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KANSERI (MCF-7) HUCRELERINDE LINEAROLUN ENDOPLAZMIK
RETIKULUM STRES MARKERLERI UZERINE ETKIiLERININ ARASTIRILMASI

Halil TURHAN
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damsman: Dog. Dr. Ibrahim Hakki CIGERCI

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmalarina, bagisiklik sisteminin denetiminden
ka¢malarina ve sonug olarak dokularda metastazlar olusturmalarina neden olan islevsel
ve davranigsal farkliliklar gegirdikleri gok asamali bir siiregtir. Meme kanseri, meme
epitel  dokusundaki kot  huylu  hiicrelerin  kontrolsiiz  biiylimesiyle
karakterizedir. Hastalik her iki cinsiyette de etkili olabilmektedir. Endoplazmik
retikulum (ER) protein sentezinin diizenlenmesi, proteinlerin katlanmasi, kalsiyum
depolamasi, kolesterol ve lipid-membran biyosentezinin kontrolil gibi normal hiicresel
stirecler i¢in gerekli olan 6nemli bir organel tiiriidiir. ER'de yanlis katlanmig proteinlerin
birikmesi, yeni baslayan protein sentezini azaltan, protein katlanmay1 kolaylagtiran ve
yanlig katlanmis proteinlerin proteozomal bozunmasini arttiran bir koruyucu tepki

olarak katlanmamig protein yaniti (UPR) olusturulur.

Bu arastirmada, insan meme kanseri (MCF-7) hiicrelerinde thapsigargin (T) ile
endoplazmik retikulum stresi olusturularak, strese girmis hiicrelerde linearol kaynagi
olarak Sideritis akmanii’nin aseton ekstresinin (SAE) sitotoksisitesi 3-(4,5-
dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT) yontemiyle belirlendi.
Hiicrelere SAE 1000, 750, 500, 250, 100, 50, 25 ug/mL konsantrasyonlarda ve kontrol
olarak hiicrelere % 1 dimetilfiilfoksit (DMSO) uygulandi. MTT yontemi ile SAE’ nin
MCF-7 hiicreleri iizerindeki olast etkisi mikroplak okuyucu ile 540 nm’de okutularak
sonuclar yiizde olarak ifade edildi. Kontrol yiizde yiiz canli olarak kabul edilerek



SAE’nin letal dozu (LDs) probit analizi ile 38,851 pg/mL olarak belirlendi.

Calismada ayrica SAE ER stresi ile ilgili genler olan aktive edici transkripsiyon faktorii-
4 (ATF4), aktive edici transkripsiyon faktorii-6 (ATF6), protein kinaz RNA (PKR)
benzeri ER kinaz (PERK) ve glukoz ile diizenlenen protein 78 (GRP78) ile inflamatuvar
yanitta rol alan genlerin (timor nekroz faktor alfa (TNFo), interferon gama (IFN-y),
interlokin-6 (IL-6), interlokin-8 (IL-8), interlokin-12 (IL-12)) mMRNA ekspresyonlarina
etkisi belirlendi. Arastirmamizin sonuglarmma gore ER stresinde UPR yanitta rol alan
GRP78 geninin SAEsy ve SAEso+T uygulama gruplarinda ekspresyon seviyelerinin
kontrole gore attig1r goriildii. ER stresinde UPR yanitta rol alan PERK geninin biitiin
uygulama gruplarinda baskilandigi ancak SAEjgtT uygulanmasinda kontrolle
kiyaslandiginda artis oldugu gozlenmistir. Ayrica ER stresinde UPR yanitta rol alan ve
GRP78 kontrolinde olan ATF-6’nin GRP78 gibi SAEs; ve SAEse+T uygulama

gruplarinda ekspresyonu arttigi bulunmustur.

SAE’nin IL-6 sitokininin ekspresyon seviyeleri kontrolle kiyaslandiginda biitiin
uygulama gruplarinda artis gozlenmistir. Bir kemokin olan IL-8 gen ekspresyon
diizeyleri ise SAEjg, SAEjo+T ve SAEsytT uygulamalarinda baskilanirken diger
uygulamalarda artis gostermistir. SAE’nin IL-12 ve TNFo genleri iizerindeki etkisi
benzer oldugu goriiliip biitiin uygulama gruplarinda baskilanmiglardir. IFN-y geni
sitotoksiste testi ile elde edilen konsantrasyonunda kontrolle ayni etkiyi gosterirken,

diger uygulama gruplarinda baskilanmaistir.

SAE ve thapsigargin uygulamasinin sonuglarina gore en yiiksek DNA hasar skoru, 100
ug/mL S. akmanii ekstresi + Thapsigargin uygulanan grupta 94,00+5,29 olarak bulundu.

Sonug¢ olarak S. akmanii’nin MCF-7 hiicreleri iizerinde genotoksik ve sitotoksik

etkilerinin olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: MCF-7, ER stresi, Komet Yontemi, Sideritis akmanii, Real Time

PCR, genotoksisite, sitotoksisite, endemik bitki

2017, xiii + 72 sayfa



ABSTRACT
M.Sc Thesis

INVESTIGATE THE EFFECTS OF LINEAROL ON THE ENDOPLASMIC
RETICULUM MARKERS BY USING THE ENDOPLASMIC RETICULUM STRESS
GENERATED MODEL OF HUMAN BREAST CANCER CELLS (MCF-7)

Halil TURHAN
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics Department
Supervisor: Assoc. Prof. Ibrahim Hakki CIGERCI

Cancer is a multi-stage process in which functional and behavioral differences occurs in
the cell and cell escapes from the control of the immune system, which consequently
leads to form metastases in the tissue. Breast cancer is characterized by uncontrolled
growth of malignant cells in the breast epithelium tissue. The disease can be effective in
both sexes. Endoplasmic reticulum (ER) is an important organelle species required for
normal cellular processes such as regulation of protein synthesis, folding of proteins,
calcium storage, control of cholesterol and lipid-membrane biosynthesis. Accumulation
of misfolded proteins in the ER creates the UPR response as a protective response that
reduces the synthesis of new-on-protein, facilitates protein folding, and increases

proteosomal degradation of misfolded proteins.

In this study, the endoplasmic reticulum stress was induced by thapsigargin in human
breast cancer (MCF-7) cells and the cytotoxicity of acetone extract of Sideritis akmanii
(S. akmanii) as a linearol source in stressed cells was determined by 3- (4,5-
dimethyltriazol- diphenyltetrazolium bromide (MTT) method. Following doses (1000,
750, 500, 250, 100, 50, 25 ug / ml) of S. akmanii were employed and 1% DMSO was
used as a solvent control. The possible effect of the MTT method on the MCF-7 cells by

the S. akmanii was studied with a microplate reader at 540 nm and the results were



expressed as a percentage. Control was accepted as 100% live and was determined to be
38,851 pg / mL by the proband analysis of lecithin (LD50) of SAE.

In our study, the effect of the acetone extract of S. akmanii as a linearol source in MCF-
7 cells with normal and ER stress was further studied by the expression level of ATF-4,
AFT-6, PERK, Grp78, TNFa, IFN-y, IL-6, IL-8 and IL-12 genes by real time PCR.
According to the results of our study, the expression levels of Grp78 gene in the SAEsy
and SAEs, + T treatment groups, which were involved in UPR response in ER stress,
were found to be higher than control levels. It was observed that the PERK gene
involved in UPR response in ER stress was suppressed in all application groups but
increased in SAE;p + T administration compared to control. It was also found that
ATF-6, which is involved in UPR response in ER stress and in control of Grp78,

increases expression in SAEsy and SAEsy + T treatment groups like Grp78.

An increase in IL-6 gene expression was observed in all treatment groups compared to
that of control. IL-8 gene expression levels was suppressed in SAEj, SAE; + T and
SAEsy + T applications and increased in other treatment groups. Similar expression was
observed in IL-12 and TNFa genes whereas these were suppressed in all other treatment
groups. The IFN-y gene showed the same effect as the control at the LDS50
concentration obtained by the cytotoxicity test, but suppressed in the other treatment

groups.

The highest DNA damage score was found as 100 pug / mL (94.00 £ 5.29) in the
Thapsigargin treated group.

it was concluded that S. akmanii has genotoxic and cytotoxic effects on MCF-7 cells.

Key Words: MCF-7, ER stress, Comet Assay, Sideritis akmanii, Real Time PCR,

Genotoxicity, Cytotoxicity, Endemic plant

2017, xiii + 72 pages
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

Ca Kalsiyum

dH,0 Distile su

H20, Hidrojen peroksit

mL Mililitre

ng Mikrogram

uL Mikrolitre

02 Stiperoksit radikali

nm Nanometre

°c Santigrat derece

% Yiizde

< Kiigtiktiir

> Biiytiktiir

Kisaltmalar

ATF 6 Aktive edici transkripsiyon faktorii-6

ATF 4 Aktive edici transkripsiyon faktorii-6

BIP Baglayici immunoglobulin proteini

Bcl-2 B hiicre lenfoma 2

Bax BCL2 ile iligkili X proteini

CHOP CCAAT/baglayici protein homolog proteini
CpG sitozin-fosfat-guanin

DNA Deoksiribontikleik asit

DMEM Dulbecco’s modified eagle’s medium

RNA Riboniikleik asit

DMSO Dimetilsiilfoksit

ER Endoplazmik retikulum

elF2a okaryotik translasyon baslatma faktorii 2a
FBS Fetal bovine serum

GADD34 Biiytime durdurma ve DNA hasar indiiklenebilir protein-34
GRP78 Glukoz ile diizenlenen protein 78

IFN-y Interferon gama

IL-6 Interlokin-6

IL-8 Interlokin-8

IL-12 Interldkin-12

IR Iyonize radyasyon

IRE1 Inositol requiring protein-1

LMA Agarose, Low melting point

MCF-7 Insan meme kanseri

MTT 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid
NEFA Mem non essential amino acid solution
NMA Agarose

PBS Dulbecco’s phosphate buffered saline
PERK Protein kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinaz
ROS Reaktif oksijen tiirleri

Rpm Revolution per minute

SAE Linearol kaynag1 olarak Sideritis akmanii aseton ekstresi



TNF o Tumor nekroz faktor alfa

T Thapsigargin
tRNA Tasiyic1 Riboniikleik Asit
UPR Katlanmamis protein yanit

XBP1 X kutusu baglama proteini 1

Xi
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1. GIRIS

Bir doku veya organa ait hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi ve boliinmesi olarak ifade
edilen kanser kotii huylu tiimorler olarak adlandirilmaktadir (Karatag 2014). Yunanh bir
hekim olan Hipokratin yapmis oldugu tanimlamaya gore yenge¢ anlami tagiyan “Crab”
kelimesinden koken almaktadir. Hipokrat bu tanimlamaya hastaligin baslangi¢
bolgesinden diger dokulara yayilmasmi inceleyerek varmistir (Yenidiinya 2014).
Viicudumuzun herhangi bir yerinde baslayabildigi gibi hayatimizin her déneminde
goriilmekte ve her bireyi etkileyebilmektedir. Gelismis iilkelerde kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra en yiiksek 6lim nedeni olup, bu iilkelerin saglik harcamalarinin

biiyiik bir gogunlugunu olusturmaktadir (Nursal 2012).

