmso | Kk (34 pl/ml) | Kk(35,5 pl/ml) | Kk(37 pl/ml)
8. plk 750mJ/cm? | Knt (yag-) | Dmso | Ky(35,5 u/ml) | Ky(37 pl/ml) Ky(38,5 pl/ml)

Hiicrelerin plakaya ekiminden 24 saat sonra, her bir kuyudaki besi yeri, 34,
35.5 ve 37 pl/ml kakao yagi ile 35.5, 37 ve 38,5 ul/ml kayis1 yagi igeren taze besi
yerleriyle degistirilmistir. Coziicli kontroliiniiniin test edildigi kuyulara ise 1 pl/ml
DMSO igeren besi yeri ilave edilmistir. ikinci bir 24 saat inkiibasyonun sonunda,

plakalar 1X PBS ile yikanmis ve her bir kuyuya 100 pl 1X PBS eklenmistir.
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Plakalara UV-B uygulamasi icin; UV-B dozlari, 550 mj/cmz, 650

mj/cm? ve 750 mjlcm® olarak belirlenmistir. Cihazin lambasimin 1sinmasi
saglandiktan sonra, 302 nm’de cihazin sagladigi UV-B 1s1n yogunlugu sensor ile
2.03 mW/cm? olarak 6lgiilmiistiir. Enerji formiilii ile istenilen UV-B dozlarinda
hiicrelerin maruz kalmasi gereken siire hesaplanmistir. Bu durumda, her bir UV-B
diliilsyonu igin bagimsiz bir plaka olacak sekilde, hiicreler 550 mj/cm?-242 saniye,
650 mj/cm>-286 saniye ve 750 mj/cm?®-330 saniye UV-B’ye maruz birakilmustr.
Son plakaya ise UV-B uygulanmamistir. Diger plakalara UV-B uygulamasi
yapildigi sirada (48. saatte), bu plakadaki hiicreler 1X PBS icerinde bekletilmis ve
digerleri gibi belirtilen oranlarda ugucu yaglart ve DMSO igeren besi yeri
eklenerek 24 saatlik inkiibasyona maruz birakilmistir. Ardindan, her bir kuyuya
10 pul WST-1 eklenerek 4 saat daha inkiibasyonun ardindan plaka calkalayici tabla
da 1 dk bekletilmistir. Olusan renk siddeti 490 nm dalga boyunda, ELISA plaka

okuyucu cihazda olgiilmiistiir.
2.3.5. Istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz icin SPSS 18 for Windows (Statistical Programme for
Social Sciences) paket programi kullanilmistir. Sonuglar ortalama + standart
sapma olarak sunulmustur. MTT, WST-1 ve NR alinimi, AO/EB boyama ve
tripan mavisi boyama yoOntemlerinde elde edilen degerler; general linear
model/Univariate (ANOVA) analizi ile degerlendirilmis ve coklu karsilagtirma
icin Bonferroni, Scheffe, Tukey ve Tamhane’s T2 izleme (post-hoc) testleri
uygulanmistir. Veri analizlerinde varyans estesligi sarti Levene testi ile dl¢iilmiis,
bulunan anlamlilik degeri (p)>0.001 ise Scheffe, p<0,001 ise Tamhane’s T2
testleri yorumlanmistir. Tiim istatistiksel analizlerde p<0.001 istatistiksel olarak

anlamli olarak kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Kakao Yagimin Hiicre Canlihgi Uzerine Etkisi

3.1.1. CRL-2120 hiicreleri

Kakao yagmimn CRL-2120 (saglikli deri fibroblast) hiicrelerin canliligi
tizerine etkisi; WST-1, MTT ve NR alinim1 yontemleri uygulanarak belirlenmistir.
Materyal ve yontemde belirtildigi gibi, kakao yaginin cesitli diliisyonlariyla
muamele edilen CRL-2120 hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat sonra tespit edilen

canlilik oranlar Sekil 3.1A, B ve C’de verilmistir.

Kakao yagimin WST-1 yontemi ile CRL-2120 hiicrelerinde tespit edilen
sitotoksik etkisi incelendiginde; 24 saat inkiibasyon sonunda, 38.5 pl/ml
dilisyonunun ¢oziicii kontrol (1 pl/ml DMSO)’e yakin canlilik gosterdigi,
uygulanan diger diliisyonlarinda ise canliligin % 50-65 arasinda oldugu

belirlenmis ve sonuglar Sekil 3.1A’da sunulmustur. WST-1 yonteminde, CRL-

2120 hiicrelerinde kakao yaginin 24 saatte en diigiik diliisyonu 38.5 pl/ml’de
canlilik % 90’ lizerinde gozlenirken, en yiiksek diliisyon 46 pl/ml’de hiicre
canliligt % 55 olarak tespit edilmistir. CRL-2120 hiicrelerinde WST-1 boyama
sonucunda kakao yaginin 48 saatin sonunda, ICsg degeri yaklasik olarak 38.5-40
ul/ml) arasinda belirlenmis, daha yiiksek diliisyonlarda ise hiicre canliliginin
yaklagik % 30-35 oraninda oldugu gozlenmistir. 72 saat inkiibasyon sonunda ise
ICs0 degeri tespit edilememis, uygulanan biitiin diliisyonlarda canlilik % 40’1n
altinda tespit edilmistir.

MTT vyontemi ile elde edilen sitotoksik etkileri incelendiginde; 24 saat

sonunda 35.5-43 pl/ml arasindaki diliisyonlarda, % 75 ile 90 arasinda hiicre
canliligr gézlenmektir (Sekil 3.1B). 48 ve 72 saat inkiibasyonda MTT yontemine
gore ICsp degeri yaklasik olarak 40 pl/ml olarak belirlenmistir. NR alinimi

yonteminden elde edilen sonuglara bakildiginda; kakao yaginin ¢esitli diliisyonlari

uygulanan CRL-2120 hiicrelerinde 24 saatin sonunda, diliisyona bagli olarak
canlilik azalmaktadir (Sekil 3.1C). ICsg degeri 24 saatte yaklasik 44.5 pl/ml, 48
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saatte ise 40ul/ml olarak belirlenmistir. NR alinimi yonteminde 72 saatte %

50’den daha az hiicre canlilig1 gézlenmistir.
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Sekil 3.1. Kakao yaginin CRL-2120 hiicre canliligi iizerine etkisinin WST-1 (A), MTT (B) ve NR
aliimi (C) ile degerlendirilmesi. (*:DMSO kontrole gore anlamli fark, p<0,001)
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WST-1 ve MTT ve NR alinimi yontemlerinde, kakao yagi ya da DMSO
muamelesi yapilmayan kontrol grubu ise 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siirelerinde

DMSO kontrol grubuna (1 pl/ml) yakin canlilik degerleri gostermektedir.

3.1.2. Malme-3M hiicreleri

Kakao yaginin Malme-3M (insan deri kanseri) hiicrelerinde canlilik
tizerine etkisi WST-1, MTT ve NR yontemleriyle arastirilmistir. Coziicii kontrol
olarak DMSO (1 pl/ml) ve kakao yaginin belirli diliisyonlariyla 24, 48 ve 72 saat

muamele edilen hiicrelerde canlilik oranlar1 Sekil 3.2A, B ve C’de belirtilmistir.

WST-1 yontemine gore; Malme-3M hiicrelerinin - 16.5-21.5 pl/ml
arasindaki c¢esitli diliisyonlarda kakao yagiyla muamelesinden 24 saat sonra
canlilik oranlarinin % 75-85 arasinda oldugu gézlenmis ve sonuglar Sekil 3.2A’da
sunulmustur. 48 saat sonunda ise hiicre canliliginda diliisyona bagl bir azalma
gozlenmistir. 48 saat i¢in ICsg degeri 20 pl/ml iken, 72 saatte ICsg degeri yaklagik
16.5 pl/ml bulunmugtur. Kakao yaginin Malme-3M hiicrelerinin canliligi
tizerindeki etkileri MTT testi ile de incelemistir (Sekil 3.2B). 24 saatlik
inkiibasyonun sonunda, uygulanan biitiin diliisyonlarda hiicre canliligi % 55-80
olarak gozlenirken, 48 saat i¢in 18 pl/ml, 72 saat i¢in ise 15 pl/ml diliisyonlar1

ICsp degeri olarak belirlenmistir. NR alinimi yontemine gére; Malme-3M

hiicrelerinde belirlenen hiicre canliligi Sekil 3.2C°de gosterilmigtir. 24 saat
inkiibasyonda hiicre canliliginin % 60-75 arasinda oldugu gézlenmistir. 48 saat
inkiibasyonda DMSO kontrole kiyasla hiicre canliliginin en diisiik diliisyonda %
35, en yiiksek diliisyonda ise 75 oraninda azaldigi gozlenmis, 48 saat i¢in ICs
degeri 18 ul/ml olarak belirlenmigstir. 72 saat inkiibasyonda ise canlilik diliisyona
bagli olarak diisiis gostermistir. 72 saat inkiibasyonda ise 1Csp degeri 16.5 pl/ml
olarak bulunmustur. Malme-3M hiicrelerinde uygulanan WST-1, MTT ve NR
alimimi yontemlerinde kontrol grubu 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siirelerinde

DMSO kontrol grubuna yakin canlilik degerleri gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 3.2. Kakao yaginin Malme-3M hiicre canlilig1 iizerine etkisinin WST-1 (A), MTT (B) ve NR
aliimi (C) ile degerlendirilmesi (¥*:DMSO kontrole gore anlamli fark, p<0,001)
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3.2. Kayis1 Yagimin Hiicre Canhhig: Uzerine Etkisi

3.2.1. CRL-2120 hiicreleri

Kayist yagmin CRL-2120 hiicreleri canliligr iizerine etkisi WST-1, MTT
ve NR almimi yontemleri ile degerlendirilmistir. Kayis1 yagi diliisyonlar: ile
muamele edilen CRL-2120 hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siireleri

sonunda tespit edilen canlilik oranlar1 Sekil 3.3A, B ve C’de verilmistir.

Kayist yaginin CRL-2120 hiicreleri iizerinde WST-1 yontemi ile tespit
edilen canlilik oranlar1 incelendiginde; 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonda diliisyona
bagli olarak canliligin azaldigi gozlenmistir (Sekil 3.3A). 24 saatin sonunda, 38.5
ve 40 ul/ml kayis1 diliisyonlarinda hiicre canliliginin DMSO kontrol’e yakin
degerlerde oldugu, 41.5 ve 43 pl/ml diliisyonlarinda ise % 40’1in altinda oldugu
dikkati ¢ekmektedir. 48 saat sonundaki hiicre canliligi diliisyona bagli olarak
azalirken ICso degeri 40 pl/ml olarak belirlenmigtir. 72 saat inkiibasyonda ise
uygulanan tiim kayist yag1 konsantrasyolarinda hiicre canliliginin % 40°1n altinda

oldugu gorilmistir. MTT sonuclarina gore ise 24 saat inkiibasyonda hiicre

canliliginin 43 pl/ml diliisyonundan itibaren azaldigi tespit edilirken, ICsg
degerinin en yiiksek diliisyon olan 46 pl/ml oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.3B). 48
saatin sonunda 38.5, 40 ve 41.5 ul/ml kayis1 yag: dilisyonlarinda yaklagik % 50
canlilik degerleri gézlenmis, ICso degeri olarak 38.5 pl/ml tespit edilmistir. 72 saat
inkiibasyonda ise 38.5, 40 ve 41.5 ul/ml diliisyonlarinda, hiicre canliliginda 48
saate gore kiiciik bir artis gozlenirken, 43 pl/ml diliisyonundan itibaren canlilik %
40’1n altina diismektedir. Dolayisiyla, 72 saat igin ICso degerinin 41.5-43 pl/ml
arasinda oldugu goriilmektedir. Kayist yagi ile muamele edilen CRL-2120
hiicrelerinin NR alimi deney sonug¢larina gére 1Cso degerleri; 24 saat igin yaklasik

43 ul/ml (Sekil 3.3C), 48 saat i¢in 40 pl/ml ve 72 saat i¢in yaklasik olarak 35.5

ul/ml olarak bulunmustur.
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3.2.2. Malme-3M hiicreleri

Kayis1 yaginin Malme-3M hiicreleri canlilifi tizerine etkisi WST-1, MTT
ve NR alinimi yontemleri ile arastirilmistir. Kayist yaginin farkli diliisyonlarina
24, 48 ve 72 saat siirelerle maruz birakilan hiicrelerde tespit edilen canlilik

oranlar1 Sekil 3.4A, B ve C’de verilmistir.

WST-1 yontemine goére; Malme-3M hiicrelerinin 24 saat inkiibasyon
siiresinde kayis1 yagi diliisyonuna bagli olarak canliligin azaldigi, ancak en
yiiksek diliisyonda (32 pul/ml) canliligin yaklagik % 60 oldugu gézlenmistir (Sekil
3.4A). 48 saat inkiibasyonda ise 26 ve 27.5 ul/ml diliisyonlarinda canli hiicre
orani birbirine yakin ve % 50 olarak belirlendiginden, 48 saat i¢in ICso degeri 26
pl/ml kabul edilmistir. 72 saatin sonunda, hiicre canlilig1 diliisyona bagli olarak
azalig gosterirken, 26 ul/ml kayist yagi uygulanan hiicrelerin sayisinda 24 saate
gore bir miktar artig gézlenmistir. 72 saat i¢in ICsp degeri 27.5 pl/ml oldugu Sekil
3.4.A’da goriilmektedir.