Meme kanseri tiim diinyadaki kadinlar arasinda en yaygin goriilen timor tiriidiir.
Ayrica akciger kanserinden sonra kadinlarda kansere bagli oliimlerin onde gelen
sebebidir (Selcen ve Erdogan 2014). Genetigin ve ¢evresel etmenlerin de etkili oldugu
diger kanserler gibi meme kanseri de multifaktoriyel ve karmasik bir hastaliktir. Meme
kanserine neden olan etmenler psikolojik, hormonal, sosyobiyolojik ve genetik olarak
siiflandirilabilir (Elgi 2016). Meme kanserinde kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina, eksojen
kanserojenlerin mutasyonlara neden olarak, protoonkogenlerin aktivasyonu ile timor
baskilayict genlerin aktivasyonunun bozulmasi sonucu apoptozis ve hiicre
proliferasyonunun kontrolden ¢ikmasi yol agabilir. Hiicrelerin ¢ogalmasi esnasinda
kromozom mutasyonlari, mensturasyon ve iligkili reseptor bozukluklari, bir¢ok biiyiime

faktorii ve hormonlar meme kanseri olusumuna neden olabilir (Valipour 2015).

ER, hiicrenin salgilama ve zar proteinlerinin sentezinden sonra paketlenme ve katlanma
isleminin yapildigi, Ca*?un hiicrede depolandigi, sterol ve lipid sentezinin yapildigi,
etrafi membranla ¢evrili ve limeninin kimyasal yapisiyla ekstraseliiler alanin kimyasal
olarak benzerlik gosterdigi organellerden biridir (Haddur 2013). ER stresi, protein
katlanmasinin yiikii ve kapasitesi arasindaki dengesizligin bir sonucu olarak, ER
limende acilmis veya yanlis katlanmis proteinlerin birikmesi ile uyarilir. Memeli
hiicreleri, IRE1 (inositol requiring protein-1), PERK ve ATF'dan olusan, entegre bir
sinyal iletim yolu olan UPR’yi aktive ederek ER stresine tepki verirler (Pan et al. 2012).



Lamiaceae familyasi, diinya genelinde yaklasik 230 cins ve 7100 tiirden olusur.
Lamiaceae familyasinin birgok tiirii tipta ve kozmetik alanlarindaki kullanimlari ile
biiyiikk dnem tasimaktadir. Lamiaceae ailesine ait baz1 biiyiik cinsler Salvia, Mentha ve
Sideritis'tir.  Sideritis tiirleri, antimikrobiyal, antiiilserojenik ve anti-inflamatuar
ozellikleri nedeniyle halk tibbinda kullanilmistir (Stagos et al. 2012). Anadolu’da ’dag
cayl’”’ veya ‘‘yayla cay1”’ olarak isimlendirilen Sideritis tiirleri aromalarindan dolay1

halk tarafindan cay olarak kullanilmaktadir.

Programlanmis hiicre olimii veya apoptoz, hayvanlarda gelisme ve homeostazin
stirdiiriilmesi sirasinda kritik bir rol oynamaktadir. Kanser hiicreleri ¢ogunlukla
apoptozu ortaya cikaran sinyallere karsi direng gosterir. Ancak bir¢ok anti-kanser
stratejisi bu bariyerin listesinden gelmek ve nihayetinde hiicre dliimiinii tetiklemek i¢in
yeterli DNA hasar1 yaratmayr amaglamaktadir (Shkreta et al. 2016). DNA'nin
oksidasyonu yanlis baz eslesmesine ve hatalarin genetik bilgiye girmesine neden olur.
Reaktif oksijen tiirleri (ROS) tek iplik veya ¢ift sarmal DNA kopmalarini, seker fosfat
hasarini, apurinik-apirimidinik bolgeleri veya kromatin gelisiminde kopyalamay1
engelleyen DNA-protein c¢apraz baglarinin olusumuna neden olabilir (Ambroz et al.
2016). Tek hiicreli jel elektroforezi (komet yontemi), in vitro ve in vivo olarak ¢esitli
hiicrelerdeki DNA hasarmin ve onariminin tespiti i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Test hizli, duyarli ve nispeten ucuz bir yOntem olmanin avantajina sahiptir.
Genotoksisite testinde yaygin olarak kullanilmakla kalmaz, ayn1 zamanda cevresel ve

biyolojik izlem ¢aligmalarinda da uygulamalar1 vardir (Imanikia et al. 2016).

Bu c¢alismada insan meme kanseri (MCF-7) hiicrelerinde thapsigargin ile ER stresi
olusturularak, strese girmis hiicrelerde SAE’nin sitotoksisitesi 3-(4,5-dimetiltriazol-2-

il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT) yontemiyle belirlenmesi amaglanmustir.

Normal ve ER stresi olusturulmus MCF-7 hiicrelerinde, SAE uygulanmasi sonucu,
ATF-4, AFT-6, PERK ve Grp78 gibi genlerin ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi ile
inflamatuar ve pro-inflamatuar etkileri igin TNFa, IFN-y, IL-6, IL-8 ve IL-12 gen ifade

diizeylerine Real Time-PCR yontemi ile bakilmasi amaglanmuistir.



Ayrica SAE’nin MCF-7 iizerinde muhtemel genotoksisitesi Komet yontemi ile

belirlenmesi amaglanmistir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmalarina, bagisiklik sisteminin denetiminden
kagmalarma ve sonug olarak dokularda metastazlar olusturmalarina neden olan, islevsel
ve davranigsal farkliliklar gegirdikleri ¢ok asamali bir siirectir. Bu farkliliklar hiicre
artisgin1 ve yasamini, diger hiicrelerle birlikteliklerini ve bagisiklik sisteminden kagma
yeteneklerini kontrol eden genetik materyaldeki modifikasyonlarin birikmesiyle ortaya
cikmaktadir (Vatansever 2014). Hipokratin yapmis oldugu tanimlamaya gore yengeg
anlami tagiyan “Crab” kelimesinden koken almakla birlikte, Hipokrat bu tanimlamaya
hastaligin baslangic bolgesinden diger dokulara yayilmasini inceleyerek varmistir
(Yenidiinya 2014). Diinya capinda dnde gelen mortalite ve morbidite nedenlerinden
biridir (Silva and Al-Jamal 2017). Yiizyilin baslarinda 6liime neden olan hastaliklar
siralamasinda  7’inci veya &’inci siralarda yer alirken bugiin diinya c¢apinda
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci siray1 almakta ve gelismis tilkelerde her bes
kigiden biri kanserden Olmektedir. En sik gorilen kanser tiirleri erkeklerde
akciger(%?22) basta olmak tizere kolorektal(%12) ve prostat(%11) iken kadinlarda ise
meme(%26) basta olmak {izere kolorektal(%14) ve midedir(%7) (Aktas 2010, Nursal
2012).

Normal hiicre ¢ogalmasinda biiylimenin devamu ile sinirlandirilmasi arasinda iyi kontrol
edilen bir denge bulunmaktadir. Halbuki tiimor hiicrelerinde kontrol bozulmus olup
(Sekil 2.1) stirekli bir hiicre ¢ogalmasi goriiliirken farklilasma kaybolmus olup,

programli hiicre 6liim siirecleri de islemez hale gelmistir (Belder 2013).

Normal »| Hiperplazisi Diplazisi

Sekil 2.1 Kanser Olusumu (Int.Kay. 1).



2.2 Meme Kanseri

Meme kanseri, meme epitel dokusundaki kotii huylu hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesiyle
karakterizedir. Hastalik her iki cinsiyette de etkili olabilmektedir. Diinya capinda
kadinlarda en sik rastlanan kanser tiirii olsa da insidans orani bolgelere gore degisiklik
gosterir ve yasla birlikte belirgin bir artisa neden olur (Lukong 2017, Nakamura et al.
2017). 2012'de yaklasik 1.7 milyon yeni vaka tanisi konmus ve tiim kadin kanserlerinin
% 25'ini olusturmustur (Ahmed 2016). Ulkemizde meme kanseri, kadinlarda en ¢ok
goriilen kanser cesidi olup, kadinlarda kanserin neden oldugu oliimlerinin basinda
gelmektedir. Sebebi tam belirlenememekle birlikte meme kanserine yakalanma riskini
radyasyona gibi gesitli 1ginlara maruz kalma, ge¢miste ailede meme kanseri vakasinin
goriilmesi, ilerleyen yas durumu, hormonal faktorler, ¢ocuk sahibi olma yasi,
bayanlarda menstruyal evrenin uzunlugu gibi ¢esitli faktorler artirmaktadir (Yaramis
2011).

Bilimsel gelismelere ve klinik ilerlemelere ragmen invaziv (yayilmaci) ve maling (koti
huylu) meme kanseri tanist konan hastalar halen kotii bir prognoza (6ngorii) sahiptir
(Reesama et al. 2016). Meme kanserinin yiiksek 6liim oraninin yaninda 6zellikle uzak
dokulara, 6rnegin akcigerler, karaciger ve kemiklere metastaz kapasitesi de yiiksektir
(Pachon 2015, Gonzalez et al. 2017). Ameliyat, kemoterapi, radyoterapi, endokrin ve
hedef tedaviler gibi kombine terapdtik yontemler tedavinin temel dayanagidir. Bununla
birlikte, basta tiimor bolgesine girme zorlugu, hastaligin dagimik yapisi ve tedavide
kullanilan maddelerin toksisitesi nedeniyle tedavi yontemleri yetersiz sonuglara neden
olabilmektedir (Shakshouk and Rashwan 2017). Bu nedenle c¢esitli ¢alismalarda
dolagimdaki tiimor hiicrelerinin saptanmast igin potansiyel molekiiler belirtecler, gogiis
dokusunun spesifik belirtegleri olarak degerlendirmistir (Pachon et al. 2015). Meme
kanserinin baglamasi ve ilerlemesi, hiicre canliligini ve proliferasyonunu kontrol eden
birden fazla genin diizensizlesmesini i¢eren ¢ok asamali bir siiregtir (Mukawera et al.

2015).



2.3 Endoplazmik Retikulum

ER Okaryotik hiicrelerin endomembran sisteminde bulunan protein sentezinin
diizenlenmesi, proteinlerin islenmesi ve katlanmasi, translokasyon ve kalsiyum

depolanmasi gibi normal hiicresel siire¢ler igin gerekli olan 6nemli bir organeldir (Imai
2016, Zanotto et al. 2017).

ER’nin hiicrelerde diiz ve graniillii olmak tizere iki tiirii bulunur. Diiz endoplazmik
retikulum (DER) hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu, lipit-streoit sentezi, karbonhidrat
metabolizmasinin diizenlenmesi, ilag detoksifikasyonu gibi gorevlere sahiptir. Graniilli
endoplazmik retikulum (GER) ise hiicre disina gonderilecek ve membran yapisina

katilacak olan proteinlerin sentezlendigi ve tasindig1 yerdir (Ozdemir 2011).

2.3.1 Endoplazmik Retikulum Stresi

ER protein sentezinin diizenlenmesi, proteinlerin katlanmasi, kalsiyum depolamasi,
kolesterol ve lipid-membran biyosentezinin kontrolii gibi normal hiicresel siiregler igin
gerekli olan Onemli bir organel tiiriidiir. ER’de yer alan metal iyonlari, saperonlar
(proteinlerin katlanarak ii¢ boyutlu hale gelmesi isleminde yer alan araci proteinler) ve
lektinler (hiicrelerin yiizey reseptorlerindeki karbohidrat birimlerine baglanarak
hiicrelerin ¢okmelerini saglayan glikoprotein veya protein yapisindaki molekiiller)
protein katlanmasinda islevleri olup, kovalent modifikasyonlar1 yonlendirerek

polipeptitlerin dogru sekilde katlanmasini veya olgunlasmasi saglarlar.,

ER, limeni igerisindeki iyon dengesi, sentez yiikii gibi fizyolojik ve biyokimyasal
seviyede meydana gelen degisimlere oldukca hassastir. Glukoz yoksunlugu, kalsiyum
bosalmasi, serbest radikallere maruz kalma, glikozilasyonun bozulmasi, asirt kolesterol
yiikii, hiicrede kontrol mekanizmalarinin oksidatif stres indiiksiyonu ile iligkili bir takim
patolojik ve fizyolojik sebeplerle bozulmasi, yanlis katlanmig proteinlerin birikmesine
ve ardindan da ER stresinin artmasina neden olur (Kose 2016, Imai 2016, Sozen and
Ozar 2017). Asir1 ve uzun siireli stresler ise iltihaplanma ve apoptozise neden olur

(Tungkum et al. 2017). Ayrica bitki tiirevi olan siskiterpen lakton olarak bilinen



thapsigargin, endoplazmik retikulum Ca**-ATP’az1 inhibe ederek ER Ca*? homeostazi

bozan giiclii bir ER stres indiikleyici toksinidir (Ozen 2013, Saito et al. 2016).