Malme-3M hiicrelerinin kayis1 yaginin gesitli diliisyonlar1 ile 24, 48 ve 72

saat inkiibasyonu sonrasinda elde edilen MTT testi sonuglart incelendiginde; 24

saatin sonunda 26-32 pl/ml arasindaki biitiin diliisyonlarda canli hiicre sayisinda
doz artisina paralel bir azalma dikkati ¢ekmistir. Canlilik yaklasik % 70-75’den
%350’ lere gerilemistir. Kayis1 yagimin en yiiksek diliisyonu olan 32 ul/ml’de
canlilik 24 saatte yaklasik % 51 ile 54 arasinda belirlenmistir (Sekil 3.4B). 48
saatte ise 26, 27.5 ve 29 ul/ml kayis1 yagi diliisyonlarinda % 53-49 oranlarinda
canlilik gozlenmis, 27.5 pl/ml diliisyonu ICsy degerine daha yakin olarak
bulunmustur. 72 saat inkiibasyonda hiicre canlilig1 diliisyondaki azalmaya paralel
bir azalis gostermistir, uygulanan yag dillisyonlarinda % 50’nin altinda hiicre

canliligr goriilmiistir. NR alinimi yontemine gére; Malme-3M hiicrelerinde

belirlenen hiicre canliligi Sekil 3.4C’de gosterilmistir. Her {i¢ inkiibasyon
stiresinde de, hiicre canlilig1 doza bagli bir azalma gdstermistir. 24 saatin sonunda,
ICs0 degeri 26-24.5 pl/ml arasinda belirlenirken, 48 saat i¢in ICsg degeri 26 pl/ml,
72 saatte i¢in ise 23 ul/ml olarak tespit edilmistir.
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3.3. Malme-3M Hiicrelerinde Apoptotik Morfoloji

3.3.1. Kakao yag

Materyal ve yontemde belirtildigi gibi, Malme-3M hiicrelerine 1 pl/ml
DMSO (¢oziicii kontrol), kakao yagmin 21.5, 20 ve 18 pl/ml diliisyonlar ile 48
saat muamele edilen hiicreler once ters-faz mikroskopta incelenmis, AO/EB ¢ift

boyama yapilarak floresan mikroskopta fotograflanmistir (Sekil 3.5).

Ters faz mikroskop goriintiileri incelendigine; % 0,1DMSO uygulanan
hiicrelerin plaka yiizeyine yapisik sekilde fibroblastik karakterde morfolojiye
sahip olduklar1 gozlenirken (Sekil 3.5A), kakao yagi muamele edilen 6rneklerde
ise hiicre sayisinin diliisyona bagli olarak azaldigi ve hiicrelerin plaka/kuyu
yiizeyinden kalkarak yuvarlaklastiklari, morfolojik olarak deformasyona
ugradiklar1 gézlenmistir (Sekil 3.5.C, E, G).

Floresans mikroskop gériintiilerinde; % 0,1 DMSO uygulanan ve AO/EB

ile boyanan Malme-3M hiicrelerinin canli olduklari ve ¢ekirdek morfolojisinin de
normal oldugu gozlenmistir (Sekil 3.3B). Kakao yagi uygulanan hiicrelerin ise
yogunlagsmis ve fragmante ¢ekirdek morfolojisi, ¢cekirdek zarinda tomurcuklanma,
biiziisme gibi apoptotik 6zellikler gosterdikleri belirlenmistir (Sekil 3.5D, F, H).
AO/EB c¢ift boyama ile homojen kromotin dagilimi gosteren, normal
cekirdege sahip ve yesil renkte goriinen hiicreler canli (LN; live cells, normal
niiclei), yogunlasmis veya fragmante olmus kromatine sahip apoptotik ¢ekirdekli
parlak yesil renkli hiicreler ise erken apoptotik (LA; live cells, apoptotic nuclei)
olarak ifade edilmektedir. Olii (nekrotik) hiicreler (DN; dead cells, normal nuclei);
normal ¢ekirdege sahip, parlak turuncu ya da kirmuzi renkte; ge¢ apoptotik
hiicreler (DA; dead cells, apoptotic nuclei); olduk¢a yogunlagmis ve fragmante bir
kromotine sahip, ¢ekirdekleri parcalanis ya da ¢ekirdek zar1 diizensizlesmis olup
parlak kirmizi veya turuncu boyanmaktadir (Duke 2004). Her bir deney en az 2
kez tekrar edilmis ve toplamda 500-1500 arasinda hiicre sayilmis ve apoptotik

hiicre yiizdesi asagidaki formiille belirlenmistir.

I R . LA+DA
Apoptotik Hiicrelerin Yiizdesi = INTLATDNDA x100
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Ters-Faz Mikroskop AO/EB-Floresans Mikroskop

20,5 pl/ml

Sekil 3.5. Kakao yagi etkisiyle Malme-3M hiicrelerinin morfolojilerinde gozlenen apoptotik
degimler. LA: erken apoptotik hiicre, DA: ge¢ apoptotik hiicre, LN: normal hiicre,
biiyiitme: 400X
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Kakao yaginin Malme-3M hiicreleri iizerindeki 48 saat sonundaki apoptoz
yiizdesi, incelenen preparatlarda rastgele secilmis alanlarin incelenip saglikli ve
apoptotik toplam 500-1500 sayida hiicrenin sayilmasiyla belirlenmistir. Apoptotik
hiicre sayilariin ¢oziicii uygulanmis kontrol hiicrelerine oranlanmasiyla elde

edilen % apoptoz ve % nekroz oranlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Malme-3M hiicrelerinde kakao yaginin uyardig1 apoptoz orani ve yiizde dagilimi

Test Erken Geg - .
bilesenleri Canh apoptotik apoptotik Olii/Nekrotik
(LN %) (DN %)
(ul/ml) (LA %) (DA %)
18 72,59 21,53 4,53 1,35
20 79,43 12,95 6,68 0,94
215 72,98 22,25 4,09 0,68
DMSO(%0,1) 91,67 6,26 1,11 0,96

Elde edilen veriler sonucunda Malme-3M hiicrelerinde uygulanan kakao
yag1 diliisyonlarinin apoptotik hiicre indeksi ise grafige dontstiiriilmiis ve Sekil

3.6’da gosterilmistir.

Apoptotik hilcre (%)
8

7.37)

T T T
Dmso hontrol 18 uiml 20 uimi 21.5 ulimt

Kakao yag: konsantrasyonlan

Sekil 3.6. Malme-3M hiicrelerinde kakao yagi etkisiyle gézlenen apoptotik indeks (*; p<0,001)
Duke (2004) yontemine gore formiile edilen apoptotik indeks degerleri

incelendiginde, Malme-3M hiicrelerinde 1 pl/ml DMSO etkisiyle gozlenen
apoptotik hiicre oran1 % 7,37’dir. Kakao yag1 diliisyonlarinda DMSO kontrole
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kiyasla apoptotik hiicre oraninin yaklasik % 12-20 arasinda arttif1 gozlenmistir.
Kakao yaginin 18 pul/ml diliisyonunda apoptotik hiicre orant % 26,06; ICso degeri
olan 20 pl/ml diliisyonda ise % 19.63 olarak gozlenirken, 21.5 pl/ml diliisyonda

ise apoptotik hiicre oran1 % 26,34’diir.

3.3.2. Kayis1 yag1

Malme-3M hiicreleri 1 pl/ml DMSO ve kayist yagmin 26 pl/ml, 24.5
ul/ml ve 23 pl/ml diliisyonlari ile 48 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda hiicreler
once ters-faz mikroskopta incelenmis, AO/EB ¢ift boyama ve preperasyon
isleminin ardindan floresan mikroskopta fotograflanmistir (Sekil 3.7).

Ters-faz mikroskop goriintiileri incelendiginde; 1 ul/ml DMSO ile

muamele edilen hiicrelerin (¢6ziici kontrol) plaka yiizeyinde normal morfoloji
gosteren fibroblast goriinlimiine sahip canli hiicreler olduklar1 gézlenmistir (Sekil
3.7A). Kayist yaginin ¢esitli diliisyonlar1 uygulanan hiicrelerin ise diliisyona bagl
olarak plaka yiizeyi ile baglantilarinin zayifladigi, yuvarlak morfolojiye sahip
hiicrelerin sayisinin artti§i ve canli hiicre sayisinin azaldigir gozlenmistir (Sekil
3.7C, E, G).

Floresans mikroskop goriintiilerine bakildigindaysa; DMSO uygulanmis ve

AO/EB ile boyanmis hiicrelerin homojen kromatin dagilimi gosteren g¢ekirdek
yapisina sahip olduklar1 gézlenmistir. Kayis1 yagi ile muamele edilmis Malme-3M
hiicrelerinin ~ ¢ekirdeklerinde  yogunlasma,  fragmantasyon,  hiicrelerin
sitoplazmalarinda biiziilme gibi apoptoz ile karakterize olan Ozellikler
gbzlenmistir (Sekil 3.7D, F, H).

Malme-3M hiicrelerinde AO/EB ¢ift boyama deneyi en az 2 kez
tekrarlanarak, kayis1 yaginin her bir diliisyonu i¢in 500-1500 hiicre sayilmistir.
Elde edilen veriler sonucunda; canli, erken ve ge¢ apototik, nekrotik hiicre sayilari
ve ¢oziicii (% 0,1 DMSO) kontrole oranlanarak elde edilen apoptoz yiizde oranlari
Cizelge 3.2’de sunulmustur. Malme-3M hiicrelerinde kayis1 yagi etkisiyle
gbzlenen apoptotik etkiye gore, onceden verilen formiil ile hesaplanan apoptotik

indeks grafige doniistiiriilmiis ve Sekil 3.8’de verilmistir.
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Sekil 3.7. Kayis1 yagi etkisiyle Malme-3M hiicrelerinin morfolojilerinde gozlenen apoptotik
degisimler. LA: erken apoptotik hiicre, DA: ge¢ apoptotik hiicre, DN: 6li hiicre, LN:
normal hiicre, bitylitme: 400X
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Cizelge 3.2. Malme-3M hiicrelerine kayis1 yaginin uyardigi apoptoz orani ve yiizde dagilimi

Test Erken --
. . Canh - Geg apoptotik | Olii/Nekrotik
b‘:ﬁf{'}‘)‘g“ (LN %) a;’ff\tg};; (DA %) (DN %)
23 77,22 17,45 4,68 0,65
24.5 76,68 19,82 2,91 0,59
26 71,22 23,88 3,97 0,93
DMSO (%0,1) 91,67 6,27 1,12 0,96

Apoptotik hilcre (%)

Omso kontrol

23 il 24.5 Wil 26wl
Kayisi yagi konsantrasyonlan

Sekil 3.8. Malme-3M hiicrelerinde kayist yagi etkisiyle gézlenen apoptotik indeks (*; p<0,001)

Duke (2004) yontemine gore elde edilen apoptotik indeks incelendiginde,
DMSO uygulanmis Malme-3M hiicrelerinde apoptotik hiicre oran1 % 7,37°dir. 23
ul/ml kayist yaginin sebep oldugu apoptotik hiicre oran1 % 22.13 tespit edilmis,
24.5 pl/ml diliisyonda ise % 22,22 olarak hesaplanmistir. ICsg degeri olan 26 pl/ml
diliisyonunda apoptotik hiicre oran1 % 27,85°dir.

3.4. Malme-3M Hiicrelerinde Hiicre Dongiisii Analizi

3.4.1. Kakao yag:

Materyal ve yontemde anlatildigi sekilde, Malme-3M hiicreleri serum

aclhiginda 24 saat birakilarak Go/G; evresinde esitlendikten sonra; hiicrelere 1

ul/ml DMSO, kakao yag: i¢in ICsq (20 pl/ml) ve bir alt diliisyon (18 pl/ml) ile 24
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ve 48 saat uygulanmistir. Malme-3M hiicrelerinde kakao yagmin hiicre dongiisii
dagilimi tizerine etkisini belirlemek amaciyla akim sitometri (BD FACSAria)
cihazinda analiz gergeklestirilmistir. Elde edilen DNA icerik histograminda Gy,
G, ve S evresindeki hiicre degerleri yiizde olarak belirtilmistir. 1ul/ml DMSO
(¢oziicii kontrol) ile muamele edilen hiicrelerin akim sitometri sonuglart Sekil

3.9’da kayis1 yag diliisyonlar1 sonuglari ise Sekil 3.10 ve 3.11°de verilmistir.

A MALME-3M 24H DMSO KONTROL

120

%9

PE-AP| PE-A
0 60
2

0

0

100

120 150

B MALME-3M 48H DMSO KONTROL
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< 7| [ Aegregat:% 0.75

da bl

1H Gl: %6531
1M G2 %367
19 s: % 31.02

PE-A
30 60 S0 120

0
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e
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60
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Sekil 3.9. 1 ul/ml DMSO ile muamele edilen Malme-3M hiicrelerinde A) 24 saat B) 48 saat

stirelerinde akim sitometri ile belirlenen hiicre dongiisii dagilimi

G;_evresi: 1 pl/ml DMSO (¢oziicii kontrol) i¢in 24 ve 48 saat
inkiibasyonda elde edilen degerler karsilastirildiginda, 24 saatte G; evresinde % 8

oraninda artis olmustur. Coziicli kontrol ile karsilastirildiginda ise kakao yaginin
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24 ve 48 saat inkiibasyon siirelerinde G; evresinde bekleyen hiicrelerin oraninda
artisa neden oldugu gozlenmektedir. Bu artis, ¢oziicii kontrole gore; 18 ul/ml’de
24 saat icin % 14-15, 48 saat i¢in % 25-26 oraninda; 20 ul/ml’de ise 24 saat i¢in
% 12-13, 48 saat i¢in % 3-4 oraninda tespit edilmistir. S evresi: Kakao yagi
uygulanan Orneklerde, hiicre dongiisiiniin S evresindeki hiicrelerin orani,
¢oOziicliye oranla, 24 ve 48 saatte azalis gostermektedir. Bu azalis zamana ve
diliisyona bagli olarak farklilik gostermektedir. S evresindeki azalis miktari,
¢oziicli kontrole gore, 18 pl/ml kakao yaginda 24 saat i¢in % 12-13, 48 saat icin %
11-12 oraninda gozlenirken; 20 ul/ml’de ise 24 saat icin % 22-23, 48 saat i¢in %
27-28 oraninda tespit edilmistir.