ER'de yanlis katlanmig proteinlerin birikmesi, yeni baslayan protein sentezini azaltan,
protein katlanmay1 kolaylastiran ve yanlis katlanmis proteinlerin proteozomal
bozunmasini arttiran bir koruyucu tepki olarak UPR yanit1 olusturur (Fent and Christen,
2016).
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Sekil 2.2 Endoplazmik retikulum stres yolu (He et al. 2016).

2.3.2 Katlanmamis Protein Cevabi (Unfolding Protein Response)

UPR oOncelikli olarak protein yanlis katlanma mekanizmalarin1 aktive eden hayatta
kalma tepkisidir. Bununla birlikte uzun siiren ER stres kosullarinda hiicre yasamini
bozabilir. ER stresiyle aktive edilen ii¢ yolak IRE1, PERK ve ATF-6’dir. Bu ii¢ yolakta
ER stresinin olmadigi durumlarda Grp78/BIP (Baglayict immunoglobulin proteini)



saperonu ile baskilanirlar (Kapuy et al. 2014). Bu ii¢ yolakta, IRE1 ve ATF-6 ER
homeostazin1 diizeltip yeniden kurarken, PERK ER homeostazinin eski durumuna
getirilmemesi durumunda pro-apoptotik etkileri ortaya ¢ikarmak icin yanlis katlanmis
proteinleri ortadan kaldirir. Bu nedenle, ER stresine en hizli yanit PERK tarafindan
verilir (Zhang et al. 2017). Uc transmemran proteini ER stres kosullar1 altinda,
Grp78/BiP'den ayrilirlar ve ¢ok sayida genin modiilasyonu ile transkriptomun yeniden
programlamasini baslatmak igin, otofosforilasyon yoluyla (Sekil 2.2) aktive olurlar
(Mancini et al. 2013).

Grp78, hiicre yasayabilirligini muhafaza etmek icin bircok fonksiyona sahiptir.
Transkripsiyon diizeyinde, GRP78 Hspba geni tarafindan kodlanir. Is1 sok protein-70
(Hsp70) ailesi i¢inde en bol bulunan proteindir. Ancak bu ailenin diger iiyelerinden
farkli olarak, 1s1 sokuyla indiikklenmez. Ciinkii Grp78 promoteri 1s1 sok elementinden
yoksundur. GRP78 seviyeleri hiicre iginde nispeten diisiik seviyelerde tutulur, ER ve
kalsiyum homeostazini etkileyen stresler altinda ise 6nemli 6lgilide artar. Aslinda Grp78
ilk olarak 1977'de glikozsuz ortamda kiiltiirlenmis tavuk embriyo fibroblastlarinda
kuvvetli bir sekilde indiiklenen bir 78-kDa protein olarak kesfedilmistir (Casas 2017).
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Sekil 2.3 Katlanmamis Protein Yaniti (UPR) (Carreras-Sureda et al. 2017).



2.3.2.1 PERK Yolag

PERK, ER stresi igin 6nemli bir algilama sensorii olmakla birlikte bir Ser/Thr protein
kinazidir. ER stresi olustugunda Grp78’den ayrilip, dimerleserek otofosforilasyona
ugrayan PERK, protein translasyonunu inhibe etmek i¢in alt sinyal yolaklarini indiikler
ve bdylece ER homeostazini geri kazandirir. Aksine ER stresi ¢ok uzun siirer veya
siddetli olursa ATF-4 ve CHOP (CCAAT / baglayici protein homolog proteini)
transkripsiyonu PERK yolagi tarafindan aktive edilir (Yi at al. 2017).

Fosforlanmig PERK’in baglica hedefi tRNA'larin ribozomal alt {initeye baglanmasina
aracilik eden, Okaryotik translasyon baglatma faktorii 2a (elF2a)’y1 fosforilemektir.
PERK elF2a’y1 Ser 51'deki fosforilasyon ile inaktive ederek ribozomlarin 80S alt
tinitesine baglanmasini engeller. Bu da kiiresel protein sentezini zayiflatarak ER’ye
protein akisini azaltir. Fosforile edilmis elF2a, aktive edici ATF-4’lin translasyonunu
arttirir. ATF-4, UPR ve GADD-34 (Biiyiime durdurma ve DNA hasar indiiklenebilir
protein-34)’iin kontroliinde rol oynayan birka¢ genin transkripsiyonunu indiikler.
GADD-34 e¢lF2a defosfile olmasin1 saglayan proteindir. ATF-4 otofaji, antioksidan
tepki ve amino asit metabolizmasi i¢in gerekli olan UPR hedef genlerini diizenleyerek
¢ekirdege translokasyonlarini saglar. UPR'ye bagli otofaji, kanser hiicrelerinin onciil
savunma stratejisidir. Otofaji, istenmeyen proteinlerin otofagosomlara tutuldugu ve
daha sonra lizozomal proteazlar tarafindan bozundugu katabolik bir siirectir. Otofaji,
ER homeostazinin korunmasi ve hizla ¢ogalan kanser hiicrelerinin besin maddeleri ile
beslenmesinde UPR kapsaminda 6nemli bir role sahiptir (Burton and Yung 2011,
Fonseca et al. 2013, Taguchi et al. 2017).

CHOP’un devam eden ekspresyonu hiicre oliimiinii indiikleyebilir. CHOP’un asir1
ekspresyonu, sadece B hiicre lenfoma 2 (Bcl-2) ekspresyonunu inhibe etmekle kalmaz
aynt zamanda Bcl-2 ile iligkili X proteininin (Bax) ekspresyonunu arttirir. Ayni
zamanda Bax'm sitoplazmadan mitokondriye translokasyonunu arttirir ve bdylece hiicre
Oliimiine yol acar. In vitro ¢aligmalar, Bel-2'nin asir1 ekspresyonunun apoptozu inhibe
ettigini, buna karsilik Bax'in asir1 ekspresyonunun apoptozu arttirdigi gosterilmistir (Yi

etal. 2017, Wen et al. 2017).
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Sekil 2.4 PERK’e Bagli Katlanmamig Protein Yanit1 (Rozpedek et al. 2016).

2.3.2.2 IRE1 Yolag

IRE1 yolu IREla tarafindan baglatilir ve UPRosome adi verilen bir dizi regiilator
tarafindan kontrol edilir. UPRosome, 1s1 soku proteini 72 (Hsp72), apoptoz sinyal
diizenleyen kinaz 1 (ASK1), pro-apoptotik proteinler BAX proteini ve Bcl-2 homolog
antagonisti gibi ER membraninda bir araya getirilen kompleks proteinlerden olusur.
Bununla birlikte, bu regiilatorler tarafindan IRE1 yolunun sinyalizasyonu IREla ile
iligkilendirilen veya ayrilan modiilasyonu hiicre tiiriine baghdir. IRE1 yolaginin
aktivasyonu iizerine aktif IRE1, acik okuma ¢ercevesini kaydirarak X kutusu baglama
proteini 1 (XBP1) mRNA'sin1 isler. Bu daha sonra hedef genlerini yukar1 regiile eden
aktif transkripsiyon faktorii eklenmis XBP1'in (sXBP1) ekspresyonuyla sonuglanir

(Sekil 2.3) (Yu et al. 2013).
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Sekil 2.5 IRE1 Yolag: (Ariyasu et al. 2017).

2.3.2.3 ATF6 Yolag

Memelilerde, ATF-6’nin ATF-6a (90 kD) ve ATF-6p (110 kD) olmak {izere iki formu
vardir ve her ikisti de ER transmembran proteinleri gibi tiim hiicre tiplerinde
sentezlenmistir. Strese girmeyen hiicrelerde ATF-6, ER zarinda lokalizedir ve GRP78'e
baghdir. ER stresi olustugu zaman GRP78’den ayrilarak Golgi kompleksine lokalize
olur. Golgi kompleksinde ATF-6 luminal alan igcinde SP1 (serine protease site-1
protease) ile boliniir. Daha sonra N terminal bolgesi SP2 (metalloprotease site-2
protease) ile kirpilir. Parcalanmig ATF-6, protein saperonlarini ve ERAD (ER'ye bagh
bozulma) bilesenlerini kodlayan genlerin ekspresyonunu baslatmak i¢in XBP-1 proteini
ile birlikte caligir (Doyne et al. 2011, Agauni et al. 2011, Kiling 2013).
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ATF-6'nin stres algilama mekanizmalarinm iki ¢alisma modeli vardir. Ilk model, ER
stresine bagli olarak ATF-6'dan ayrilan BiP'nin, ATF-6'nin golgi yerlesim sinyalini
ortaya ¢ikarmas1 ve ATF-6'nin golgi'ye translokasyonuna yol agmasidir. Ikinci model,
ER'de normal kosullar altinda ATF-6'nin luminal alanlarinin molekiiller arasi disiilfiir
baglar1 ile dimer veya oligomer olusturmasidir. ER stresine cevap olarak, ATF-6'nin
disiilfiir bag1 yarilir ve ortaya ¢ikan monomerik ATF-6, golgi'ye translokasyon yapar.
Golgi membranindan RIP tarafindan salinan ATF-6'nin N-terminal bZip bdlgesi,
cekirdege girer ve ER stres tepki elementi (ERSE) araciliiyla genlerin ekspresyonunu
upregiile eder (Sekil 2.6). ATF6 nin bir¢ok hedef geni, ER saperon genleri ve katlanan
enzim genleri de dahil ER kalite kontroliinde rol oynar (Ariyasu et al. 2017).
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Sekil 2.6 ATF6 Yolag: (Ariyasu et al. 2017).
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2.4 Sitokinler

Sitokinler; IFN’lar, TNF’ler, IL’ler, biiylime faktorleri, hiicre adhezyon molekiilleri ve
koloni stimiilator faktorlerini (CSF) igeren ¢esitli gruplara ayrilir. Genellikle her sitokin

ailesi akut inflamasyonun belirli yonlerine katkida bulunur (Sarikaya 2014).

Sitokinler, genel ve lokal enflamatuvar etkileri diizenleyen, olusan yaralarin gegmesinde
ve birgok olayda yer alan lokal doku hormonu olarak isimlendirilmektedirler. Ozel
reseptorlerle etkilesime girdikleri hedef hiicrelerde hiicre i¢i sinyal yolaklarin
baslatirlar. Lenfositler, iltihapli dokular, monositler ve endotelyal hiicre benzeri
bagisiklik sistemi hiicrelerinin etkilesimini saglayarak aktivasyonlarini yoneten kisa
stire etkili ve ¢oziinebilen polipeptid yapili molekiillerdir (Gorgiin 2014). Sitokinler,
hormon gibi 6zellikler gosterseler de, sentez asamalar1 ve salgilanmalar1 gegici siirelidir
ve depolanmazlar. Konsantrasyon olarak ¢ok diisitk miktarda olduklarinda hormon gibi
reseptorlere baglanarak etkilerinin gosterirler. Parakrin, endokrin ve otokrin etkilere
sahiptirler (Can 2013).

2.4.1 interlokin 6

Interlokin-6 (IL-6) farkli dokularda gesitli fonksiyonlara sahip pleiotropik bir sitokindir.
Baslangigta IL-6, bagisiklik sisteminin 6nemli bir faktorii olarak tanimlanmis olsa da bu
sitokinin metabolik regiilasyonda ve oOzellikle glikoz homeostazinda 6nemli bir rol
oynadig1 gosterilmistir (Kurauti et al. 2017). Bu pleiotropik sitokin, doku iltihaplanma
yerlerinde tiretilir ve akut organ yaralanmalari sirasinda makrofajlar, lenfositler, endotel
hiicreleri, epitel hiicreleri ve fibroblastlar da dahil olmak {izere cesitli farkli hiicre tipleri
ile dolasima salinir. 1L-6 akut faz tepkisinin indiiksiyonu i¢in biiyiik bir pro-inflamatuar
mediyator gorevi goriir. Ates, 16kosit alimi ve aktivasyonu, karaciger rejenerasyonu ve
hemodinamik etkileri de igeren genis bir yelpazedeki lokal ve sistemik degisikliklere
yol acar. Deneysel akciger hasarinda IL-6'nin faydali anti-inflamatuar etkileri oldugu
gosterilmistir (Voiroit et al. 2017).

IL-6 geni, p21-24 pozisyondaki 7. kromozom {iizerinde bulunur ve diger sitokinlerinki
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gibi ifadesi siklikla transkripsiyonel seviyede diizenlenir. IL-6'nin diizenleyici bolgeleri,
niikleer faktor interlokin-6 (NF-1L-6), niikleer faktor-kappaB (NF-kB), aktivator protein
1 (AP-1), CAAT baglayici protein beta (C/EBP-beta) ve glukokortikoid reseptorleridir.
IL-6 geninin ifadesi gesitli transkripsiyonel faktorlerin, destekleyici bolgedeki spesifik
duyarli elemanlara veya sekanslara baglanmasi yoluyla diizenlenir ve etkili bir sekilde
modiile edilir. IL-6 geninin 5' ve 3' bitigik bolgeleri olduk¢a polimorfiktir ve bu genin
promotor bolgesinde birka¢ patojen mutasyon ve tek niikleotid polimorfizmi (SNP)

tamimlanmistir (Banday et al. 2017).

2.4.2 interlokin 8

IL-8 (interlokin-8) veya CXCLS8 aktive edilmis monositler ve makrofajlar, epitelyal ve
endotel hiicreleri, fibroblastlar ve noétrofiller tarafindan tretilen bir CXC kemokindir.
Notrofil kemotaktik faktor (NCF) olarak da bilinir, ¢ilinkii esas olarak notrofillerin
kemotaksisini, ayn1 zamanda da bazofiller ve T-lenfositleri indiikler. IL-8, endotel
hiicreleri, makrofajlar, mast hiicreleri ve keratinositler gibi diger hedef hiicrelerde
anjiyojenez, fagositoz, aktivasyon, ekzositoz, solunum hizlanmasi gibi gesitli etkilere
neden olur. Tim bu etkilere, kemokin ve G-protein ¢ifti gruplarinin iki reseptori
CXCR1 (IL-8 reseptor alfa) ve  CXCR2 (IL-8 reseptor beta) iiyeleri arasindaki
etkilesimle aracilik etmektedir (Cianga et al. 2016).

Bir yaralanma veya enfeksiyon esnasinda IL-8, anjiyogenezi tesvik ederek ndtrofillerin
damardan dokuya alimmasini saglar. Bununla birlikte pro-inflamatuar sitokinler,
hiicresel stres, bakteriyel ve viral uyaricilarda IL-8 proteininin ekspre edilmesini
tetikler. Genellikle artmig IL-8 seviyeleri romatoid artrit, enflamatuar bagirsak hastaligi,
idiyopatik pulmoner fibréz, akut solunum sikintisi sendromu, ateroskleroz gibi birgok
kronik hastaligin ilerlemesiyle iligkilidir. Bu nedenle viicut sivilart icinde IL-8
konsantrasyonlarinin izlenmesi ciddi hastaliklarin erken ve dogru algilanmasim

saglamak i¢in 6nemlidir (Sharma et al. 2016).
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2.4.3 interlokin 12

IL-12 bakteriler, bakteri {irinleri ve hiicre igi parazitlere tepki olarak 6ncelikle fagositik
hiicreler ve antijen olusturan hiicreler tarafindan tretilen bir heterodimerik sitokindir
(Alkayyal at al. 2016). Onemli bir pro-inflamatuar sitokin olan 1L-12, 35 kDa (IL-12A)
ve 40 kDa (IL-12B) olmak tizere iki disiilfid bagl altbirimden olusur. IL-12, T yardimci
tip (Th1)/(Th2) sitokin dengesi iizerinde antagonistik bir etkiye sahiptir. Dogal ve
edinilmis immiin yanitlar arasinda islevsel bir bag saglar (Wang et al. 2014). Aym
zamanda antitimor bagigiklikta Snemli bir sitokin olan interferon-y iiretimi ile
karakterizedir (Cui et al. 2017). IL-12, sadece hayvan modellerinde tiimor hiicrelerinin
cogalmasini inhibe etmekle kalmaz aynm1 zamanda bazi kosullarda virlis bulagmig
hiicrelerin yok edilmesine neden olur. Bu nedenle, IL-12, viriis enfeksiyonu ve kanser
gibi hiicresel bagisikligin 6nemli oldugu hastaliklar igin biiyiik potansiyele sahiptir (Wei
et al. 2014).

2.4.4 interferon Gama

Interferon-y, dogustan gelen lenfoid hiicreler, dogal &ldiiriicii hiicreler, sitotoksik T
hiicreleri (CD8") ve yardimct T hiicreleri (CD4*) gibi Tip 1 bagisiklikta yer alan
hiicreler tarafindan {iretilen pro-inflamatuvar ve ¢ok islevli bir sitokindir. 1FN-y,
makrofajlar1 aktive ederek hiicreler arasi mikrop enfeksiyonu sirasinda onlari etkili
efektor hiicrelere doniistiiriir. Interlokin-4 (IL-4) ve interldkin-13 (IL-13) gibi hiicre

sitokinlerinin islevlerini antagonize eder (Oyanagi et al. 2017).

Bu sitokin, TNF-a ve IL-6 da dahil olmak tizere gesitli pro-inflamatuar mediatorleri
upregiile ederek iltihaplanma tepkisini ydnlendirme potansiyeline sahiptir. Onceki
veriler IFN-y'nin bazi kosullar altinda pro-inflamatuar niikleer transkripsiyon faktorii-
kB'nin (NF-kB) aktivasyonunu direkt olarak artirabilecegini dile getirmektedir
(Mahmoud et al. 2016). Ayrica IL-12, T lenfositleri ve dogal oldiiriicii hiicreler
tarafindan IFN-y tiretimini uyarir (Arai et al. 2008).
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2.4.5 Tiimor Nekroz Faktor o

En gii¢lii inflamatuar sitokinlerden biri olan TNF-a, aktif makrofajlar tarafindan
iretilmekte olup inflamasyona, bagisikliga ve apoptozise aracilik eden pleiotropik bir
sitokindir. TNF-a IL-1, IL-6 ve IL-8 dahil sitokinlerin iiretimini uyarir. Vaskiiler
endotel hiicreleri igin TNF-a'ya maruz kalma, inflamatuar sitokinlerin 6zellikle niikleer
faktor kB (NF-kB), c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ve p38 mitojen aktive protein kinaz
yolaklarinin aktiflesmesine yol acar (Bian et al. 2017, Isik et al. 2016).

TNF-o’nin  virlisle enfekte olmus hiicrelerde apoptozis ve sitotoksik etkisi,
immiinomodiilatér aktivite, antiviral etki ve bir¢ok biyolojik fonksiyonlarla birlikte,

inflamasyonun yaninda hiicresel immiin tepkide de 6nemi oldugu gosterilmistir (Can

2013).

2.5 DNA Hasan

Genetik bilginin nesilden nesle saglikli olarak aktarilabilmesi igin DNA yapisinin
korunmasi son derece onemlidir. DNA molekiiliinde i¢ veya dis faktorlerin etkisiyle
olusabilecek tiim degisimler ‘DNA hasar1’ olarak adlandirilir. DNA hasar1 hiicrede,
hiicre hasar1 6nleyebilecek veya hasari diizeltemeyecek ise programli hiicre 6liimiinii
gerceklestirecek bir ¢ok olay1 tetikler. Hiicre, farkli metabolik yollar1 kullanarak DNA
hasarlarina cevap verir. DNA hasari, hasar onarimi mekanizmalari ile onarilir veya
apopitoz yolu indiiklenerek hiicre 6liime gotiirtilir. DNA molekiilii onarilabilen dinamik

yaptya sahip tek molekiil olmasi bakimindan 6nemlidir (Yiiksel 2011).

Insan DNA’smn biitiinliigiinii kimyasal bilesikler, X-i1smlar1 ve ultraviyole gibi
cevresel faktorler, siirekli tehdit ederek farkli DNA hasarlarina neden olmaktadirlar.
DNA hasarina 6rnek olarak bazik alanlar, ¢ift ve tek zincir kiriklari, delesyonlar,
insersiyonlar ve DNA-protein ¢apraz bag olusumlari verilebilir. DNA’da dis faktorlerin
yaninda i¢ faktorlerden de kaynaklanan hasar olusabilir. DNA rekombinasyonu ve
replikasyonunun gergeklestigi islemler sirasinda olusan serbest radikaller gibi endojen

etmenlerde DNA’da hasara neden olmaktadir. DNA onarimi, replikasyon hatalari,
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mutasyon, hiicre 6liimii, genomik kararsizlik ve DNA hasariin devamliliginda devreye
girmektedir (Onur et al. 2009). DNA onarimi polimerazlar, rekombinazlar, helikazlar,
niikleazlar, demetilazlar kinazlar, fosfatazlar, topoizomerazlar, glikozilazlar ve
ligazlarin enzimatik aktivitelerinde ki degisimlerle gerceklestirilmektedir. Insanda DNA
onariminda 130’dan fazla genin gorev aldig1 ve bu saymin daha yiiksek oldugu tahmin

edilmektedir (Kurtoglu ve Tekedereli 2015).

2.5.1 Cevresel Etmenlerden Kaynaklanan DNA hasari

Ultraviyole (UV) i1simnlari, iyonize radyasyon (IR) ve dogal yada insan yapimi

kimyasallar DNA’da hasara neden olmaktadir.

UV Isinlar1 ve DNA hasari; viicudun i¢ kismi ile dig kismi arasinda ilk bariyeri
olusturan cildimiz UV isinlarina diizenli olarak maruz kalmaktadir. Diinya'nin yiizeyine
ulasan UV 15181 DNA, RNA, proteinler ve lipidler gibi hiicresel bilesenlere zarar
verebilir. Bu nedenle dogal ortamimizdaki en belirgin kanserojendir (Munoz et al.
2017). UV-C (< 280 nm) tarafindan iiretilen DNA hasari, pirimidin dimerler iken UV-B
(280—320 nm) ve UV-A (320400 nm) hem pirimidin dimerleri hem de oksidatif DNA
lezyonlari iiretir. UV, hiicresel DNA’y1 ve hiicre zarimi etkileyerek homeostazi korumak

icin ¢ok ¢esitli sinyal olaylar1 tetikleyebilir (Sekil 2.7) (Takeuchi et al. 2016).