A MALME-3M 24H KK 18 ul/ml

[IDebriz: %6148
1L Agreg=t: %0
{lG: %7141
Wc: xa04
18 s x2as5

120

€0

PE-API| PE-A
0 60
2

Numbar
0

0 30 60 90 120 150
Channels (PE-AP| PE-A)
B MALME-3M 48H KK 18ul/m!
[[) Debris: %46.95 &
[]Agreget: 31.96
MG %9042 )
2 % 114
8]
2 3
=1

S ——— -
20 40 60 80 100 120
Channels (PE-A)

Sekil 3.10. 18 pl/ml kakao yagi ile muamele edilen Malme-3M hiicrelerinde A) 24 saat B) 48 saat

stirelerinde akim sitometri ile belirlenen hiicre dongiisii dagilimi

63



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

A MALME-3M 24H KK 20 ul/ml

] Debris: % 68.92 §
LI Agregat: %0.12
1M G1: % 69.28 <g
1M G2 % 5.42 &
8 JHs: %25.3 g2 Jri
" <
w
J 0o
8] o
@ = 0 30 60 90 120
£ PE-WP| PE-W
s
=
2
2
2]
2
m A
Wi oW
o “NANNRNNRRNNS= -
0 30 60 a0 120 150
Channels (PE-AP| PE-A)
B MALME-3M 48H KK 20ul/ml
[] Debris: % 71.69 @
[] Agregat: % 2.48
M Gt % 96.22 2
M G2 % 0.35 <
g4 Hs: % 3.43 wg R
8

270
0

90 120
E-W

Nurnber

180

a0

0 60 80 100 120
Channels (PE-A)

Sekil 3.11. 20 pl/ml kakao yagi ile muamele edilen Malme-3M hiicrelerinde A) 24 saat B) 48 saat

stirelerinde akim sitometri ile belirlenen hiicre dongiisii dagilim

G, evresi: Kakao yaginin 24 saatte, ¢oziicli kontrole gore, G, evresindeki
hiicrelerin sayisinda zayif bir azalisa neden oldugu tespit edilmistir. Bu azalig
orani 18 pl/ml kakao’da % 1-2 oranindayken 20 pl/ml’de % O0-1 olarak
gozlenmistir. 48 saat inkiibasyon siiresinde ise 18 pl/ml kakao’da G, evresindeki
hiicre sayisinda % 2-3’lik bir azalma gozlenirken, 20 pl/ml’de % 3-3,5 oraninda
bir azalma gozlenmistir. % 0,1 DMSO ile 18 pl/ml ve 20 pl/ml kakao yagi’nin
Malme-3M hiicre dongiisii dagilimi iizerine etkisi, ylizde degerleri olarak Cizelge
3.3°de belirtilmistir.
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Cizelge 3.3. DMSO (1 pl/ml), 18 ve 20 pl/ml kakao yagi uygulanmis Malme-3M hiicrelerinde 24

ve 48 saat sonundaki hiicre dongiisii analizi

24 saat 48 saat Debris (%0)
Test :’lilifﬁf“leri %Gl | %G2 | %S | %GL | %G2 | %S | 24saat | 48 saat
18 7141 | 404 | 2455 | 9042 | 114 | 844 | 6148 | 46.95
20 6908 | 542 | 253 | 9622 | 035 | 343 | 6892 | 7169
%0,1DMSO | 57.04 | 577 | 37.19 | 6531 | 3.67 | 31.02 | 59.25 | 4853
3.4.2. Kayisi yagi

DMSO ve 26 ve 24.5 pl/ml kayist yagiyla 24 ve 48 saat muamele edilmis
Malme-3M hiicreleriyle akim sitometri’de DNA analizi gerceklestirilmis ve

sonuclar DNA histograminda gosterilmistir (Sekil 3.12, 3.13).

A MALME-3M 24H KY 24,5 ul/ml

[] Agregat: %0
M G1 % 78.83
H G2: % 3.19
N s:

240
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B MALME-3M 48H KY 24.5 ul/ml

[ Debris: %6281
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270

180
L
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Sekil 3.12. 24.5 pl/ml kayis1 yag: ile muamele edilen Malme-3M hiicrelerinde A) 24 saat B) 48

saat siirelerinde akim sitometri ile belirlenen hiicre dongiisii dagilimi
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A MALME-3M 24H KY 26 ul/ml
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Sekil 3.13. 26 pl/ml kayis1 yagi ile muamele edilen Malme-3M hiicrelerinde A) 24 saat B) 48 saat

stirelerinde akim sitometri ile belirlenen hiicre dongiisii dagilimi

G;_evresi: Kayist yagmm her iki diliisyonda ¢oziicii kontrole gore Gi
evresinde tutuklanan hiicre sayisinda artisa neden oldugu gozlenirken, bu artis 24
ve saat i¢in 24.5 ul/ml’de % 15-16, 48 saat icgin ise % 23-24 olarak tespit
edilmistir. 26 pl/ml kayis1 uygulanan Orneklerin analizine bakildiginda, Gi
evresindeki tutuklanmadaki artisin 24 saat icin % 18-19 ve 48 saat igin % 30-31
oraninda oldugu gézlenmistir. S evresi: Kayisi yagi uygulanmis 6rneklerde, her
iki inkiibasyon siiresinde de S evresinde bulunan hiicrelerin orani, ¢oziicii kontrole
gore azalmistir. 24.5 pl/ml kayist yagir uygulanan oOrneklerde, S evresindeki

hiicrelerin sayisinda, 24 saat i¢in % 34 ve 48 saat icin % 24-25 oraninda azalma

66



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

oldugu dikkati ¢ekmektedir. 26 pl/ml kayisi yagi uygulanan Orneklerde ise S
evresindeki hiicre sayisinda, 24 saatte % 16-17, 48 saatte % 26-27 oraninda
azalma gozlenmistir. Kayis1 yagmin 24 saat inkiibasyonunun, G, evresinde
bulunan hiicre sayisinda kontrole gére bir azalisa neden oldugu tespit edilmistir.
Bu azalmanin orani, 24.5 pl/ml kayis1 yagi uygulanan oOrnekte % 2-3
oranindayken 26 pl/ml’de % 1-2 olarak gozlenmistir. 48 saatte ise 24.5 pl/ml
diliisyonda G evresinde bulunan hiicre sayisinda % 0-1 oraninda artis gézlenirken
26 pl/ml’de % 3-4 oraninda azalis gozlenmistir. 1 pl/ml DMSO (¢6ziicii kontrol)
ve kayisi yaginin 24.5 pl/ml ve 26 pl/ml dillisyonlart ile 24 ve 48 saat muamelesi

sonucunda tespit edilen hiicre dongiisii degerleri Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. DMSO (1 pl/ml), 24.5 pl/ml ve 26 pl/ml kayis1 yagi uygulanmig Malme-3M

hiicrelerinde 24 ve 48 saat sonundaki hiicre dongiisii analizi

24 saat 48 saat Debris (%0)
Test :’lill/fif“'eri %Gl | %G2 | %S | %GL | %G2 | %S | 24saat | 48 saat
245 78.83 | 3.19 | 17.98 | 89.12 | 3.95 | 6.93 | 57.87 | 62.81
26 7533 | 439 | 2028 | 9593 | 0 | 407 | 6588 | 48.75

% 0,1 DMSO 57.04 | 577 | 3719 | 6531 3.67 | 31.02 | 59.25 48.53

3.5. Malme-3M Hiicrelerinde Aktif Kaspaz-2 Enzim Seviyesinin Belirlenmesi

3.5.1. Kakao yag

Malme-3M hiicrelerinde kakao yaginin aktif kaspaz-2 enzim seviyesi
tizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla 1 pl/ml DMSO (¢6ziicii kontrol), kakao
yaginin ICsg degeri 20 ul/ml ve bir iist diliisyon 21.5 ul/ml ile 12, 24 ve 48 saat
stirelerince uygulanmistir. Hiicreler FITC isaretli kaspaz-2 inhibitorii (VDVAD-
FMK) ile inkiibe edilerek hiicre icerisinde aktif durumda olan kaspaz-2 enzimleri
ile baglanmasi amaglanmis, akim sitometride analiz edilerek, aktif kaspaz-2 enzim

seviyeleri belirlenmis ve sonuglar Sekil 3.14, 15’de sunulmustur.
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Sekil 3.14. 1 pl/ml DMSO uygulanan Malme-3M hiicrelerinde aktif kaspaz-2 enzim

seviyesindeki degisim.
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Sekil 3.15. 20 ve 21.5 pl/ml kakao yagi uygulanan Malme-3M hiicrelerinde aktif kaspaz-2 enzim

seviyesindeki degisim
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Cizelge 3.5. Malme-3M hiicrelerinde 12 ve 24 saat inkiibasyon siirelerinde 1 pl/ml DMSO; 20 ve

21.5 pl/ml kakao yag1 ile muamele sonrasinda kaspaz-2 enzim diizeyleri

12 SAAT 24 SAAT 48 SAAT
DMSO 20 215 | DMSO 20 215 DMSO 20 215
% 1pl/ml | pi/ml | p/ml | 1 pl/ml | pl/ml | pl/ml 1pl/ml | pl/ml | pl/ml
Q1 0.2 0.2 0.2 0.2 0.8 1.6 0.2 1.0 1.2
Q2 0.2 0.4 0.5 0.8 0.8 0.9 0.9 1.5 1.9
Q3 98 97.4 97 94.3 94.4 94.8 92.5 88 85.8
Q4 1.6 2.1 2.3 4.7 3.9 2.7 6.4 9.6 11.1

Aktif kaspaz-2 enzim seviyesinin belirlenmesi amaciyla, akim sitometri
cihazinda, 4 alanl kadrana sahip noktasal grafik {izerinde analiz yapilmistir. QI
ve Q2 alaninda sac¢ilim gosteren hiicreler bulundugundan, verilerin
degerlendirilmesi Q3 (inaktif kaspaz-2) ve Q4 (aktif kaspaz-2) alanlarinda
bulunan hiicre ylizdelerine goére yapilmistir. Bu dogrultuda, akim sitometri
analizinden elde edilen veriler incelendiginde; 12 saatlik 20 ve 21.5 pl/ml kakao
yag1 uygulanmis hiicrelerde aktif kaspaz-2 seviyelerinde ¢oziicii kontrole oranla
iki katindan daha az bir artis oldugu belirlenirken, 24 saatte kaspaz-2 seviyesinde
zayif bir azalma dikkati ¢ekmistir (Sekil 3.15.A ve B, Cizelge 3.5). 48 saatte; aktif
kaspaz-2 seviyesinde ¢Oziicli kontrole oranla 20 ul/ml kakao uygulanan ornekte
yaklasik % 3-4 oraninda, 21.5 ul/ml kakao uygulananda ise yaklasik % 4-5

oraninda zay1f bir artis oldugu gézlenmemistir.

3.5.2. Kayis1 yag

Malme-3M hiicrelerine kayis1 yaginin aktif kaspaz-2 enzim seviyesi
tizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla 1 pul/ml DMSO (¢oziicii kontrol), 26, 24.5
ve 23 pul/ml kayis1 yagi diliisyonlar1 12, 24 ve 48 saat uygulanmistir. Hiicre
icerisinde aktif kaspaz-2 enzim seviyelerinin tespit edilmesi i¢in akim sitometride

analiz edilmistir (Sekil 3.16, 17, 18).
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Sekil 3.16. 1 pl/ml DMSO uygulanan Malme-3M hiicrelerinde aktif kaspaz-2 enzim

seviyesindeki degisim
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Sekil 3.17. 23 ve 24.5 pl/ml kayis1 yagi uygulanan Malme-3M hiicrelerinde aktif kaspaz-2 enzim

seviyesindeki degisim
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Sekil 3.18. 26 upl/ml kayisi yagi uygulanan Malme-3M hiicrelerinde aktif kaspaz-2 enzim
seviyesindeki degisim

Cizelge 3.6 incelendiginde; 24 ve 48 saat 26, 24.5 ve 23 pl/ml kayis1 yagi
uygulanan hiicrelerde aktif kaspaz-2 seviyesinde kontrole oranla 6nemli bir
degisim gozlenmemistir. 12 saatte ise 24.5 pl/ml diliisyonunda % 3-4 oraninda, 26

ve 24.5 pl/ml’de ise yaklasik % 5-6 oraninda zayif bir artig gozlenmistir.

Cizelge 3.6. Malme-3M hiicrelerinde 12 ve 24 saat inkiibasyon siirelerinde 1 ul/ml DMSO; 23,

24.5 ve 26 pl/ml kayis1 yagi1 ile muamele sonrasinda kaspaz-2 enzim diizeyleri

12 SAAT 24 SAAT 48 SAAT

DMSO[ 23 [245] 26 |[DMSO[ 23 [ 245 26 |DMSO| 23 [ 245 26
% |1 pl/ml| p/ml | pV/ml | p/ml |1 pl/ml | pl/ml | pl/ml | pl/ml |1 pl/ml | pl/ml | pl/ml | pl/ml

Q1| 02 01 | 01 | 00 0.2 01 | 02 | 02 0.4 10 | 15 | 06

Q2| 02 05 | 03 | 02 0.8 04 | 05 | 02 0.6 02 | 05 | 05

Q3| 98 923 | 949 | 924 | 943 | 955 | 97 | 983 | 949 | 979 | 97.1 | 97.6

Q4| 16 72 | 47 | 73 4.7 41 | 23 1.3 4.0 0.9 1.0 1.3
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3.6. Malme-3M Hiicrelerinde p53 Proteininin Sentezi ve lokalizasyonu

3.6.1. Kakao yag

Immunofloresan isaretleme yontemi ile kakao yaginin Malme-3M
hiicrelerinde p53 protein miktar1 iizerine etkisi ve proteinin hiicre igindeki
konumu belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu amacla; lamel iizerinde biiyiitiilen Malme-
3M hiicrelerine 12 ve 24 saat DMSO ve 18, 20 ve 21.5 ul/ml kakao yagi
uygulanmistir. p5S3 monoklonal primer antikoru ve FITC isaretli ikincil antikorun
uygulamasinin ardindan ¢ekirdek boyanmasi i¢in DAPI floresan boya
uygulanmistir. Floresan mikroskopta FITC icin WB ve DAPI i¢in NU filtreleri ile
fotograflanmistir (Sekil 19, 20. 21, 22).