Iyonize Radyasyon (IR) ve DNA hasari; IR, tipta tan1 ve tedavi amaciyla, sanayi
alaninda ve savaglarda giderek daha fazla kullanilmaktadir. Normal biyolojik
sistemlerin IR’ye kontrolsiiz olarak maruz kalmasi, genellikle IR dozuna bagli olan
cesitli istenmeyen biyolojik etkilere neden olur. Total viicudun IR’ye maruz kalmasi bir
cok hasara veya hiicre i¢i lezyonlara neden olur. Enerji biyomolekiilleri dogrudan
etkileyebilir ve kimyasal baglarin bozunmasina neden olabilir. Diger taraftan enerji,
hiicresel biyomolekiillere zarar veren reaktif oksijen tiirlerinin veya serbest radikallere

yol agan su molekiillerinin olusmasina neden olabilir.

Yiiksek lineer enerjili IR (agir iyonlar vb.) biyomolekiillerde dogrudan enerji birikimi

yaparak hasarin ¢ogundan sorumludur. Diisiik lineer enerjili IR (6rnegin X-1sinlari, y-
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1sinlart) hiicre i¢i su molekiillerinin iyonlagmasi ile hasar olusturur. Dolayisiyla diisiik
lineer enerjili IR, ROS ve serbest radikaller iiretmek suretiyle hiicrelerde hasarin % 70-
80’inden sorumludur. Siiperoksit anyonu, hidroksil radikalleri, hidrojen peroksit ve tekli
oksijen gibi reaktif oksijen tiirleri membran lipitlerinin oksidasyonu, amino asit
modifikasyonu ve DNA hasar1 gibi bir ¢ok lezyona neden olmaktadir. Diisiik IR
dozlarinin neden oldugu DNA hasarinin ¢ogunlugunu DNA baz modifikasyonlar1 ve
baz hasar1 olusturur. Daha yiiksek dozlarda ise DNA tek iplik kirikliklari, ¢ift iplik
kirikliklar1 ve kiimelenmis DNA lezyonlari olusur (Sekil2.8) (Bala 2014).

uv
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Alternatif ekleme

Sekil 2.7 DNA yapisina UV etkisi ve onarimi (Munoz et al. 2017)

Kimyasal maddeler ve DNA Hasar1; DNA hasarina neden olan 6nemli faktorlerden biri
de kimyasal maddelerdir. Bu baglamda endiistriyel kirlilik ve gida kontaminasyonu
giinimiizde daha da 6nemli konular haline gelmistir. Ciinkii bu faktorler saglik
konusunda olumsuz etki risklerini artirmaktadir. Yabanci kimyasallar veya
ksenobiyotikler yasam alanmimizin her yerinde bulunaktadir. Ornegin giinliik yasamda
dioksin, nikotin, polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) ve aflatoksinler gibi farkli

ksenobiyotik ¢esitleri bulunur.
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Dogrudan kisa vadeli radyasyon etkileri.
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Dogrudan kisa vadeli radyasyon hiicreye
etkileri.
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Telomerlerde onarim mekanizmalarinin eksikligi telomerlerde hasar birikimine

neden olur.
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dengesizlikler, devam eden oksidatif stres.

|

Uzun vadeli genetik istikrarsizlik.
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Heterozigotluk kaybr, resesif genomik mutasyonlarin
maskelenmesi, yaslanmanmn bypass edilmesi

Ureme  hiicrelerinde uzun siireli radyasyon etkileri.

Radyasyona bagli karsinogenez

Sekil 2.8 Radyasyon ve etkileri (Shim et al. 2014)

Ksenobiyotiklere uzun siireli maruz kalma ve maruz kalma yollar1 nedeni ile hastalik
gelisiminin baslatilmasi insan sagligini yavasta olsa olumsuz etkilemektedir. Nitekim
epidemiyolojik olarak yapilan ¢aligmalarda cilt temasi, yutma ve soluma yoluyla giinliik
PAH’lara maruz kalmanin metabolik hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanseri

tetikleyebilecegi gosterilmistir.

Insan viicuduna giren ksenobiyotikler dért asamadan gecer; bunlar absorbsiyon,

dagilim, metabolizma ve eliminasyondir. Metabolizma evresi ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonunda ve biyoaktivasyonunda Onemli bir rol oynamaktadir.
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Ksenobiyotikleri ve ilaglar1 metabolize eden enzimler tarafindan gergeklestirilen
metabolizma evresi Faz 1 (oksidasyon, indirgeme ve hidroliz reaksiyonlari) ve Faz Il
(konjuge reaksiyonlar) enzimleri ile yiritiiliir. Ancak bazi durumlarda Faz I enzimler
tarafindan metabolize edilen ksenobiyotiklerden DNA mutasyonunu ve karsinogenezi
indiikleyecek reaktif veya mutajenik metabolitler olusabilir. Ornegin aflatoksin Bl
mutajenik aflatoksin-8-9-epoksiye CYP3A4 ile metabolize olur (Wu et al. 2017).
Cevresel kimyasallardan kansere neden olan en yaygin kimyasal tiitlin {iriinleridir. Bu
irtinler ag1z boslugu, akciger ve diger dokular olmak iizere ¢esitli dokularda kanserlere

neden olmaktadir (Yavuz 2013).

2.5.2 Endojen Kaynaklhh DNA Hasari

Endojen kaynakli DNA hasart etmenleri arasinda deaminasyon, metilasyon, oksidatif

stres gibi organizmada olugabilecek durumlar sayilabilir.

Deaminasyon; niikleik asit ipliklerindeki bazlarin deaminasyonu endojen veya ekzojen
ajanlara maruz kalindiginda dogal hidroliz tarafindan uyarilan spontan bir olaydir.
Insanlarda deaminasyon olaylari, inflamasyon sirasinda makrofajlar tarafindan {iretilen
nitrik oksit ve siliperoksitler tarafindan uyarildig: diisiiniilmektedir. Orijinal bazlarla
eslenebilen deaminasyon {irlinleri replikasyon sirasinda potansiyel olarak mutajenik
olabilir. Ornegin sitozin deaminasyon iiriinii olan deoksiiiridin, urasilin deoksiriboz
halkasina tutturulmus bir niikleosiddir. Bu deaminasyon iirlinii urasil-DNA glikosilaz1

ile baslatilan baz eksizyon onarimi (BER)’na maruz birakilir (Kuraoka 2015).

Dort DNA bazindan iigii Sitozin, adenin ve guanin amino gruplarina sahiptir ve bunlarin
deaminasyonuna sirasiyla karsilik gelen baz analoglari urasil, hipoksantin ve ksantindir.
Tek sarmal DNA’da adenin deaminasyonu fizyolojik kosullar altinda sitozin
deaminasyonundan ¢ok daha diisiik bir oranda gerceklesirken, cift sarmalli DNA
(dsDNA)’da adenin deaminasyon hizi sitozin deaminasyonu ile benzerdir (Kuraoka
2015).
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Metilasyon; DNA metilasyonu, 5-metil sitozin olusturmak igin sitozin halkasinin 5.
karbonuna bir metil grubunun kovalent olarak baglanmasimi igerir (Sekil 2.9)
(Ramakrishnan and Bose 2016). DNA metilasyonu genel olarak sitozin-fosfat-guanin
(CpG) bolgelerinde meydana gelir ve protein fonksiyonu, gen ekspresyonunu ve RNA
islenmesini diizenler (Hua et al. 2017). Diyet, genetik varyasyon, yaslanma gibi
cevresel ve genetik faktorler, metil CpG baglayici protein 2’yi ve DNA metil
transferazlar1 gesitli promotoérlere yonlendirerek, promotér CpG metilasyonunu

etkileyebilen oksidatif stresi tetikler (Sundar et al. 2017).
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Sekil 2.9 Sitozinin Metillenmesi (Zampieri et al. 2015)

Bir CpG adast DNA’daki CpG alanlarimin uzantist olup, bir genin promotor
bolgesindeki CpG adasi metillenince gen ifadesi kapanir. DNA metilasyonunun,
DNA’nin egrilik, sertlik ve esneklik gibi baz1 fiziksel 6zelliklerini etkiledigi ve bunun
da transkripsiyon inhibisyonuyla iligkili olabilecegi saptanmistir. Anormal DNA
metilasyonu (hipo ve hiper metilasyon) bircok insan hastaligi ile iliskilendirilmistir.
Timor baskilayici genler normal durumlarda genom iginde aktiftir ancak DNA
hipermetilasyonu ile bu genler susturulur. Genomda kansere neden olabilecek genler
promotor bolgelerindeki hipometilasyona bagli olarak acgilirlar (Ramakrishnan and Bose

2016).

Oksidatif Hasar; oksidatif stres, lipidler, DNA ve proteinler gibi makromolekiillerin
oksidasyon ile yiikseltgenmesidir (Vida et al. 2017). Oksidatif streste reaktif oksijen
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tirlerinin (ROS) {iretimi ve bertarafi arasindaki dengesizlik Huntington hastaligi,
Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi ve amyotrofik lateral skleroz gibi cesitli
norodejeneratif bozukluklarda 6nemli bir faktordiir (Guadagno et al. 2017). ROS’lar
olarak bilinen serbest radikaller, en distaki yoriingesinde bir veya daha fazla
eslenmemis elektron icerir. ROS’lara 6rnek olarak siiperoksit anyon (O ), peroksil
(ROO.), hidrojen peroksit (H,0,), peroksil radikali (ROO ), ozon (O3z) ve reaktif
hidroksil (OH ) verilebilir (Verma et al. 2014).
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Sekil 2.10 ROS’larin olusumu (Tell et al. 2013)

ROS’lar; lipidler, proteinler, DNA ve diger biyolojik makromolekiillerin yapisin
zayiflatarak organizmalarin yasami ve sagligi i¢in tehdit olusturmaktadir. Oksidatif
stresin neden oldugu en biiyiik tehdit DNA hasarinin olusmasi ve en énemlisi de DNA
cift iplik kirikliklaridir. DNA ¢ift iplik kirikliklar1 DNA’nin her iki ipliginde
olustugundan 6zellikle hiicre canliligi etkilemektedir (Meter et al. 2016). Oksidatif stres
sonucu olusan DNA hasar diizeyleri ¢esitli yontemlerle belirlenebilir. Bu yontemlerden

en ¢ok kullanilan Komet yontemidir.
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2.5.3 Komet Yontemi

Hiicrelerde bulunan DNA; UV, radyasyon, reaktif oksijen (ROS) ve reaktif azot tiirleri
(RNS) gibi bir¢ok gevresel etmen ve kimyasallarin saldirisina ugrar. Biiyiik hastaliklarin
etiyolojisiyle DNA hasarinin iliskili oldugu gosterilmistir. Ozellikle nérodejeneratif
hastaliklar, yaslanma ve kardiyovaskiiler hastaliklarla oksidatif DNA hasari
iliskilendirilmistir. Karsinogenezin ¢esitli evrelerinde DNA hasar1 patolojik agidan
incelenmistir. Oksidatif DNA hasari, sigaranin, kanserojenlerin, besinlerle alinan
antioksidanlarin veya UV 1sinlarinin insan sagligina etkisinin izlenmesinde énemli bir
kriter olarak diisliniilir. Oksidatif DNA hasarinin Ol¢lilmesi icin ¢esitli yontemler
Onerilmis olsada Komet tahlili spesifik olarak biitin DNA hasarlarim1 6lgmek igin

kullanilir (Gyori et al. 2014).