FITC (p53) DAPI

—~ o © O»

—~ o o O»

Sekil 3.19. 1 pl/ml DMSO uygulanan Malme-3M hiicrelerinde p53 proteinin hiicre i¢i yerlesimi n:
cekirdekte p: ¢ekirdek ¢evresinde s: sitoplazmada,, biiyiitme 400X

p53 antikorunun baglandigi hiicre i¢i p53 proteini sari-yesil 1simalar
halinde goriilmektedir. Hiicrenin DNA’sin1 boyayan DAPI boyas: ile boyanarak
hiicrenin ¢ekirdek-sitoplazma ayirimi gosterilmekte ve proteinin hiicre i¢indeki

konumu tespit edilmektedir. 12 ve 24 saat DMSO uygulanan Malme-3M
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hiicrelerinde, FITC isaretli p53 antikor sinyali, az sayida hiicrede, diisiik siddette

ve ¢ogunlukla sitoplazmada yerlesmis olarak gézlenmistir (Sekil 3.19.A ve C)
FITC (p53) DAPI

Sekil 3.20.
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18 ul/ml kakao yagi uygulanan Malme-3M hiicrelerinde p53 proteinin hiicre igi
yerlesimi, n: ¢ekirdekte p: ¢ekirdek ¢evresinde s: sitoplazmada, biiyiitme 400X

FITC (p53) DAPI

. 20 ul/ml kakao yag uygulanan Malme-3M hiicrelerinde p53 proteinin hiicre igi
yerlesimi, n: ¢ekirdekte p: ¢ekirdek ¢evresinde s: sitoplazmada, biiylitme 400X
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Sekil 3.22. 21.5 ul/ml kakao yagi uygulanan Malme-3M hiicrelerinde p53 proteinin hiicre i¢i
yerlesimi, n: ¢ekirdekte p: ¢ekirdek ¢evresinde s: sitoplazmada, bityilitme 400X

12 ve 24 saat stirelerince 18, 20 ve 21.5 pl/ml kakao yagi uygulanan
Malme-3M hiicrelerinde DMSO kontrole kiyasla ¢ekirdekte, ¢ekirdek gevresinde
(periniiklear) ve sitoplazmada yerlesmis olan p53 protein miktarinda belirgin
sekilde artis gozlenmistir (Sekil 3.20, 21, 22). Cekirdekte yerlesim gdsteren p53
protein sinyali, kakao yagmin dillisyonuna bagl olarak artig géstermistir. Ayrica;
12 saatteki gekirdek p53 protein sinyali (Sekil 3.20.A-B; 3.21.A-B; 3.22.A-B), 24
saate gore (Sekil 3.20.C-D; 3.21.C-D; 3.22.C-D) daha yiiksek seviyede tespit

edilmistir.
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Sekil 3.23. 12 ve 24 saat 1 pl/ml DMSO; 18, 20 ve 21.5 ul/ml kakao yagi uygulanan Malme-3M

hiicrelerinde p53 protein miktar1 (% oranlari)
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Cizelge 3.7. Malme-3M hiicrelerinde kakao yaginin p53 seviyesi iizerine etkisi

P53 Cekirdek (%) Periniiklear (%) Sitoplazma (%0)
pl/ml 12saat | 24saat | 12saat | 24saat | 12saat | 24 saat

DMSO (1) 4,18 3,62 1,07 1,14 1,32 1,34

18 6,00 3,97 1,08 1,52 0,63 0,93

20 6,03 4,95 0,48 0,11 0,1 4,67

21,5 8,53 4,64 0,86 0,48 0,36 1,34

DMSO kontrol verileriyle kiyaslandiginda, kakao uygulanmis Malme-3M
hiicrelerinin ¢ekirdeginde yogunlasmis p53 proteininin miktari, 24 saate oranla,
12 saatte doza bagh bir artis gosterdigi Sekil 3.23.A ve Cizelge 3.7°de
goriilmektedir. 18 pl/ml kakao yagi uygulanan hiicrelerde 12. saatte, periniiklear
alanda tespit edilen p53 protein seviyesinin 24 saate kiyasla daha yiiksek oranda
oldugu gozlenmistir (Sekil 3.23B). Sitoplazmada yerlesim gosteren p53 protein
seviyesinde ise 18 ile 21.5 ul/ml kakao yagi uygulanan hiicrelerde, kontrole yakin
degerlerde belirlenmis, 20 pl/ml kakao yag1 diliisyonunda ise belirgin seviyede bir

artis oldugu dikkat ¢cekmektedir (Sekil 3.23C).

3.6.2. Kayis1 yagi

Malme-3M hiicrelerinde kayist yaginin p53 protein miktart ve hiicre
icindeki konumu Immunofloresan isaretleme yontemi ile belirlenmeye
calisilmistir. Bu amagla; 12 ve 24 saat boyunca 23, 24.5 ve 26 pl/ml kayis1 yagi
uygulanmis Malme-3M hiicreleri p5S3 monoklonal antikoru ve FITC isaretli ikincil
antikoru ile isaretlenemistir. DAPI floresan boya ile ¢ekirdekleri de boyanan
hiicreler, floresan mikroskopta FITC icin WB ve DAPI i¢in NU filtreleri ile
fotograflama islemi gergeklestirilmistir (Sekil 24, 25, 26).
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Sekil 3.24. 23 pl/ml kayist yagi uygulanan Malme-3M hiicrelerinde p53 proteinin hiicre igi
yerlesimi, n: ¢ekirdekte p: ¢ekirdek ¢evresinde s: sitoplazmada, bityilitme 400X

FITC (p53) DAPI
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Sekil 3.25. 24.5 ul/ml kayist yagi uygulanan Malme-3M p53 proteinin hiicre i¢i yerlesimi, n:
cekirdekte p: ¢ekirdek gevresinde s: sitoplazmada, biiyiitme 400X
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FITC (p53) DAPI
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Sekil 3.26. 26 pl/ml kayis1 yagi uygulanan Malme-3M hiicrelerinde p53 proteinin hiicre i¢i
yerlesimi, n: ¢ekirdekte p: ¢ekirdek ¢evresinde s: sitoplazmada, biiyilitme 400X

12 ve 24 saat boyunca 24.5 pl/ml kayis1 yagi uygulanan hiicrelerdeki p53
proteinin ¢ekirdekte yerlesim gosterdigi (Sekil 3.25A, B, C, D) ve 23, 26 ul/ml
diliisyonlarina kiyasla (Sekil 3.24A, B, C, D, 26A, B, C, D) daha yiiksek seviyede
oldugu gozlenmistir. 12 saat 26 pl/ml kayis1 yagi uygulanan hiicreler
incelendiginde, p53 protein sinyalinin ¢6ziicli kontroliin yaklasik iki kati siddette

ve periniiklear alanda ve sitoplazmada yogunlastig1 dikkati cekmistir.

Cizelge 3.8. Malme-3M hiicrelerinde kayis1 yaginin p53 seviyesi lizerine etkisi

P53 Cekirdek (%) Periniiklear (%0) Sitoplazma (%)
pl/ml 12 saat 24 saat 12 saat 24 saat 12 saat 24 saat
DMSO (1) 4,18 3,62 1,07 1,14 1,32 1,34
23 4,97 3,83 0,48 1,14 1,59 2,28
24,5 8,40 8,07 1,65 0,99 5,43 1,65
26 5,25 6,47 1,28 1,49 5,25 6,47
80



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

A
L9 - e
FER
£7 e~
g |
= a L —
J A
g 4 1 - ® 12 saat
a3 R 24 saat
r saa
a1’
211
'5 0
Dmso 23 245 26
kontrol
Kayisi yagi konsantrasyonlan (ul/ml)
B
18 -
o | Vs —
$ 16 —
e :
g 14 m
£12 17 = —
e | -
a
- 0,8 1 ® 12 saat
[-% 4
= 06 |, — P = 24 saat
2 04 1
— e
-E 0,2
E 0
Dmso 23 245 26
kontrol
Kayisi yag1 konsantrasyonlari (ul/ml)
C
€5
‘&
g
£ 4
21
2
g3
L) W 12 saat
wn
2
e 2 e ) __- 24 saat
[}
8
[
£
w 0
Dmso kontrol 245 26
Kayisi yagi konsantrasyonlan (ul/ml)

Sekil 3.27. 12 ve 24 saat 1 ul/ml DMSO; 23, 24.5 ve 26 pl/ml kayis1 yagi uygulanan Malme-3M

hiicrelerinde p53 protein miktar1 (% oranlar)

Sekil 3.27A ve Cizelge 3.8 incelendiginde; hiicrelere hem 12 hem de 24
saat siireyle 24.5ul/ml kayist yagt uygulandiginda, ¢ekirdekte bulunan p53 protein
miktar1 yaklasik iki kati artarken, 23 pl/ml’de herhangi bir artis gdzlenmemistir.
12 saatte 23 ve 24.5 ul/ml kayisi verilen hiicrelerdeki p53 proteini kontrole yakin
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miktarda ve periniiklear alanda gozlenmistir, 26 pl/ml dilisyonunda ise
miktarinda belirgin bir artis tespit edilmistir (Sekil 3.27B). 24 saatte ise 23 pl/ml
kayist yag1 uygulanan hiicreler kontrole yakin miktarda ve periniiklear bolgede
p53 proteini igerirken, 24.5 ul/ml uygulananlarda ise zayif bir azalis oldugu
belirlenmistir. 26 pl/ml kayisi verilen hiicrede ise, yine periniiklear alandaki p53
miktarinda zayif bir artis gozlenmistir. 12 saat 24.5 pl/ml kayis1 uygulanmis
hiicrelerde sitoplazmadaki p53 proteininde bir artis gozlenirken diger
diliisyonlarin uygulandig1 hiicrelerde anlamli bir farklilik gozlenmemistir (Sekil

3.27C).
3.7. UV-B isinlarimin CRL-2120 Hiicreleri iizerine etkisi
3.7.1. UV-B 1isinlarinin CRL-2120 hiicrelerinin canlihgina etkisi

Saglikli deri hiicrelerinin (CRL-2120) UV-B isinlarina karst olan
duyarliliginin ve bu hiicrelerde kakao ve kayist yaglarinin UV-B 1sinlariyla
kombine etkilerinin tespit edilebilmesi amaciyla; materyal yontem’de agiklandigi
sekilde, CRL-2120 hiicreler petri yilizeylerinde biiyiitiilmiis ve farkli dozlarda UV-
B 1smlart uygulanmigtir. Kontrol grubu hiicrelere UV-B uygulamamigtir. UV-B
maruziyetinden 24 saat sonra, hiicreler tripan mavisi ile boyanarak Cedex X-
Smart hiicre sayim cihazinda sayilmig, UV-B doz artisina paralel hiicre sayisinin
azaldig1 goriilmiis ve UV-B dozlar igin ICsy degeri yaklasik 550 mj/cm? olarak
belirlenmistir (Sekil 3.28). Ugucu yaglar ile kombine olarak uygulanacak UV-B
dozlar olarak, 550 mj/cm?® nin yam sira, kontrole gére hiicre canliligi % 32 olan

650 mj/cm? ve % 27 olan 750 mj/cm? dozlar1 secilmistir.
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Hicre sayisi (x100000)

650 700
UV-B Konsantrasyonlan (mj/cm2)

Sekil 3.28. UV-B’nin CRL-2120 canlilig: iizerine etkisi (* p<0,001)

3.7.2. Ucucu yaglarin CRL-2120 hiicrelerinin UV-B duyarhihg iizerine
etkileri

3.7.2.1 Kakao yag

Kakao yag1 ve UV-B dozlarinin CRL-2120 hiicreleri iizerinde kombine
etkilerinin belirlenmesi amaciyla, materyal ve yontemde agiklandigi sekilde 96
kuyulu plakalarda biiyiitiilen hiicrelere DMSO ve cesitli diliisyonlarda kakao yag:
uygulandiktan 24 sonra, 550, 650 ve 750 mjlcm? dozlarda UV-B uygulamasi
yaptlmistir.  UV-B uygulamasinin  ardindan tekrar kakao yaginin aymi
diliisyonlarma maruz birakilan hiicreler, 24 saat sonra ters-faz mikroskopta
fotograflanmis ve WST-1 reaktifi ile hiicre canlilig1 belirlenmistir. (Sekil 3.29, 30,
31, 32, 33).
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Sekil 3.29. UV-B™®f (A): 550 (B), 650 (C) ve 750 mj/cm? (D) UV-B uygulanmig CRL-2120

kontrol hiicrelerinin ters-faz mikroskop goriintiileri, biiyiitme 400X

Sekil 3.30. DMSO + UV-B™® (A): 550 (B), 650 (C) ve 750 mj/cm? (D) UV-B uygulanmis
CRL-2120 hiicrelerinin ters-faz mikroskop goriintiileri, bitylitme 400X

IVERSITESI

Negatif kontrol (UV-B™® grubu ile kiyaslandiginda, ters-faz mikroskop
gorlntiilerine gore; 550, 650 ve 750 mJ/em® UV-B dozlarina maruz kalan
hiicrelerin sayisinda UVB dozuna bagli bir azalma gozlenmistir (Sekil 3.29).
Diger yandan; hiicrelerde UV-B dozuna bagli hiicre biiziilmesi ya da sigmesi,

cekirdekte parcalanma, sitoplazmik ya da niiklear bogumlanma gibi herhangi bir
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morfolojik degisim gozlenmemistir. 1 pl/ml DMSO uygulanmis olan hiicrelerde
ise UV-B dozlar1 da uygulanmis hiicrelerin sayisinda UV-B™* hiicrelere gore
anlamli bir fark gézlenmemistir (Sekil 3.30). Coziicli uygulanan hiicrelerinin de
yine morfolojik acidan UV-B’ye maruz birakilmamis hiicrelerle benzer yapida

olduklar1 gézlenmistir.