Komet yontemi in vitro ve in vivo olarak DNA hasarinin degerlendirilmesinde yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir (Dalrymple et al. 2015). Hizli, giivenilir ve basit bir
biyokimyasal teknik olmasi komet yonteminin son yillarda gelistirilmesini saglamistir
(Darrag and Fayyad 2014). Tek hiicreli jel elektroforezi (SCGE) olarak da
bilinmektedir. Komet yonteminin temel ilkesi basittir. Agaroz jel i¢ine gomiilmiis
hiicrelerin parcalanmasindan sonra elektroforez islemi ile yliriitiilmesine dayanir.
Elektroforez islemi aninda hasar gérmemis DNA’lar olduklar yerde kalirken, kiriklar
ortaya ¢ikar. Kirllmig DNA pargalart kuyruklu yildiz seklinde bir yapi olusturarak
anado dogru uzanir. Daha sonra bu kuyruklu yildiz seklindeki DNA, DNA baglayici bir
boya (6rnegin etidyum bromur) kullanilarak goriiniir hale gelitirilir. DNA’da olusmus
hasarin derecelerini degerlendirmek i¢in kuyruklu yildizin sekli, boyutu ve igindeki
DNA miktar1 dl¢iiliir. Komet yonteminin analiz protokolii ¢esitleri DNA ¢apraz baglari,

tek iplik kiriklar1 ve ¢ift iplik kiriklariin 6l¢iilmesidir.

Komet yonteminin 6zellikleri numune basina az bir miktar hiicreye ihtiyacinin olmasi
ve bireysel olarak veri saglamasidir. Komet yontemi biyolojik gozlem, radyasyon
biyolojisi, ¢evresel toksikoloji, beslenme calismalar1 ve kanser calismalar1 da dahil

olmak iizere DNA hasarmin incelenmesinde kullanilir. Komet yonteminde kuyruklu
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yildizlarin ~ skorlanmas1 gorsel olarak veya gorlinti analiz yazilimlar ile

degerlendirilebilir (Gyori et al. 2014).

Oksidatif stres DNA hasar1 Komet
tahlili
# e *
S - - = A U
Sonug Acik Komet

Intensity profiles

Sekil 2.11 Komet Yonteminin Asamalar1 (Gyori et al. 2014).

2.6 Sideritis

Sideritis cinsi, Lamiaceae familyasindan olup diinya tizerinde 150’den fazla tiirle temsil
edilmektedir (Celik et al. 2016). Sideritis tiirleri iber Yarimadasi, Akdeniz iilkeleri, Orta
Dogu ve Kuzey Afrika cografyasinda bulunur (Brankovic et al. 2011). 20-75 cm
boylarinda orta ve subtropik bolgelerde yayilis alanina sahip bir ¢alidir (Korkmaz
2015). Sideritis tiirleri aromatik ve tibbi ozellikte olup ¢ok yillik veya tek yillik

tirlerdir.

2.6.1 Sideritis Tiirlerinin Tiirkiye Cografyasinda Dagilinm

Ulkemizde 46 tiir ile temsil edilmekte olan Sideritis cinsi, % 77.5 emdemizm oranina

sahiptir. Gliney ve Bati Anadolu bolgelerimizde genel olarak yayilis gostermektedir
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(Korkmaz 2015). Anadolu cografyasinda aromalarindan dolayr ’dag ¢ay1’’ veya “’yayla

cay1’’ olarak isimlendirilmis ve ¢ay olarak tiiketilmistir.

Sideritis tiirleri bir¢ok etkisi bulunmakla birlikte anti-oksidan, analjezik, anti-
proliferatif, anti-inflamatuar, anti-iilserojenik anti-viral ve anti-apoptotik gibi bir¢ok
biyolojik etkiyede sahiptir (Celik et al. 2016, Gonzalez-Burgos et al. 2016). Halk
arasinda tibbi amagli olarak Sideritis tiirleri ates diisiirlicli, sinir uyarici, sindirim
diizenleyici, idrar soktiiriicli, kanamay1 durdurucu, yaralanmalarda kan durdurucu ve

enfeksiyon hastaliklarinda kullanilmistir (Carik¢1 2010).

Sideritis akmanii tiirii Afyonkarahisar ili Kumalar yaylasi ile Suhut-Sadikli ilgelerinde

bulunmaktadir. Tiir tilke endemiklerimizdendir (Resim ) (Duman et al. 1995).

B ¢ e -

Resim 2.1 Sideritis akmanii

Sideritis tiirlerinin kimyasal bilesenlerinde birgok kimyasal tanimlanmis olup; ugucu
yaglar, lignanlar, terpenler, kumarinler, flavonoidler, steroller ve iridoidler bunlardan
bazilaridir (Balli 2012). Foliol, linearol ve sidol Sideritis tiirlerinde en yaygin bulunan

diterpenlerdir (Gonzalez-Burgos et al. 2016).
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2.6.2 Sideritis Tiirlerinin Fitokimyasal Bilesenleri

2.6.2.1 Terpenler

Bitki ve hayvanlarin sentezledigi sekonder metabolitlerden olan terpenler, ¢ok
cesitlilige sahip organik molekiillerdir. Kozalakli ¢cam recinesinde elde edilen
turpentinden gelen terpen isminde —en ¢ki olefinik baga sahip oldugunu gostermektedir
(Carike1 2010).

Cam agaclari, okaliptiis, limon otu, zambak, kisnis, kimyon, lavanta, turunggil, nane,
menekse, biberiye, giil, kekik gibi bitkiler ve bu bitkilerin yaprak, kok, govde, meyve,
yumru, ¢igek ve tohumlari, baharath tatlar1 ve kokulari ile bililinirler. Bitkilerin bilinen
bu oOzellikleri barindirdiklar terpenlerden gelmektedir. Terpenler destilasyon veya
ekstraksiyon yolu ile bitkilerin tamamindan veya bir kismindan elde edilir. Bu ekstratlar
aynt zamanda ugucu yaglar olarak bilinirler ve bircok alanda kullanimlar1 vardir

(Bozdas 2012).

Terpenlerin siniflandirilmasida 2-metil-1,3-biitadien (izopren) alt birimlerinin sayisina
gore terpenler; hemiterpenler, monoterpenler, seksiterpenler, diterpenler, sesterpenler,
triterpenler, tetraterpenler ve politerpenler olarak yapilmistir (Ozyagc1 2015). Foliol,
linearol ve sidol, Sideritis tiirlerinde en yaygin bulunan diterpenlerdir (Gonzalez-Burgos
et al. 2016). Ornegin Sideritis akmanii’den linearol (ent-3f,7a-dihydroxy-
18acetoxykaur-15-ene), isolinearol (ent-3p,7a-dihydroxy-18acetoxykaur-15-ene), foliol
(ent-3p,7a,18-trihydroxykaur-16-ene), isofoliol, sideridiol (ent-7c,18-dihidroxykaur-
15-ene) ve sideroxol (ent-7a,18-dihydroxy-1583,163-epoxykaurane) gidi diterpenler
1zole edilmistir (Carik¢1 2010).

2.6.2.2 Flavonoidler
Flavonoidler bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan ¢ok ¢esitli polifenolik bir gruptur.

Ozellikle yapraklarin renklenmesinden sorumlu olsalar da bitkilerde hemen hemen her

yerde bulunurlar. Insanlarin tiikettigi meyvelerin, sebzelerin ve caylarin renklenmesine
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ve tatlanmasina katki saglarlar (Dhiman et al. 2016). Bitkilerden tiiretilen sekonder
metabolitler olup giiniimiize kadar 7000°’den fazla flavonoid saptanmistir (Akimoto et
al. 2017). Kimyasal yapilarina gore flavonollar, flavanonlar, flavonlar, flavonollar,
izoflavonoidler ve antosiyanidinler olmak iizere 6 gruba ayrilmislardir (Hoensch and
Oertel 2015). Flavonoidlerin anti-kanser, anti-oksidatif, anti-diyabetik, anti-obezite ve
anti-inflamatuar etkileri olup insiilin direncini de arttirdiklar1 belirlenmistir (Nishina et
al. 2017).

2.6.2.3 Lignanlar

Lignanlar, iki fenilpropanoid birimin oksidatif dimerizasyonu ile iiretilen bir sekonder
bitki metaboliti sinifidir (Rezende et al. 2011). Lignanlarin biyolojik ozellikleri
kimyasal yapisinda bulunan ¢esitli stereogenik merkezlerin stereokimyasiyla yakindan
iligkilidir. Bu baglamda literatiirde antitiimér, antiviral, antidepresan, anti-inflamatuar,
kardiyovaskiiler, antiviral, trypanosidal ve analjezik gibi bir¢ok biyolojik aktiviteleri
bildirilmistir (Rezende et al. 2011, 2016).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Cahismalarda Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

3.1.1 Cihazlar

- RT-PCR (Strategene Mx3005P QPCR sistemi, ABD)
- ELISA (Absorbance Reader ELx800 )

- Hassas Terazi (Sartorius, Germany)

- Vortex (IKA, USA)

- Vakum Pompasi (KNF Neuberger, Germany)

- Pikofiij (Roth, Taiwan)

- Floresan Mikroskop (Olympus, Japan)

- Mikroskop (Olympus, Japan)

- Santrifiij (Hettich, Germany)

- Saf Su Cihaz1 (GFL 2102, Germany)

- Laminer Kabin (JSR, Korea)

- Benmari ( GFL, Germany)

- CO; Inkiibatérii (Panasonic, Japan)

- Canli Hiicre Goriintilleme Mikroskobu (JULI Br, Korea)
- Elektoforez (Thermo Scientific EC 1000-90, USA)

- Otoklav (Jeio tech, Korea)

- pH metre (Hanna instruments, Romania)

- Buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye)

- Soxhlet (FALC Insruments, Italy)

3.1.2 Kimyasallar

- DMEM (Sigma, USA)

- FBS (Sigma, USA)

- Penisilin-streptomisin (Sigma, Israel)

- NEFA (Sigma, USA)

- Tripsin-EDTA soliisyonu (Sigma, USA)
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Tripan BLUE soliisyonu (Sigma, USA)
DMSO (Sigma, China)

PBS (Sigma, Germany)

Etil alkol (Sigma-Aldrich, Germany)
MTT (Sigma, USA)

Beta Mercaptoetanol (Sigma, Germany)
LMA (Sigma, USA)

NMA (Sigma, USA)

NaCl (Sigma-Aldrich, Germany)
Etidyum bromiir (Vivantis, USA)
Aseton (Carlo Erba Reagenti, Italy)
NaOH (AppliChem, Germany)

EDTA (Sigma, USA)

Trisma Base (Sigma, USA)

Triton X-100 (Sigma, USA)
Thapsigargin (Sigma, USA)

3.2 Sideritis akmanii ekstraksiyonu

Bitkiler Afyonkarahisar ilinin Suhut ilgesi kirsalinda bulunan Kumalar Yaylasindan,
cigeklenmenin en yiiksek diizeyde oldugu 16 Temmuz 2015’de toplandi. Toplanan
bitkilerin Dog. Dr. Mustafa KARGIOGLU tarafndan tiir tayinleri yapildi. Tiir tayinleri
yapilan bitkiler laboratuvara getirilerek karanlik ve serin bir ortamda kurumalari
saglandi. Kuruyan birkiler blender yardimiyla toz haline getirildi. Bitki tozlarindan 20 g
tartilarak 250 mL aseton ile soxhlet cihazinda 24 saat siireyle ekstraksiyon yapildi.

Ekstraksiyon isleminden sonra aseton uzaklastirilarak ekrakt kazinarak toplandi ve +4°

C’de kullanilincaya kadar muhafaza edildi.

3.3 Hiuicre Kiiltira

Cagimizda molekiiler biyoloji, biyokimyasal ve sitogenetik ¢alismalar i¢in arastirma

veya tan1 amaciyla hiicre kiiltiirleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Hiicre kiiltiiriinde
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ama¢ hiicreleri yasatmak, ¢ogaltmak ve ilerleyen zamanlarda kullanilmak iizere
dondurup saklamaktir. Giinlimiizde hiicre kiiltiirlerinde arastirma amaci ile yapilan

caligmalar daha ¢ok yer bulmaktadir (Yiikselten 2012).