Sekil 3.31. 34 ul/ml kakao yag1 + UV-B™® (A): 550 (B), 650 (C) ve 750 mj/cm? (D) UV-B
uygulanmis CRL-2120 hiicrelerinin ters-faz mikroskop goriintiileri, biiyiitme 400X

IVERSITESI

Sekil 3.32. 35.5 pl/ml kakao yagi + UV-B™® (A); 550 (B), 650 (C) ve 750 mj/cm? (D) UV-B
uygulanmis CRL-2120 hiicrelerinin ters-faz mikroskop goriintiileri, biiyiitme 400X
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Sekil 3.33. 37 pl/ml kakao yagi + UV-B™® (A): 550 (B), 650 (C) ve 750 mj/cm? (D) UV-B
uygulanmis CRL-2120 hiicrelerinin ters-faz mikroskop goriintiileri, biiyiitme 400X
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Sekil 3.34. UV-B ve kakao yag diliisyonlarinin CRL-2120 canlili1 {izerine kombine etkisinin

WST-1 yontemi ile degerlendirilmesi (* p<0,001)
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34, 355 ve 37 pul/ml kakao yagir uygulanan CRL-2120 hiicrelerinin
sayisinda UV-B™™ hiicrelere gore UV-B dozuna bagli belirgin bir azalma
gorilmektedir (Sekil 3.31, 32, 33). CRL-2120 hiicrelerinin kakao yag1 ve UV-B
dozlarina birlikte maruziyeti sonrasinda, hiicrelerin sitoplazmalarinda ¢ekilme ve
biiziilme gorilmistiir. Normal kosullarda ig seklinde fibroblast morfolojisi
gosteren CRL-2120 hiicrelerinin kombine etki ile birlikte yuvarlak ve yildiz
seklinde bir morfolojiye doniistiikleri gozlenmistir. CRL-2120 hiicrelerinde

uygulanan kakao yaginin her ii¢ diliisyonunun da hiicre morolojisinde

deformasyona sebep oldugu gozlenmistir. Ugucu yag ve DMSO uygulanmayan

“kontrol grubu” hiicrelerinde, UV-B maruziyetiyle, hiicre canliligt UV-B dozuna
bagl olarak ve kontrole gore yaklasik % 35-40 oraninda azalmistir (Sekil 3.34,
kontrol). 1 ul/ml DMSO uygulanan hiicrelerde, toplamda yaklagsik % 20-25’lik bir
azalma gozlenmistir. Ancak, gozlenen bu azalisin UV-B dozlarma parelel
olmadigi, 750 mJ/cm? UV-B uygulanan hiicrelerdeki canliligin 550 mJd/cm? deki
canliliga yakmn oranda oldugu fakat 650 mJ/cm®den yaklasik % 5 daha fazla
oldugu gorilmiistiir (Sekil 3.34, DMSO kontrol). Sadece DMSO uygulanan
hiicrelerin canlilik oraninin, hicbir uygulama yapilmamis negatif kontrol
hiicrelerinden de UV-B ile DMSO kombine uygulanmis hiicrelerden de daha
yiiksek oldugu dikkati ¢ekmistir ve bu sonug, DMSO uygulamasinin CRL-2120
hiicrelerinde UV-B 1sinlarina kars1 direnci arttirdigini diistindiirmiistiir.

Kakao yagi ve UV-B uygulanmamis negatif kontrol hiicreleri ile
kiyaslandiginda, 34, 35.5 ve 37 ul/ml kakao yag uygulanan hiicrelerde canlilik
yaklasik % 60-70 oraninda gozlenirken, hiicrelere 550, 650 ve 750 mJ/cm? UVB
uygulandiginda, canlilik degerlerinin, hem kakao yaginin hem de UV-B’nin
dozuna bagl olarak, yaklasik olarak % 5 ile 25 arasinda oldugu gézlenmektedir.
CRL-2120 hiicrelerinin UV-B 1smlarma olan direnci kakao yaginin kombine

uygulanmasiyla birlikte, UV-B dozlarina bagl olarak azalmistir. 34 pl/ml kakao

yagi uygulanan hiicrelerde canlilik yaklastk % 66 iken, UV-B ile birlikte
uygulandiginda, 550 mJ/cm®de % 25, 650 ve 750 mJ/cm? de %20 oraninda canl
hiicre tespit edilmistir. 35.5 pl/ml kakao yagi uygulanan hiicrelerde canlilik
yaklasik %70 iken, UV-B ile birlikte uygulandiginda, 550 mJ/cm?’de yaklasik %
21, 650 ve 750 mJ/cm?’de canlilik % 12 ile 14 tespit edilmistir. 37 pl/ml kakao
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yagi1 uygulanan hiicrelerde ise; 550, 650 ve 750 mJ/cm?de strastyla % 20, 10 ve 5
oranlarina yakin degerlerde canlilik gozlenmistir. Kakao yagi’min tek basina

canlilik oran1 yaklasik % 60-65 oralak gozlenmistir (Sekil 3.34).
3.7.2.2 Kayis1 yagi

Kayis1 yagi ve UV-B dozlart CRL-2120 hiicreleri iizerinde kombine
etkilerinin belirlenmesi amaciyla, 35.5, 37 ve 38.5 ul/ml kayis1 yag1 ve 550, 650
ve 750 mj/cm? UV-B dozlari tek basma ve kombine olarak uygulanmustir.
Inkiibasyon sonunda hiicreler ters-faz mikroskopta fotograflanmis ve WST-1
reaktifi ile hiicre canlilig1 belirlenmistir. (Sekil 3.35,36, 37).

Sekil 3.35. 35.5 pl/ml kayis1 yagi + UV-B™® (A): 550 (B), 650 (C) ve 750 mj/cm? (D) UV-B
uygulanmis CRL-2120 hiicrelerinin ters-faz mikroskop goriintiileri, biiylitme 400X
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Sekil 3.36. 37 pl/ml kayisi yag1 + UV-B™® (A): 550 (B), 650 (C) ve 750 mj/cm?* (D) UV-B
uygulanmis CRL-2120 hiicrelerinin ters-faz mikroskop goriintiileri, biiyiitme 400X

.

.

Sekil 3.37. 38.5 pl/ml kayisi yag1 + UV-B™® (A): 550 (B), 650 (C) ve 750 mj/cm? (D) UV-B

IVERSITESI

uygulanmis CRL-2120 hiicrelerinin ters-faz mikroskop goriintiileri, biiyiitme 400X

Ters faz mikroskobi fotograflari incelendiginde, kayis1 yaginin CRL-
2120 hiicrelerinin canliligini, kontrol hiicrelerine kiyasla ve UV-B dozlarina bagh
olarak azalttig1 gézlenmistir (Sekil 35, 36, 37). Kontrol grubundaki uzun ve mekik
seklinde, fibroblast morfolojisi gosteren hiicrelerle kiyaslandiginda, 6zellikle 750

mJ/cm? UV-B ve kayis1 yagi ile muamele edilen hiicrelerde yuvarlak morfoloji,
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biiziisme ve sitoplazmik bogumlanma gibi morfolojik degisimler gdézlenmistir

(Sekil 35-D, 36-D ve 37-D).
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Sekil 3.38. UV-B ve kayist yagi dilisyonlarinin CRL-2120 hiicre canlilifi iizerine kombine
etkisinin WST-1 yontemi ile degerlendirilmesi. (* p<0,001)

Kayis1 yagmin ve UV-B 1ginlarinin CRL-2120 hiicrelerinin ¢ogalmasi ya
da canlilig1 lizerine etkileri WST-1 testi ile arastirilmis ve sonuglar Sekil 3.38°de
verilmistir. UV-B uygulanmaksizin hiicreler sadece kayis1 yagimin 35.5, 37 ve
38.5 pl/ml diliisyonlarmma maruz kaldiklarinda, hiicre canliligi yaklasik % 70-90
arasinda olgiilmiistiir. Ancak 550 mJ/cm? UV-B uygulandiginda, 35.5 pl/ml kayisi
yag1 uygulanmis hiicrelerde canlilik yaklagik % 40-45’e diigsmiistiir. 37 pl/ml
kayisi yagi dilisyonunda ise UV-B dozuna bagli olarak hiicre canliliginda artig
gdzlenmis, 750 md/cm?de canlilik yaklasik % 60’a yiikselmistir. 38.5ul/ml kayisi
yag1 tek basina uygulandiginda canlilik % 80’e yaklasirken, UV-B ile kombine

uygulandiginda hiicre canlilig1 % 40-50 arasinda gozlenmistir.
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4. TARTISMA

Ucgucu yaglar antiseptik, antimikrobiyal, analjezik anti-inflamatuvar
Ozelliklere sahiptirler. Gidalarda koruyucu olarak, sakinlestirici, spazm giderici ve
lokal anestezik ilaglar olmak {izere bir¢ok alanda kullanilmaktadirlar. Ugucu
yaglarin kolay elde edilebilir olmalari, tatl aromaya sahip olmalari, diisiik ya da
Onemsiz derecede toksisiteye sahip olmalari bircok kronik hastaliklarin uzun
stireli tedavisinde kullanimini ¢ekici kilmaktadir. Bu nedenle ¢esitli ugucu yaglar
kaynakli dogal iiriinlerin taranmasi farkli kanserlerin tedavisinde yiliksek umut
vaat etmektedir ( Kumar ve ark. 2008; Sharma ve ark. 2010).

Calismamizda deri kanseri (Malme-3M; malignant melenoma) ve saglikli
deri fibroblast (CRL-2120) hiicrelerinde kakao ve kayisi yaglarinin sitotoksik
etkileri belirlenmis, melanom hiicrelerinde ugucu yaglarin apoptotik etkileri
arastirtlmis, saglikli hiicrelerde ise UV-B isinlarinin tek basina ve ugucu yaglar ile

kombine etkisi belirlenmistir.

4.1. Kakao Yaginin Sitotoksik ve Apoptotik Etkisi

Kakao yagi uygulanan malignant melanom (Malme-3M) ve saglikli deri
(CRL-2120) hiicrelerinde WST-1, MTT ve NR alimmi yontemlerine gore

belirlenen ICsq degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Kakao yaginin CRL-2120 ve Malme-3M hiicrelerindeki ICsy degerleri (nl/ml)

24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT
w/ml | WST-1 | MTT | NR | WST-1 | MTT | NR | WST-1 | MTT | NR
Mg:\r/?e‘ 5215 | >245 | 245 | 20 18 18 16.5 15 | 165
CRL-2120 | >46 | >43 | 445 | 38540 | 40 | 40 | <385 | 40 | <37

Deri kanseri hiicrelerine, saglikli fibroblastlara kiyasla daha diisiik
diliisyonlarda kakao yagi uygulanmistir. Cizelge 4.1°de de goriildiigii gibi kakao
yaginin Malme-3M hiicrelerinde, {li¢ farkli yontemle belirlenen ICsq degerlerinin
ve canlilik oranlarinin birbirine yakin olmakla beraber farklilik gosterdigi dikkati

cekmektedir. Bu farkliliklarin ii¢ yOntemin farkli mekanizmalara sahip
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olmasindan kaynaklandigi disiliniilmektedir. Notral kirmizist alimi yontemi,
hasara ugramamis-canli hiicrelerin lizozomlarinda nétral kirmizis1 boyasinin
birikimi prensibine dayanmaktadir (Fotakis ve Timbrell, 2006). MTT yo6nteminde
ise suda ¢ozlinmeyen sar1 tetrazolyum tuzlari metabolik olarak aktif halde bulunan
hiicrelerin mitokondrilerindeki siiksinat dehidrojenaz enzimi tarafindan suda
¢Oziinmeyen mavi/mor formazan kristallerine doniistiiriilmektedir. Toksik hasar
sonrasinda Olen hiicreler ise bu donilisiimii yapamamaktadir (Scherliess, 2011;
Benassi ve ark. 2006). WST-1 yontemi de MTT’de oldugu gibi canli hiicre sayisi
ile oranti gosteren formazan olusumuna dayanmaktadir. Ancak WST-1
yonteminde formazan suda ¢oziiniir yapida oldugundan, ¢oziicli ilavesine gerek
duyulmamaktadir (Schréterova ve ark. 2009). MTT yonteminde boya igin gerekli
olan inkiibasyon siiresi tamamlandiginda deney plakasindan besi yeri
uzaklagtirilarak  formazan kristallerinin = ¢oziinmesi ig¢in ¢Ozilicii ilavesi
yapildigindan bu esnada formazan kaybi olusabilecegi ihtimal dahilindedir.
WST-1 yonteminde ise plakadan besi yeri uzaklastirilmadigindan canli hiicre
kaybi ihtimali daha azdir.

Deri kanseri ve saglikli fibroblast hiicrelerinin ii¢ yontem ile elde edilen
canlilik oranlar karsilastirildiginda, deri kanseri hiicrelerinin kakao yagina daha
hassas olduklar1 belirlenmigtir. 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonda, kanserli
hiicrelerde belirlenen ICsy degerlerinin saglikli hiicrelerdekinin yaklagik yarisi
oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar, deri kanseri hiicrelerinin kakao yagina
hassasiyetlerinin saglikli fibroblastlardan ¢ok daha fazla oldugunu gostermistir.

Son yillarda yapilan g¢alismalarda, flavanoidler, flavon ve flavanollerin
hiicre dongiisii tutuklanmas1 ve apoptozu tetikleyerek kanser hiicrelerine 6zgii
sitotoksik etki gosterdigi ortaya konmustur (Zhang ve ark. 2008). Kakaoda
bulunan baslica flavanoidler katesin, epikatesin ve ilgili prosiyanidin
oligomerleridir (Steinberg ve ark. 2003). Kakao ekstraktlarindaki polifenoller ile
yapilan calismada bilesenlerin prostat kanser hiicrelerinde ¢ogalmayi engelleyici
etki gosterdigi sagliklt prostat hiicrelerinde ise etkili olmadigi belirtilmistir
(Jourdain ve ark. 2006). Katesin ve tiirevleri ile Tan ve arkadaslarinin yapmig
oldugu bir bagka calismada ise insan kolon kanseri hiicrelerinde epigallokatesin-3-

gallat ve epigallokatesinin doza bagli olarak hiicre g¢ogalmasini engelledigi
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belirtilmistir. Agaroz jel elektroforezinde gozlenen DNA kiriklan ile
epigallokatesin-3-gallat ve epikatesin-3-gallat ve epigallokatesinin apoptozu
uyardigi, ayn1 zamanda hiicre dongiistinii G, evresinde durdurdugu, epikatesinin
ise S evresinde tutuklanmaya neden oldugu bildirilmistir (Tan ve ark. 2000).
Avelar ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir baska ¢alismada ise pirosiyanidin
B2’nin doza ve zamana bagh olarak, karaciger kanseri hiicrelerinin canliliginda
azalmaya sebep oldugu gozlenmistir (Avelar ve ark. 2012). Kozmatik sektoriinde
genis Olgiide kullanima sahip olan lavanta yagmin insan deri hiicrelerinde
(endotelyal ve fibroblast) 6zellikle % 0.25 dozundan itibaren hiicre canliliginda
azalisa neden oldugu yine bir diger ¢alismada tespit edilmistir.