Hiicre kiiltiirii teknolojisi; viral enfeksiyonlar, kronik hastaliklar i¢in dnlem almak,
kanser ve cesitli hastaliklarin tedavi amaciyla kullanilmaktadir. As1 imalat1 ve viriis
tretimi iginde hiicre kiltiirleri genellikle tercih edilmektedir. Ekonomik, etkili ve
giivenilir bir yontemdir. Kontrollii olarak hiicrelerin incelenmesini saglar (Yilmaz

2014).

Calismalarda kullanilan MCF-7 hiicre hatti Eskisehir Anadolu Universitesi Biyoloji

Bolimiunden temin edildi.

3.3.1 Hiicre Kiiltiiriit Mediyumunun Hazirlanmasi

Cizelge 3.1. Mediyumun Hazirlanmasi

Kimyasal Miktari
FBS % 10
Penisilin-streptomisin %1
NEFA %1
DMEM % 88

Kimyasallar 0,20 pm ¢apindaki filtreden (Millipore) vakum yardimi ile gegirilerek

hazirlanmistir. Hazirlanan mediyum kullanilincaya kadar +4 °C’°de muhafaza edilmistir.

3.3.2 MCF-7 Hiicrelerinin Kiiltiire Aktarilmasi

- Donmus halde kryo tiip igierinde bulunan hiicreler 37° C’deki sicak su
banyosunda 1-2 dk siire ile ¢ozdiiriilmiistiir.

- Cozinen hiicreler, igerisinde 3 mL mediyum bulunan 15 mL’lik falkona
alinmistir. Ardindan 800 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.

- Santrifiij isleminden sonra siipernatant atilip, hiicrelerin iizerine 1 mL mediyum
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eklenmis ve hafifce pipetaj yapilmustir. Icerisine % 20 FBS iceren DMEM
konulmus (5 mL), 25 cm®lik iki flaska aktarilmustir.

Hiicreler iiremesi i¢in 37° C ve % 5 CO; i¢eren inkiibatore kaldirilmustir.

3.3.3 MCF-7 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Flasklar ic¢inde hiicrelerin konfluent orani % 80-90 oldugunda pasajlama
islemine gec¢ilmistir.

Hiicrelerin iizerindeki mediyum steril pipet yardimiyla alinip atilmistir.
Hiicrelerin tizerine 37° C olan 3 mL tripsin-EDTA eklenmis ve flask yiizeyinin
her tarafina yayilmasi saglanmistir.

Ardindan flasklar 37° C ve % 5 CO; igeren inkiibatore kaldirilip 4-6 dk iinkiibe
edilmistir.

Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrildiklart gozlendiginde flasktan alinarak
icerisinde 3 mL mediyum olan falkonlara aktarilmistir.

Falkonlar 800 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.

Santrifiij isleminin ardindan hiicreler tekrar 3 mL mediyum ile yikanmustir.
Stipernatant atilip pellet tizerine 2 mL mediyum eklenmis ve hafifce pipetaj
yapilmistir.

Ardindan igerisinde 15 mL mediyum bulunan 75 cm?lik flasklara 0,5 mL olacak
sekilde paylastirilmistir.

Flasklar 37° C ve % 5 CO;igeren inkiibatore kaldirilmistir.

3.3.4 MCF-7 Hiicrelerinin Sivi Azotta Saklanmasi

Flask ytizeyinde hiicre yogunlugu % 80-90 oldugunda mediyum atild1.
Hiicrelerin {izerine 4 mL tripsin-EDTA eklenerek flask yiizeyinin her tarafina
yayilmasi saglandi.

Flasklar 37° C ve % 5 CO;igeren inkiibatorde 4-6 dk tinkiibasyona birakildi.
Hiicreler flask ylizeyinden kalkinca igerisinde 4 mL mediyum bulunan
falkonlara alindi.

Falkonlar 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
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- Siipernatant atilarak pellet iizerine 4 mL mediyum eklendi ve pellet mediyum
yardimiyla ¢ozdiriildii.

- 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

- Siipernatant atilarak pellet iizerine soguk % 5 DMSO igeren FBS eklendi.

- Hiicreler buz icerisinde bulunan kryo tiipe alind1.

- Siv1 azotta dondurularak ilerleyen zamandaki ¢aligmalar i¢in saklandi.

3.3.5 Tripan Blue Yontemi ile Hiicre Sayimi

- Flask yiizeyinde hiicre yogunlugu % 80-90 oldugunda mediyum atild1.

- Hiicrelerin {izerine 4 mL tripsin-EDTA eklenerek flask yiizeyinin her tarafina
yayilmasi saglandi.

- Flasklar 37° C ve % 5 CO;igeren inkiibatorde 4-6 dk tinkiibasyona birakildi.

- Hiicreler flask yiizeyinden kalkinca igerisinde 4 mL mediyum bulunan
falkonlara alindi.

- Falkon 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

- Siipernatant atilip hiicrelerin {lizerine 2 mL mediyum eklendi ve hafif¢e pipetaj
yapildi.

- Hiicre siispansiyonundan 50 pL alinarak, 50 pL tripan blue ile karistirildi.

- Karisim 5 dk inkiibasyona birakildi.

- Karigimdan thoma lamina 10 pL aktarilarak sayim yapildi.

- Canli hiicreler parlak goriiniirken 6l hiicreler maviye boyandi.

- Siispansiyonun mililitresindeki hiicre sayisin1 hesaplamak i¢in asagidaki formiil
kullanildi:

Toplam canli hiicre sayisy/mL = Sayim sonucu x 10%x 2
3.4 MTT Yontemi
Hiicre proliferasyon testlerinde metabolik aktivitenin Ol¢timii ve sitotoksisitenin
degerlendirilmesinde metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) tuzlar1 yaygin olarak

kullanilmaktadir. Bu yontemin ilkesi MTT boyasinin tetrazolium halkasinin

parcalanabilmesine  dayanmaktadir. MTT absorbe oldugu canli hiicrelerde
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mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enziminin katalizledigi reaksiyonla mor-mavi
renkli ve suda ¢oziinmeyen formazana indirgenir. Yalniz mitokondrinin aktif oldugu
hiicrelerde formazan kristalleri goriilmektedir. Formazan kristallerinin varligi canliligin
oldugunu gostermektedir ve yasayan hiicreler ile spektrofotometrik olarak

iliskilendirilmektedir (Yildirim Biger 2011, Beytur et al. 2011, Terzioglu et al. 2013).
3.4.1 MTT’nin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan MTT soliisyonu 5 ug/mL konsantrasyonunda hazirlandi. MTT nin
¢Ozdiirilmesinde pH 7,4 olan PBS kullanildi. Hazirlanan MTT ¢ozeltisi 0,22 um

filtreden gecirilerek steril hale getirildi. MTT soliisyonu her kullanimda taze hazirlandi.
3.4.2 MTT Yontemi ile Sideritis akmanii’nin LDsy Dozunun Belirlenmesi

- Once well plan1 yapildi.

- Sonra wellere uygun hacimlerde (2 mL) mediyum konuldu.

- Hiicre sayisi hesaplanmus siispansiyondan 24°liik plagin her bir oluguna 1x10°
hiicre olacak sekilde ekim yapildi.

- Ekimin ardindan plak 37° C ve % 5 CO;igeren inkiibatorde inkiibe edildi.

- Hiicrelerin plak yiizeyinde yogunlugu % 50-60 oldugunda Sideritis akmanii
ekstresi 1000, 750, 500, 250, 100, 50 ve 10 ug/mL olacak sekilde uygulandi.

- Kontrol olarak % 1 DMSO kullanildu.

- Plak inkiibatore kaldirthp 37° C ve % 5 CO; ortaminda 24 inkiibasyona
birakildi.

- Inkiibasyondan sonra MTT soliisyunu % 10 olacak sekilde 200 uL eklendi ve 3
saat tekrar inkiibe edildi.

- Plak kuyucuklarindaki mediyum pipet yardimiyla ¢ekilip uzaklastirildi.

- Plaktaki kuyucuklara formazan kristallerini ¢ozen DMSO 600 pL olacak sekilde
eklendi.

- Plak 10 dk inkiibasyona tabi tutuldu.

- Coziinen formazanlar mikroplak okuyucu spektrofotometre (u- Quant, BioTek
Instruments, USA) ile 540 nm absorbans degerinde 3 tekrarli olarak oOlgiimleri

yapildi.
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3.5 Thapsigargin ile ER Stresinin Olusturulmasi
3.5.1 Thapsigargin Hazirlanmasi

- 1 mg thapsigargin 153,66 pL steril DMSO ile ¢ozdiiriilerek stok hazirlanmistir.
- Stoktan seri dilisyonlarla 10~® M thapsigargin elde edilmistir.
- Kullanilincaya kadar — 80° C’de bekletilmistir.

3.5.2 ER Stresinin Olusturulmasi

- Kullanilacak dozlar ve kontrol i¢in 25 cm?’lik flasklara 5 mL mediyum ve 2x10°
hiicre eklendi.

- Konfluent oran1 % 50-70 oldugunda her bir flaska 50 pL 10 ® M thapsigargin
uyguland.

- 18 saat 37° C’de ve % 5 CO>’1i inkiibatore kaldirildi.

- 18 saatin sonunda mediyum uzaklastirilip doz uygulamasina geg¢ildi.
3.5.3 Sideritis akmanii Ekstresinin Uygulanmasi

- ER stresi olusturulmus ve olusturulmamig flasklara SAE 10, 50 ve 100 pg/mL
dozlar1 uygulandi.

- 24 saat 37° C’de ve % 5 CO; igeren inkiibatore kaldirildi.

- 24 saatin sonunda RNA izolasyonuna gecildi.

3.6 RNA Izolasyonu

Toplam RNA, RNAeasy kiti ile ekstrakte edildi.
- Hiicrelerin lizerinde bulunan mediyum pipet yardimiyla uzaklastirildi.
- Hiicreler 2-3 ml PBS ile yikandu.

- Hiicrlerin tizerine 400 pl. RL buffer (Beta mercaptoetanol ile hazirlandi)
eklendi.
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- Hiicreler kaziyici ile kazinarak homogenization spin-column tiipiine alindi.

- Sonra 15000 rpm’de 2 dk santrifiil edildi ve tiipiin {ist kismi atild1.

- Tiiptin alt kismina 300 pL % 70°lik etanol eklendi ve pipetaj yapildi.

- Homogenization spin-column tiipiindekiler RNA binding-column tiipiine
aktarild.

- Sonra 12000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi.

- Uzerine 400 uL wash DN1 eklendi ve 12000 rpm’de 1dK santrifiij edildi.

- 650 uL wash RBW eklendi ve 12000 rpm’de 1dk santrifiij edildi.

- Tekrar 350 uL RBW eklenip 12000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi.

- RNA binding-column tiipiiniin filtre olan kismu steril ependorfa aktarildi.

- Uzerine 50 uL RNase-free water eklendi.

- 12000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi ve ependorf - 20° C’ye kaldirildu.

- RNA'nin safligi ve konsantrasyonu A260/A280 absorbans oranlar1 temelinde

nanodrop UV-spektrofotometre ile ng/ul olarak teyit edildi.

3.7 cDNA Sentezi

cDNA fireticinin protokoliine goére CDNA Sentez Kkiti (Thermo Scientific) ile

uretilmistir.

- Izole edilen RNA’lardan 1,25 pg RNA alind1 ve DEPC (dietilpirokarbonat)’li su
ile 10 pL’ye tamamlandi.