Literatiirde kakao yagi ekstraktlari ya da igerdigi flavanoidlerin saf olarak
kullanildig1 caligmalarinda, bizim calistigimizdan ¢ok daha diisiik dillisyonlarda
sitotoksisitenin goriildigii dikkat ¢ekmektedir. Calismamizda kullanilan ugucu
yaglarin kozmetik ve gida sektorlerinde kullanildigindan,  saf olmamasi,
icerisinde farkli bilesenleri de bulundurmasi, canliligi inhibe edici etkinin daha
yiiksek diliisyonlarda olmasina sebep olmaktadir. Kakao yagmin deri
hiicrelerindeki sitotoksisitesi hakkinda yapilmig bir ¢aligmaya literatiirde
rastlanmamistir. Kozmatik ve gida sektorlerinde satilan kayis1 yaginin kullanildigi
calismamiz bu anlamda 6zgiin deger tasimaktadir.

Kakao vaginin Malme-3M hiicrelerinde apoptotik etkisi

Calismada; insan deri kanseri hiicrelerinde kakao yaginin apoptotik
etkilerinin belirlenmesi amaciyla, hiicrelerin morfolojik degisimleri floresan
mikroskopta incelenmis ve aktif kaspaz-2 enzim seviyesi Ol¢lilmiistiir. Kanserli
hiicrelerin ¢ogalma hizinda ugucu yaglarin etkisinin belirlenmesi amaciyla, hiicre
dongiisiic ve DNA igerik analiz yapilmistir. Diger yandan, hiicre dongiisiinii
kontrol eden transkripsiyon faktorlerden olan p53 proteinin miktar1 ve hiicre
icindeki translokasyonu belirlenmistir.

Kakao yaginin insan deri kanserinde hiicre dongiisii iizerindeki etkileri

arastirilmis ve Gj evresinde tutuklanan hiicrelerin oraninda, inkiibasyon siiresine
bagli olarak, ozellikle 48. saatte ve 20 pl/ml’de belirgin bir artig goriilmistiir
(Cizelge 4.2). Bunun yani sira, S evresindeki hiicrelerin oraninda yine 48. saatte

anlamli bir azalma da dikkati ¢ekmistir.
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Cizelge 4.2. Kakao yaginin insan deri kanserinde Gy, S ve G, evrelerindeki tutuklanmaya etkisi

24 saat 48 saat
Test maddesi (unl/ml)
% G1 % G2 % S % G1 % G2 % S
DMSO 1 57.04 5.77 37.19 65.31 3.67 31.02
KAKAO 18 71.41 4.04 24.55 90.42 1.14 8.44
YAGI 20 69.28 5.42 25.3 96.22 0.35 3.43

Hiicrelerin p53 protein seviyeleri incelendiginde; 18 ul/ml kakao yagina

maruz kalan hiicrelerde, 12. saatte, sitoplazmadaki p53 miktar1 kontrole oranla
yaklasik % 50 azalmistir ( Cizelge 4.3). Ancak ¢ekirdekteki miktarinda yaklasik
% 25 oraninda artis dikkati ¢ekmektedir. Bu sonug, p53°tin 18 pl/ml kakao yagi
etkisiyle (hiicre dongiisiinii durdurma amaciyla) sitoplazmadan c¢ekirdege
transloke olmaya bagladigin1 gostermektedir. 24. saate gelindiginde; 12. saate
kiyasla sitoplazmadaki p53 miktarinda zayif da olsa bir artis oldugu goriilmiistiir.
Ancak yine de sitoplazmadaki p53 miktar1 kontrole kiyasla % 40 oraninda daha
dusiiktiir. 24 saatte periniiklear alandaki p53 miktar1 hem kontrole hem de 12
saate oranla yiikselmistir. Yani p53’iin sitoplazmadan g¢ekirdege translokasyonu
artarak devam etmektedir. 20 ve 21.5 pl/ml’de sitoplazma ve perniiklear alandaki
p53 miktar giderek azalmasina karsin ¢ekirdekteki miktarinin 6zellikle 12.saatte
az da olsa artis gosterdigi dikkat cekmektedir. 21.5 pl/ml kakao yagi uygulamasi
sonucunda p53 proteininin ¢ekirdek igine translokasyonunun artis gosterdigi

gorilmektedir.

Cizelge 4.3. Kakao yagi uygulanmis deri kanseri hiicrelerinde p53 seviyesi ve yerlesimi (C:

¢ekirdek, P: periniiklear, S: sitoplazma)

. . 12 saat (%) 24 saat (%)
Test bileseni (ul/ml)
C PN S C PN S
DMSO 1 4,18 1,07 1,32 3,62 1,14 1,34
18 6,00 1,08 0,63 3,97 1,52 0,93
KAKAO

YACI 20 6,03 0,48 0,1 4,95 0,11 4,67
215 8,53 0,86 0,36 4,64 0,48 1,34

P53 proteininin hiicre dongiisii diizenlenmesi ve apoptoz arasinda dnemli

bir baglanti gorevi gordigi bilinmektedir (Huang ve ark. 2011). Hiicre
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dongiisliniin baskilanmasi, DNA hasarint igeren ¢esitli stres faktorlerine yanit

olarak meydana gelmektedir (Lam ve ark. 2012) (Sekil 4.1).

DNA hasari Onkojenik sinyal
I P19 ARF

O LI
/N

P21, siklinB1 BAX, PUMA
GADD45 NOXA, PERP

!

Huicre déngisi tutuklanmasi

N APOPTOZ
Hiicresel yaslanma

Sekil 4.1. p53 proteininin transkripsiyonal aktivitesi (Fuster ve ark. 2007)

DNA hasar1 varliginda ATM/ATR tarafindan serin fosforilasyonu ile p53
aktive edilmekte ve kararli hale getirilmektedir. Bu da p53’iin ¢ekirdekte yerlesim
gostermesine, hiicre dongiisii ve apoptozu diizenleyecek olan p21 ve Bax gibi
transkripsiyonal hedeflerin aktivasyonuna neden olmaktadir (Lam ve ark. 2012).
Bu calismada, kakao yaginin etkisiyle, deri kanseri hiicrelerindeki p53°tin 12.
saatte cekirdekte yerlesim gOstermesi, hiicre dongilisiinii ve apoptozu
diizenleyecek olan p21 ve Bax genleri ig¢in “transkripsiyon faktorii” gorevini
yapmaya bagladigin1 gostermistir. Dolayisiyla, bu bulgu 48. saatte hiicrelerin G
de tutuklanmasi ve S fazina gecememesini de agiklamaktadir.

p53 fonsiyonunun anahtar diizenleyicisi Mdm2 proteini, p53’iin
transaktivasyon bolgesine baglanip transkripsiyonal aktivitesini engelleyerek
p53’tin yikimmi ve c¢ekirdekten tasinmasimi diizenledigi bir¢ok arastirmaci
tarafindan bildirilmistir. (Fuster ve ark. 2007). p53 ve Mdmz2 proteinleri
arasindaki etkilesimin p53’tin Mdm?2’ye baglandigi bdlgenin bazi kinazlar
araciligiyla fosforillenmesiyle bozulabildigi ve dogrudan p53°e ya da Mdm2’ye
baglanabilen cesitli proteinlerle p53-Mdm?2 etkilesiminin engellenebilecegi rapor

edilmistir (Vousden ve Prives 2009, Brooks ve Gu 2003). Ayrica, p53’tin Mdm2-
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bagimli yikiminda p14°%°

(ya da ARF) da 6nemli bir diizenleyici oldugu yapilan
calismalarda ortaya konmustur (Chumakov 2007) (Sekil 4.1).

Kakao vaginin hiicre morfolojisi tizerine etkileri incelendiginde; 48 saatte

deri kanseri hiicrelerinde kontrole gore sayica azalma, yuvarlak bir sekil
kazanarak hiicreler aras1 matriksten kalkmasi ve ayni zamanda hiicreler arasindaki
adezyonun kaybolmasi gibi apoptoza isaret eden morfolojik hasarlara neden
oldugu belirlenmistir. Deri kanseri hiicrelerinde kakao yagi ile uyarilan apoptotik
morfolojik degisimlerin % 20-27°lik bir oranda oldugu Cizelge 4.4’de

goriilmektedir.

Cizelge 4.4. Kakao yagi ile muamele edilen Malme-3M hiicrelerinde 48 saat inkiibasyonda

belirlenen canli, apoptotik ve 6lii (nekrotik) hiicre ylizdeleri

Test Maddesi (ul/ml) C(;‘/f)‘)l‘ Ap‘(’%’“k Oli/ 1}2“)”’“"
DMSO 1 91,67 7,37 0,96
18 72,59 26,06 1,35
KAKAO YAGI 20 79,43 19,63 0,94
21.5 72,98 26,34 0,68

Gozlenen etkilerin, kakao yagmin etkin flavanoid bilesenlerinden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Bu konuda yapilmis bir ¢aligmada, Ramljak
ve arkadaslari, kakaodan tiirevlenen pentamerik prosiyanidin bilesenlerinin insan
akciger ve meme kanser hiicreleriyle saglikli insan epitelyal hiicrelerini Gi
evresinde tutuklayarak hiicre c¢ogalmasini engelledigini gostermislerdir. So6z
konusu etkinin akciger kanseri hiicrelerinde Cdc2 ve p53 gibi hiicre dongiisii
diizenleyicisi rolii olan bazi proteinlerin defosforilasyonu ve down regiilasyonuyla
gerceklestigi de aymi caligmada bildirilmistir. Carne’secchi ve arkadaslar
tarafindan insan kolon kanseri hiicreleri (Caco-2) ile yapilan bir calismada ise
kakao tozu, islenmemis prosiyanidin ve prosiyanidince zengin kakao
ekstraktlarinin antikanser ve apoptotik etkileri ortaya konulmustur. Kakaonun
prosiyandin orneklerinin doza bagli olarak 10 giin inkiibasyon siiresinde hiicre
cogalmasini inhibe edici etkisi ortaya konmus, hiicre 6liimiiniin nekroz yoluyla
gerceklestigi, hiicre ¢ogalmasini engelleyici etkinin hiicre dongiistiniin G,/M

evresinin durdurulmasi ile saglandigi belirtilmistir. (Carnésecchi ve ark. 2002).
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Yamauchi ve arkadaslarinin yapmis oldugu basgka bir ¢aligmada, akciger
kanseri hiicrelerinde epigallokatesin-3-gallatin (EGCg) hiicre canliligini azalttigi,
kaspaz 3/7 enzimlerini indiikleyerek apoptozu uyardigi ortaya konmustur. Ayrica
EGCg’nin 24 saatte p53 protein miktarini ve serin fosforilasyon seviyesini
arttirdign ve p53’in EGCg indiiklii apoptozda gorev aldigi bilgisini ortaya
koymustur (Yamauchi ve ark. 2009). Shang ve arkadaslarinin yaptigi bir diger
calismada, 6 ve 24 saat boyunca 100-300 mg/ml procyanidin uygulanmis PC-3
(prostat kanseri) hiicreler, Anneksin-5 ve Propidyum iyodidle floresan olarak
boyanmis ve doza ve zamana bagli olarak apoptozun uyarildigi gosterilmistir
(Shang ve ark. 2009). Mide kanseri hiicreleri ile yapilan bir bagka ¢alismada ise
yesil ¢aydan elde edilen epigalloakatesin gallatin canliligi doza bagl olarak
azalttig1, kaspaz 3/8/9 enzim seviyelerinde artisa neden oldugu belirlenmistir.
Ayrica, epigallokatesin gallatin hiicrelere epikatesin ile birlikte uygulanmasi
halinde olusan sinerjik etkinin apoptozu uyardigir da gozlenmistir (Horie ve ark.
2005).

Deri kanseri hiicrelerinde, kakao yaginin uyardigi aktif kaspaz-2 enzim

seviyesi (Cizelge 4.5), uygulanan her iki diliisyonda da sadece 48. saatte artmustir.
DNA hasarina ya da diger hiicresel stres sinyallere cevaben p53 proteininin
PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis), bax ya da bak proteinlerinin
aktivasyonu yoluyla hiicre 6liimiinii uyardigt Kumar ve arkadaslar1 tarafindan
bildirilmistir. Bu proteinlerin aktivasyonuyla, mitokondriyal dis zar gecirgenligi
(MOMP) ile baslayan ve kaspaz selalesinin aktivasyonuna kadar gelisen olaylarin
tetiklendigi ve alternatif bir yolak olarak da kaspaz-2, MOMP’tan 6nce aktive
edildigi de yine ayni aragtirmacilar tarafindan ifade edilmistir (Kumar 2009).

Cizelge 4.5. Kakao yaginin Malme-3M hiicrelerinde aktif kazpaz-2 enzim seviyesine etkisi,
inaktif (Q3) ve aktif kaspaz-2 (Q4)

Test bilesent (al/mi) 12 saat (%) 24 SAAT (%) 48 SAAT /%)
Q3 Q4 Q3 Q4 Q3 Q4
DMSO 1 98 1.6 94.3 4.7 925 6.4
KAKAO 20 97.4 2.1 94.4 3.9 88 9.6
YAGI 21,5 97 2.3 94.8 2.7 85.8 11.1
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Kaspaz-2 enzimi, PIDDozom ad1 verilen biiyiik bir protein kompleksinin
olusumu sonucunda oligomerize olarak aktiflesmektedir. Bu kompleks; PIDD
(p53 uyarimhi o6liim bolgesi igeren protein)’in RAIDD ve oncii kaspaz-2’ye
baglanmasiyla olusmaktadir. PIDD dozundaki artisin, kaspaz-2 aktivasyonunu
arttirdigl, ancak diisiik stres sartlarinda PIDD dozunda azalis oldugu, PIDD
seviyesindeki bu azalmanin p53 uyarimli apoptozun da azalmasina neden oldugu
baz1 c¢alismalarla tespit edilmistir (Baptiste-okoh 2008; Zhivotovsky 2005).
Aktive olup kesilen kaspaz-2’nin, bid’i aktive ederek MOMP aracil1 sitokrom ¢
salimim1 gergeklestirdigi, aynt zamanda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve
endoplazmik retikulum stresinin uyardig1 apoptoza da aracilik ettigi Sekil 4.2°de

gosterilmistir (Kumar 2009).

ER stres
Ana Yolak

ROS

/ [ ps3 )
PIDDozom / N

PUMA
‘ Kaspaz-2 aktivasyonu ‘L
‘l' Bax / Bak
Bid 'Il
tBid

v

Kaspaz 9 aktivasyonu

v

Kaspaz 3 aktivasyonu

Apoptoz

Sekil 4.2. Kaspaz-2 aracili ve kaspaz-2 bagimsiz apoptotik yolaklar (Kumar 2009)

Vakifahmetoglu ve arkadaslarinin kalin bagirsak kanseri hiicreleri ile
yapmis oldugu bir caligmada, SFU’nun kaspaz-2 ve kaspaz-3 aktivitesini 2-10 saat
araliklarinda zamana bagli olarak arttirdigi ve kaspaz-2’nin kaspaz-3’ten Once

aktive oldugu belirtilmektedir. Yabani tip pS3 proteinine sahip (p53+/ ") hiicrelerde
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4 ve 8.saatte kaspaz-2 seviyesi artig gosterirken p53°ten yoksun (p53'/ ) hiicrelerde
diisiik seviyede bir artis goriilmiis ya da hi¢ artis goriilmemistir. Ayn1 zamanda
calismada PIDD ve RAIDD proteinlerinin SFU ile muamele edilmeyen hiicrelerde
de kaspaz-2 ile birlikte lokalize olmasi bu proteinlerin kaspaz-2 aktivasyonundaki
tek aracilar olmadigini da bildirilmistir (Vakifahmetoglu ve ark.2006).
Calismamizda p53 proteinin 12. saatte ¢ekirdekte transloke olmasi, G; de
tutuklanan ve S evresine gegemeyen hiicrelerin sayisi ile aktif kaspaz-2 enzim
seviyesinin ve apoptotik morfolojik degisimin 48. saatte artis gostermesinin
birbirini destekleyen sonuglar oldugu disiiniilmektedir. Kaspaz-2 enzim
seviyesinin 24 ve 48 saatleri arasinda daha yiliksek olma ihtimali de
bulunmaktadir. Bu siirecte, kaspaz-2 enziminin PIDD ve RAIDD proteinleri
araciglyla bid proteininin aktivasyona arttirabileceg§i ve apoptotik siireci
baslatabilecegi diisiiniilmektedir. Bu durumun aydinlatilabilmesi igin, kakao
yagiyla daha kisa inkiibasyon siirelerinde de aktif kaspaz-2 enzim miktarinin
Olglilmesi  gerektigi distinilmektedir. Ayrica bu mekanizmanin daha iyi
aydinlatilabilmesi i¢in kaspaz-3/9, bid, bax gibi apoptotik yolakta gorev alan
molekiil, enzim ve proteinlerin, miktar tayini, aktivite ol¢limii ve gen anlatimi

seviyelerinde belirlenmesi gerektigi diistiniilmektedir.
4.2. Kayis1 Yagimn Sitotoksik ve Apoptotik Etkisi

Kakao yaginda oldugu gibi kayis1 yaginda da {ic yontem ile belirlenen
canlilik oranlarina bakildiginda (Cizelge 4.6), saglikli hiicrelerin kayisi yagina

kars1 daha direngli olduklar1 s6ylenebilmektedir.

Cizelge 4.6. Kayis1 yagimin CRL-2120 ve Malme-3M hiicrelerindeki ICsq degerleri (ul/ml)

24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT

WST-1 | MTT | NR W“;’T MTT [ NR | WST-1| MTT | NR

Mg:\r,?e' >32 29 | 24526 | 26 | 275 | 26 | 275 | <245 | 23
CRL-2120 | 40-415 | 46 43 40 | 385 | 40 | <385 |41.5-43| 355
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Kayis1 meyvesi yag, protein, lif, ¢Oziinebilir seker, yag asitleri; beta
karoten, beta kriptoksantin, gama koroten ve likon gibi karetenoidler ve katesin,
epikatesin gibi fenolik bilesenler ve bazi mineraller acisindan zengin bir kaynaktir
(Erdogan ve ark.2011). Kayisinin biitanol ekstraktinin bazi gram-pozitif ve negatif
bakteriler ilizerinde antibakteriyal aktivitesi arastirilmig, 6zellikle gram pozitif
bakterilerde biiyiimeyi engelleyici etkisi ortaya konmustur (Erdogan ve ark.
2011). Bir baska ¢alismada ise ac1 kayisinin metanol ekstraktlarinin Gram negatif
bakteri (Escherichia coli ) tizerinde oldukga aktif oldugu gosterilmistir (Yigit ve
ark. 2009).

Insan néroblastoma hiicreleri (SH-SYS5Y) ile yapilan bir ¢alismada
kozmatik sektoriinde kullanildigi bilinen bergamut yaginin sitotoksik etkisi
arastirilmis, 24 saatte % 0,02 ve 0,03 dozlarda hiicre ¢ogalmasini baskiladigi
belirlenmistir (Berliocchi ve ark. 2011). Ana bilesenlerinden birisi timol
terpenoidi olan Ocimum viride bitkisi ugucu yagi insan kolon kanseri hiicrelerinde
0.0125-0.1 pl/ml diliisyon araliginda 24, 48 ve 72 saat uygulanmis, hiicre
¢ogalimin1 doza ve zaman bagl olarak inhibe ettigi gozlenmistir (Sharma ve
ark.2010). Tavares ve arkadaslari, bronzlastirici olarak yaygin kullanima sahip
olan havu¢ yagminin antifungal ve sitotoksik etkilerini fare dendiritik deri
hiicrelerinde arastirmiglardir. Farkli bolgelerden elde edilen 2 havug yagi
orneklerinden biri antifungal etki gosterirken, digeri 1.25 ul/ml diliisyonda deri
hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur (Tavares ve ark.2008).

Calismamizda halk arasinda bronzlastirici olarak tercih edilen, kozmetik
ve gida sektorlerinde kullanilan kayist yagi kullanilmistir. Literatiirde kayis1 yag:
ile deri hiicrelerinde yapilan bir sitotoksisite ¢aligmasina rastlanmamuistir.
Kayisinin fenolik bilesenleri ya da bitki ekstraktlarindan elde edilen diger ugucu
yaglar ile yapilan calismalar ile karsilastirildiginda calismamizda uygulanan
dozlarin daha yiiksek oranlarda oldugu goriilmektedir. Bu durumu daha once de
belirtildigi gibi kayist yagmin saf halde olmamasindan kaynaklandig
diistiniilmektedir.

Kavisi vaginin Malme-3M hiicrelerinde apoptotik etkisi

Calismada; Insan deri kanseri (melanom) hiicrelerinde kayisi yaginin

apoptotik etkilerinin belirlenmesi amaciyla, hiicrelerin morfolojik degisimleri
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floresan mikroskopta incelenmis ve aktif kaspaz-2 seviyesi Ol¢lilmiistiir. Kanserli
hiicrelerin ¢ogalmasinda ugucu yaglarin etkisinin belirlenmesi amaciyla, hiicre
dongiisii ve DNA igerik analiz yapilmistir. Diger yandan, hiicre dongiisiini
kontrol eden transkripsiyon faktorlerden olan p53 proteinin miktar1 ve hiicre
icindeki translokasyonu belirlenmistir.

Bu caligmada, kayist yaginin insan deri kanseri (melanom)’nde hiicre
dongiisii tizerindeki etkileri arastirilmig, 24 ve 48 saatte G; evresinde kontrole
oranla hiicre tutuklanmasinda zamana bagli olarak artis oldugu gozlenmistir
(Cizelge 4.7). 24 saatte S evresinde % 15-20 oraninda azalig goriiliirken 48 saatte
kontrole oranla S evresinde tutulan hiicre sayisinda oldukca belirgin bir artis

dikkat cekmektedir.

Cizelge 4.7. Kayis1 yaginin insan deri kanserinde Gy, S ve G, evrelerindeki tutuklanmaya etkisi

24 saat 48 saat
Test maddesi (ul/ml)
% G1 % G2 % S % G1 %G2 % S
DMSO 1 57.04 577 37.19 65.31 3.67 31.02
KAYISI 245 78.83 3.19 17.98 89.12 3.95 6.93
YAGI 26 75.33 4.39 2028 | 95.93 0 4.07

P53 protein seviyesinde, 12 saatte 24.5 pl/ml kayis1 yagi diliisyonunda
kontrole kiyasla ¢ekirdekte transloke olan protein miktarinda % 50 oraninda artis,
sitoplazmadaki proteinde de kontrole oranla 4 kat artis goriilmektedir (Cizelge
4.8). 12 saatte 26 pl/ml’de ise sitoplazmadaki protein miktarinin kontrole kiyasla
4 kat artmas1 ve cekirdekteki protein miktarinin kontrole oranla diisiik seviyede
artis gostermesi proteinin g¢ekirdekten sitoplazmaya tasindigini gostermektedir.
24.5 ve 26 ul/ml diliisyonda sitoplazmaya tagiman protein miktarinin 12 saatten
once ya da 12 ile 24 arasinda ¢ekirdekte yerlesim gostermis durumda olabilecegi
diisiiniilmektedir. Daha once de belirtildigi gibi p53°in c¢ekirdekte yerlesim
gostermesi, hiicre dongiisiinii ve apoptozu diizenleyecek p21 ve Bax gibi
transkripsiyonal hedeflerin aktivasyonuna neden olmaktadir (Lam ve ark. 2012).
Ozellikle 48.saatte 24.5 ve 26 pl/ml kayis1 yaginda, Gy evresinde tutuklanan
hiicrelerin artis1 ve S evresindeki belirgin azalisin p53 proteinin 24 saatte bir kismi

sitoplazmada bulunan proteinin 12 ile 24 saat arasinda ¢ekirdekte lokalize olmus
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ve dongiiniin tutuklanmasina kadar transkripsoyanal aktivitesini gostermis

olabilecegi diisliniilmektedir.

Cizelge 4.8. Kayis1 yagi uygulanmig deri kanseri hiicrelerinde p53 seviyesi ve yerlesimi (C:

¢ekirdek, P: periniiklear, S: sitoplazma)

. . 12 saat (%) 24 saat (%)
Test bileseni (ul/ml)
C PN S C PN S
DMSO 1 4,18 1,07 1,32 3,62 1,14 1,34
KAYISI 23 4,97 0,48 1,59 3,83 1,14 2,28
YACI 245 8,40 1,65 5,43 8,07 0,99 1,65
26 5,25 1,28 5,25 6,47 1,49 6,47

AO/EB c¢ift boyama ile melonom hiicrelerinde kayis1 yagi ile uyarilan
apoptotik hiicre oranit belirlenmistir (Cizelge 4.9). Hiicrelerin apoptotoik
morfolojileri incelendiginde, kayisinin kontrole oranla yaklasik % 22-27’lik bir

apoptotik etki sergiledigi gorilmiistiir.

Cizelge 4.9. Kayisi yag ile muamele edilen Malme-3M hiicrelerinde 48 saat inkiibasyonda

belirlenen canli, apoptotik ve 6lii (nekrotik) hiicre yiizdeleri

Test Maddesi (ul/ml) C(é‘/;‘)" AD((DC%JUK Olu/lzlc;)l;rotlk
DMSO 1 91,67 7,37 0,96
23 77,22 22,13 0,65
KAYISI YAGI 24.5 76,68 22,72 0,59
26 71,22 27,85 0,93

Ocimum viride bitkisi ugucu yag ile insan kolon kanseri hiicrelerinde
yapilan ¢alismada 0,05 ve 0,1 pl/ml dozlari ile muamele edilen kolon kanseri
hiicrelerinde 24 saatte Go evresinde bulunan hiicre sayisinda artiga neden oldugu
ayrica yag dozlarinin apoptozu uyarici etkisi oldugu ortaya konmustur (Sharma ve
ark. 2010). Palozza ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada beta karotenin
hiicrelerde 10 uM dozda Go/G; evresinde, 20 uM’da ise G,/M evresinde
tutuklanmasina neden oldugu gozlenmistir. Beta karoten, bcl-2 protein miktarini
azaltmis, p53 proteininden bagimsiz olarak apoptozu uyardigr belirlenmistir
(Palozza ve ark. 2002). Kayis1 ekstraktlarindan elde edilen bir etken madde olan
amigdalin ile kolon kanseri hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmada, amigdalinin hiicre

dongiisiinde gorev alan bazi genleri downregiile ettigi ve mRNA seviyelerinde
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azalisa neden oldugu belirlenmistir (Park ve ark. 2005). T lenfosit hiicreleri ile
(Jurkat E6.1 malignant) yapilan bir ¢aligmada 24 saat inkiibasyonda beta karoten,
likopen, lutein, beta kriptoksantinin apoptotik etkisi arastirilmistir. Beta karotenin
zamana Ve doza bagli olarak apoptozu indiikledigi belirlenmis, Beta karotenle
apoptozun indiiklenmesi kromatin kondensasyonu, cekirdek fragmantasyonu,
DNA degredasyonu, PARP pargalanmasi ve kaspaz-3 aktivasyonu ile karakterize
oldugu saptanmustir (Miiller ve ark. 2002). Bir diger arastirmada beta karotenin
akciger kanseri (MCF-7) hiicresinde mitokondrial fonksiyon bozuklugu ve
sitokrom ¢ salinimi aracilifiyla hiicreyi apoptoza gotiirdiigii belirlenmistir (Chuia
ve ark. 2007). Insan kan kanseri hiicreleri ile yapilan bir calismada beta karotenin
72 saatte beta karotenin apoptozu uyardigi ve bax ekpresyonunda artisa neden
oldugu belirlenmistir (Sacha ve ark. 2005).

Calismamizda kaspaz-2 seviyesinin 24 ve 48 saatte kayisi yagi
dilisyonlarinda kontrole kiyasla azalis gosterdigi goriilmektedir. 12 saatte ise
enzim seviyesi 23 ve 26 pl/ml diliisyonda 4-5 kat oranda, 24.5 ul/ml’de ise 3 kati
oranda artis gosterdigi goriilmektedir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Kayis1 yagimin Malme-3M hiicrelerinde aktif kazpaz-2 enzim seviyesine etkisi,
inaktif (Q3) ve aktif kaspaz-2 (Q4)

12 saat (% 24 SAAT (% 48 SAAT (%

Test bileseni (ul/ml) saat (%) SAAT (%) 8 SAAT (%)
Q3 Q4 Q3 Q4 Q3 Q4

DMSO 1 98 16 94.3 4.7 94.9 4.0

CAVIS] 23 92.3 7.2 95.5 41 97.9 0.9
YACT 245 94.9 47 97 2.3 97.1 1.0

26 92.4 7.3 98.3 13 97.6 13

Kayis1 yagi ile muamele edilen hiicrelerde P53 protein seviyesinin 12 ve
24 saatte sitoplazmada lokalize olmasi kayis1 yaginda kaspaz-2 aktivasyonun daha
erken silirede olabilecegini diislindiirmektedir. Daha oncede belirtildigi gibi p53
indiiklii 6liim bolgesi iceren proteinin (PIDD), kaspaz-2 ile kompleks olusturmasi
ile kaspaz-2’nin aktive edilmesi ve sitokrom ¢ salimimi ile apoptozun
gerceklesmesi saglanabilir (Baptiste-okoh, 2008; Zhivotovsky 2005; Kumar
2009). Bu durumda 48 saatte apoptoz uyarmminin artiginin kaspaz-2 aracig ile

gerceklestigi diisliniilebilir.
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4.3. UV-B 1sinlarinin CRL-2120 hiicrelerinde tek basina ve ucucu yaglar ile
kombine sitotoksik etkisi

Insan derisi ve ozellikle epidermis diger organlardan farkli olarak
dogrudan ve siirekli olarak c¢esitli kimyasal ve fiziksel stres faktorlerine maruz
kalmaktadir. Bu faktorler arasinda UV 1simasi yaygin bulunan ¢evresel
faktorlerdendir. UV  1simasina maruziyet, Ozellikle UV-B, eritrema,
hiperpigmentasyon, hiperplazi, immiin baskilanma, foto-yaslanma ve deri kanseri
olmak tizere bir¢ok etkiye sebep olmaktadir (Afaq ve ark .2007). Deri hiicrelerinin
UV-B’ye maruz birakilmasi cesitli tiplerde DNA hasarlari, tiimdr olusumunda
gerekli olan genlerin diizenlenmesi ve bir¢ok sinyal iletim yolaklarinin aktive
edilmesi ile sonuglanmaktadir (Ji ve ark. 2012; Afaq ve ark . 2007).

Bu c¢alismada UV-B maruziyetinin CRL-2120 hiicrelerinde sitotoksik
etkisi tripan-mavisi ile boyama yapilarak belirlenmis, kakao ve kayisi yaglarinin
UV-B ile kombine etkisi WST-1 yontemi ile arastirilmistir.

UV-B ile kombine etkinin belirlenmesi i¢gin CRL-2120 hiicrelerinin UV-B
1s1nlarina karsi hassasiyetinin bilinmesi gereklidir. Literatiirde CRL-2120 (saglikli
deri fibroblsat) hiicreleri lizerinde UV-B’nin etkisine dair bilgiye rastlanmamustir.
Ji ve arkadaglarinin yapmis oldugu c¢alismada insan keratinosit ve saglilikli deri
fibroblast hiicreleri iizerinde 15 ve 20 mj/cm? dozlarinin canliligi inhibe edici etki
gosterdigi belirlenmistir (Ji ve ark. 2012). Calismamizda ise 6n arastirma olarak
CRL-2120 hiicrelerine 15 ve 30 mj/cm? UV-B dozlari uygulanmis ancak canlilig
inhibe edici etki gozlenmemistir. Daha sonraki ¢alismalarda genis araliklarla 900
mj/cm? dozuna kadar UV-B uygulanmus, son olarak 550-800 mj/cm? UV-B dozlar
araliginda tripan mavisi ile boyama yapilarak UV-B’nin CRL-2120 hiicreleri
canliligina etkisi degerlendirilmistir. CRL-2120 hiicrelerinde UV-B dozu i¢in IC-
50 degeri 550 mj/cm2 olarak bulunmus, hiicre canliliginin doza bagl olarak azalig
gosterdigi belirlenmistir. CRL-2120 hiicrelerinde, WST-1 yontemi ile kombine
etkinin arastirilmasi i¢in 550, 650 ve 750 mj/cm2 UV-B dozlan se¢ilmistir. CRL-
2120 hiicrelerinde kakao yaginin 34, 35.5 ve 37 ul/ml diliisyonlar1, kayis1 yaginin
ise 35.5, 37 ve 38.5 ul/ml diliisyonlar1 uygulanmis ve 24 saat sonra UV-B
muamelesi yapilmis, tekrar yag diliisyonlar1 ile 24 saat muamelenin ardindan

WST-1 yontemi ile canlilik oranlar1 6l¢iilmiistiir.
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Cizelge 4.11. Kakao yag: diliisyonlar1 ve UV-B dozlar1 kombinasyonunun CRL-2120 hiicrelerinde

canlilik lizerine etkisi

Ig::;f;fgl Hiicre canlihig (%)
2 Kakao yagi (ul/ml)
UVB (mJ/cm®) KONTROL | DMSO (1pul/ml) 3 355 37
0 100 90.05 66.64 61.21 63.11
550 62.9 72.76 25.45 21.80 21.48
650 60.15 66.38 18.77 14.92 9.49
750 58.49 70.94 20.24 12.48 4.82

Cizelge 4.11 incelendiginde WST-1 yonteminde kontrol grubunda yiiksek
ve diisiik UV-B dozlarinda % 38-42 oranlarinda hiicre canliliginda azalisa neden
oldugu goriilmektedir. Tripan mavisi boyama sonucunda elde edilen canlilik
oranlarunin farkli oldugu dikkat ¢ekmektedir. Petride yapilan UV-B hassasiyet
calismasinda 550, 650 ve 750 mj/cm2 UV-B dozlarinda canlilik oranlar1 sirasiyla
% 47, 32 ve 22 olarak belirlenmistir. 96 kuyulu plakada yapilan WST-1
yonteminde ise bu oranlarin yaklasik % 62, 60, 58 oldugu goriilmektedir. Hiicre
canliligr agisindan iki ¢alisma arasinda gdzlenen bu farkin iki yontemin petri ve
96 kuyulu plaka olmak tiizere farkli yiizey alan1 ve yiikseklige sahip ortamlarda
uygulanmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. 96 kuyulu plakada kuyularin
petriye gore yiiksekliginin fazla olmasit UV-B isinlar1 agisindan engel
olusturabilecegi ve bu durumun plakada petriye gore daha yiiksek canlilik
oranlarininin goriilmesine bir neden olabilecegi diislinlilmektedir. Ancak plakada
yaptlan WST-1 yonteminde ayni deney setlerinde kontrol grubunun da UV-B
dozlarina maruz birakilmasi bu durumun dezavantaj olma olasiligini ortadan
kaldirmustr.

Kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda DMSO kontrol hiicrelerinin UV-B
hasarina kars1 daha direncli oldugu goriilmektedir. Kakao yag1 diliisyonlarinda ise
UV-B ve yag dozlarina baglh olarak canliligin azaldigi goriilmektedir. WST-1
reaktifi ile inkiibasyon oOncesinde ters-faz mikroskopta incelenen kakao yagi
diliisyonlarinda, WST-1 yontemi ile belirlenen hiicre canlilifinda meydana gelen
azalmanin  hiicrelerde  yuvarlaklasma, adezyon kaybi gibi morfojik
deformasyonlarla da dogrulandig1r goézlenmistir. Bu sonuglar ile kakao yaginin

UV-B maruziyetine karsi hiicrelerde koruyucu bir etkisinin olmadigi, aksine UV-
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B ile hiicrelerde olusan hasari arttirdigi kolorimetrik ve morfolojik olarak

belirlendigi soylenebilmektedir.

Cizelge 4.12. Kayis1 yag1 diliisyonlar1 ve UV-B dozlar1 kombinasyonunun CRL-2120 hiicrelerinde

canlilik lizerine etkisi

Hiicre canlihigi (%)
2 Kayisi yagi (ul/ml)
UVB (mJ/cm?)| KONTROL |DMSO (1ul/ml) 355 37 385
0 100 90.05 75.77 87.79 73.29
550 63.7 73.66 39.87 43.85 40.84
650 60.43 66.83 38.32 50.52 48.18
750 58.95 71.32 42.84 58.7 46.70

CRL-2120 hiicrelerinde ise uygulanan kayis1 yag: dillisyonlarinda UV-B
dozlar1 ile mumele sonrasinda hiicre canliliginda azalma oldugu goriilmiistiir
(Cizelge 4.12). Ancak 35.5 pl/ml diliisyonda UV-B dozlarinda hiicre canliliginin
yakin oranlarda oldugu, 37 ve 38.5 pl/ml kayist yaginda ise artan UV-B
dozlarinda hiicre canliliginin da artig gosterdigi goriilmektedir. Bu anlamda kayisi
yag1 kakao yagina gore daha pozitif bir sonu¢ gostermis olmasina ragmen hiicre
canlilig1 kontrol grubu degerlerinden daha diisiiktiir.

Karetenoid, vitamin E ve C gibi besinsel igeriklerin antioksidan 6zelliklere
sahip olmakla beraber UV maruziyeti sonrasinda olusan hiicresel sinyal yanitlara
kars1 koruyucu etkilerinin de olduklar1 bilinmektedir (Heinrich ve ark. 2006).
Yesil cay polifenolleri ile yapilan bir ¢alismada UV-B maruziyeti dncesinde
polifenollerin deri yiizeyine uygulanmasi, UV-B maruziyeti ile olusan eritemal
yanit1 engelledigi ayrica dermis ve epidermiste siklobiitan dimer olusumunu
azalttig1 belirlenmistir (Katiyar 2000). Bae ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada
yesil ¢ay polifenolii olan epigallokatesin gallatin (EGCG) insan dermal hiicreleri
tizerinde UV-B muamelesi sonrasinda meydana gelen kollajen yikimi {izerine
etkisi arastirilmistir. Bu amagla insan dermal hiicrelerine 50-3000 mj/cm?
araliginda UV-B muamelesi yapilmis ve 100 mj/em? UV-B dozundan itibaren
canliligin azaldigr belirlenmistir. EGCG konsantrasyonlarmin 100 mj/cm2 uv-B
muamelesi sonrasinda azalan hiicre canliliginda artisa neden oldugu
belirlenmistir. EGCG’nin toksik olmayan dozlarinda UV-B indiiklii ROS

lretimini azalttig1 gosterilmistir. Calisma ile epigallokatesin gallatin kollajen
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yikimini, UV-B 1simnlar ile olusan fotoyaslanmay1 engelledigi ortaya konmustur
(Bae ve ark. 2008). Kim ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir bagka ¢alismada ise
Prunus persica cciceklerinden elde edilen ekstraktlarin insan fibroblast ve
keratinosit hiicrelerinde UV maruziyeti ile olusan sitotoksik etkiye kars1 koruyucu
etki gosterdigi ortaya konmustur (Kim ve ark. 2000). Keratinosit hiicreleri ile
yapilan bir baska caligmada ise UV-B maruziyeti sonrasinda artan hiicre
oliimiiniin katesin flavanolleri tarafindan azaltilmasiyla katesinin UV-B 1sinlarina
kars1 koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (Wu ve ark. 2006).

Daha once de belirtildigi gibi bitkisel kaynakli dogal igeriklerin UV
1sinlarina karst koruyucu etki gosterdikleri bilinmektedir (Heinrich ve ark. 2006).
Kakaoda bulunan baslica flavanoidler katesin, epikatesin ve ilgili prosiyanidin
oligomerleridir (Steinberg ve ark. 2003). Kayis1 meyvesi ise yag, protein, lif,
¢oOziinebilir seker, yag asitleri; beta karoten, beta kriptoksantin, gama koroten ve
likon gibi karetenoidler ve katesin, epikatesin gibi fenolik bilesenler ve bazi
mineraller agisindan zengin bir kaynaktir (Erdogan ve ark.2011). Calismamizda
halk arasinda bronzlagtiric1 6zelligi temel alinarak yaygin olarak kullanilan kakao
ve kayist yaglarinin UV-B 1ginlarina kars1 koruyucu etkisi arastirilmistir. Saglikli
deri hiicrelerine uygulanan ugucu yaglarin saf halde olmamasi ve farkli bilesenleri
de iceriginde barindirmasi yaglarin icinde bulunan bilesenlerin tek basina
gosterdigi koruyucu etkinin gézlenmemesine neden olarak diisiiniilebilir.

Saglikli deri hiicrelerinde yaglar ile kombine olarak UV-B uygulamasi
sonucunda kakao ve kayisi yaglarmin UV-B’nin yol agtig1 sitotoksik etkiyi
azaltmadig: aksine kombine etkinin daha fazla hasara neden oldugu goriilmiistiir.
Calisgmamizda elde edilen bulgular 15181nda deriye uygulanan yag miktarlarinin
O6nemi oldugu ve bu yaglar ile deriye muamele sonrasinda giinese uzun siire maruz

kalmanin negatif etkiler dogurabilecegi sonucuna varilmstir.
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