- Uzerine 1 pL oligo(dT)18 primer eklendi ve pikofiij yapild.

- Ardindan 65° C’de 5 dk inkiibe edildi.

- Inkiibasyon isleminden sonra 4 pL reaksiyon buffer, 1 uL Ribolock RNase

inhibitori, 2 uL dNTP ve 1 uL revers transkriptaz enzimi eklenerek pikofiij

yapildi.

429 C’de 60 dk ve 70° C’de 5 dk inkiibe edilip — 20 © C’de sogutuldu.

3.8 Real Time PCR Analizleri

- Uretici firmanin belirtmis oldugu dogrultuda Forward ve Reverse primerler

35



distile su ile sulandirilarak stok primerler hazirlandi.

Hazirlanan stok primerler — 20° C’

Her bir 6rnek icin 7 pL distile su,

de saklandi.

1 uL forward primer, 1 uL reverse primer ve

10 uL SYBR green mikrosatrifiij tiipine konuldu.

Mirosantrifiij tiipli hazirlanan karisimin homajen olmast igin vortekslendi.

Ardindan pikofiil ile santrifiijlendi.

PCR karisimi her bir 6rnek i¢in lightcycler kapiller tiiplere 19 pL olacak sekilde

aktarildi.

Uzerine 1 pL ¢cDNA’lar eklenerek pikofiijde kisa siireli santrifiijlendi.

Cizelge 3.2. Real time PCR analizinde kullanilan genler ve primerler.

Genler Primerler
B-actin F: 5>-CACCCCAGCCATGTACGTTGC-3’
R: 5>-CCGGAGTCCATCACGATGCCA-3’
IFN-y F: 5>-GCAATCTGAGCCAGTGC-3’
R: 5>-TTTGGAAGCACCAGGCA-3’
TNF-a F: 5>-GAGTGACAAGCCTGTAGCCCA-3’
R: 5>-GCTGGTTATCTCTCAGCTCCACG-3’
IL 12 F: 5>-GACCCAGGAATGTTCCCATGC-3’
R: 5>-TTTCTGGAGGCCAGGCAACTC-3’
IL-6 F: 5>-GGTACATCCTCGACGGCATCT-3’
R: 5>-GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC-3’
IL-8 F: 5>-GACAAGAGCCAGGAAGAAAC-3’
R: 5>-CTACAACAGACCCACACAATAC-3’
Grp78 F: 5>-GCCTGTATTTCTAGACCTGCC-3’
R: 5>-TTCATCTTGCCAGCCAGTTG-3’
PERK F: 5>-CCCCAACAAGGCCAGCCTGG-3’
R: 5>-GGACAGCCAGCCGTGTTCCC-3’
ATF4 F: 5>-TCAAACCTCATGGGTTCTCC-3’
R: 5>-GTGTCATCCAACGTGGTCAG-3’
ATF6 F: 5>-CTCCGAGATCAGCAGAGGAA-3’
R: 5>-AATGACTCAGGGATGGTGCT -3’

PCR uygulamalari thermo-cycler cihazinda B-actin geni igin 95° C’de 10 dk, 94° C’de 1
dk, 61° C’de 1 dk ve 72° C’de 1 dk olacak sekilde calisildi. ATF6, PERK, ATF4 ve
IL6 icin 95° C’de 10 dk, 94° C’de 1 dk, 60° C’de 1 dk ve 72° C’de 1 dk olacak sekilde
calisildi. Grp78 igin 95° C’de 10 dk, 95° C’de 30 sn, 58° C’de 1 dk ve 72° C’de 30 sn
olacak selilde calisildi. TNFa ve IL12 igin 95° C’de 10 dk, 95° C’de 30 sn, 54° C’de 1
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dk ve 72° C’de 30 sn olacak sekilde calisildi. IFN-y ve IL8 i¢in 95° C’de 10 dk, 95°
C’de 30 sn, 56° C’de 1 dk ve 72° C’de 30 sn olacak sekilde 40 dongii olarak ¢alisildi.
Gen ekspresyon degerleri 2 A4C formiiliine gore hesaplandi. Hesaplamada kullanilan

AACt degerleri ise;
AACt = (Cthedef gen — Ct B-actin)deneysel grup — (Cthedef gen — Ct ﬁ-actin)kontrol grubu
formiilii kullanilarak hesaplandi (Pfaffl 2001).

3.9 Komet Yontemi

Cizelge 3.3. Lizis ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktari
NaCl 29,49
EDTA 7,44 g
Trisma baz 0,24 ¢g
Triton X-100 2mL
DMSO 20 mL

Hazirlanan kimyasallar dH,O ile 200 mL’ye tamamlanarak pH 10 olacak sekilde

ayarlandi.

Cizelge 3.4. Elektroforej ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktari
NaOH 60
EDTA 0,18 g

Hazirlanan kimyasallar dH,O ile 500 mL’ye tamamlanarak pH>13 olacak sekilde

ayarlandi.

Cizelge 3.5. Notralizasyon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktan

Trisma baz 1455¢
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Hazirlanan kimyasal dH,O ile 300 mL’ye tamamlanarak pH 7,5 olacak sekilde

ayarlandu.

% 1 NMA hazirlanmasi i¢in 0,03 g NMA 3 mL PBS ile bek alevinde prepara edilerek

hazirlandi.

% 0,8 LMA hazirlanmasi i¢in 0,016 g LMA 2 mL PBS ile bek alevinde prepara edilerek

hazirlandi.

Stok etidyum bromiir hazirlanmasi i¢in 5 mg etidyum bromir 25 mL dH,O’da
¢Ozdiriildii. Calismada 10 kat diliie edilerek kullanildi.

- Uygulanan konsantrasyonlardaki hiicreler flask yiizeyinden alinarak 800 rpm’de
5 dk santrifiij edildi.

- Siipernatant uzaklastirilarak hiicreler siispanse edildi.

- Hiicre siispansiyonundan 40 pL alinarak ependorf icerisinde 100 uL LMA ile
karigtirildi.

- Ependorf icindeki hiicre-LMA karimiminin hepsi alinarak bir giin 6nceden
hazirlanmis NMA’l1 lamlara prepara edildi.

- Preparatlar donmalar1 i¢in buz kesetlerinin {izerine yerlestirildi.

- Donan preparatlar iizerindeki lameller yavasca alinarak 60 dk lisiz islemine tabi
tutuldu.

- Lizis isleminden sonra 20 dk alisma 20 dk yiirlitme olmak iizere 25 V 300
mA’de elektroforez islemine tabi tutuldu.

- Elektoroforezden alinan preparatlar nétralizasyon tamponuyla yikandi.

- Yikama isleminin ardindan her bir preparat 70 uL etidyum bromdir ile boyanarak
lamelle kapatildi.

- Elde edilen preparatlardan her bir preparat i¢in floresans mikroskopta 100 hiicre

olacak sekilde sayimlar yapildi.

3.10 istatistiksel Analiz

MTT caligsmasi ile elde edilen spektrofotomekrik Ol¢timler % olarak ifade edilmistir.
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LDsy dozunun belirlenmesinde probit analizi kullanilmistir. Komet analizinden elde
edilen verilerin degerlendirilmesinde, grup ortalamalarinin karsilastiritlmasi Duncan testi
ile yapilmistir (p <0.05). Gen ekspresyon analizi, referans geni B-aktin kullanilarak

standartlastirtlmistir (Pfaffl 2001).
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4. BULGULAR

4.1 MTT Yontemi ile Sideritis akmanii Ektresinin MCF-7 Hiicre Hatt1 Uzerine

Olasi Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

MCF-7 hiicre hatt1 tizerine SAE’nin en etkin dozununun belirlenmesi amactyla MTT
yontemi kullanilarak hiicre yogunlugu belirlendi. MCF-7 hiicre hatti 24’liik plak
icerisine 1 X 10° hiicre ekilerek hiicrelerin metabolik fonksiyonlarini diizenlemeleri i¢in
24 saat beklendi. Konfluent orant % 60-70 oldugunda kiiltiir ortamindaki mediyum
almip kiiltir mediyumu ile diliie edilmis S. akmanii ektresi 1000, 750, 500, 250, 100,
50, 25 pg/mL ve kontrol olarak % 1 DMSO ilave edildi. Plak 24 saat inkiibasyona
birakildi. 24 saatin sonunda, MTT yontemi ile S. akmanii ektresinin MCF-7 hiicreleri
tizerindeki olas1 etkisi mikroplak okuyucu ile 540 nm’de okutularak (Resim4.1)
sonuclar yilizde olarak ifade edildi. Kontrol yiizde yiiz canli olarak kabul edilerek
SAE’nin % canlilik sonuglar1 hesaplandi (Cizelge 4.1). % canlilik verilerine gére probit

analizi ile latel dozu (LDso) 38,851 pg/mL olarak belirlendi (Cizelge 4.2).

% Canlilik = Absorbans numune x 100 / Absorbans kontrol

Cizelge 4.1. MTT yontemi ile Sideritis akmanii ekstresinin % canliliginin belirlenmesi

Ekstre pg/mL Absorbans degerleri % canhhk
540 nm’de (Ort.£St. Sapma)
1000 0,172 29,863,44
750 0,186 32,29+3,24
500 0,172 29,86:+5,66
250 0,143 24,82+1,65
100 0,119 20,65:0,89
50 0,255 44,27+0,69
25 0,467 81,07+7,48
kontrol 0,576 100,00+8,41

% canlilik verileri Ort. +St. Sapma olarak verilmistir.
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Cizelge 4.2. Probit analizi ile Sideritis akmanii aseton ekstresinin latel dozu (LDsp)
belirlenmesi

Latel doz (LDsp) Ekstre pg/mL
LC/EC 1.00 0,002

LC/EC 5.00 0,036

LC/EC 10.00 0,169

LC/EC 15.00 0,479

LC/EC 50.00 38,851

LC/EC 85.00 3152,927
LC/EC 90.00 8921,425
LC/EC 95.00 41660,391
LC/EC 99.00 749951,875

Resim 4.1 MCF-7 hiicre hatt1 tizerine Sideritis akmanii eksresinin MTT yontemi sonucu.

SAE’nin uygulanmadigi grupta hiicre canliliginin en yiiksek %100+8.41 oldugu
gorildi. S. akmanii estresinin uygulama gruplarinda % canliik 1000 pg/mL’de
%29,86+3.44, 750 pg/mL’de %32,29+3.24, 500 pg/mL’de %29,86+5.66, 250
ug/mL’de %24,86+1.65, 100 pg/mL’de %20,65+0.89, 50 pg/mL’de %44,27+0.69 ve 25
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ug/mL’de  %81,07+7.48 oldugu gorildi. S. akmanii  ekstresinin  artan
konsantrasyonlarinda konsantrasyon artisina  bagli  hiicre canliliginin  diistigi

gozlenirken LDso degerinin 38,851 pug/mL oldugu belirlenmistir.

4.2 Thapsigargin ile MCF-7 Hiicre Hattida ER Stresinin Olusturulmasi

ER stres ile aktive olan ATF-6, ATF-4, PERK ve Grp78 genlerinin ifade diizeylerinin
belirlenmesi i¢in MCF-7 hiicre hattinda thapsigargin ile ER stresi olusturuldu. ER stresi
igin thapsigargin MCF-7 hiicre hattma 10° M konsantrasyonunda 18 saat siireyle
uygulandi. Uygulamanin ardindan SAE’nin ATF-6, ATF-4, PERK ve Grp78 genlerine
etkisi incelendi (Resim 4.2 ve 4.3).

>

Resim 4.2 MCF-7 hiicrelerinin mikroskop goriintiisii

43 Komet Testinde Sideritis akmanii Ekstresinin MCF-7 Hiicre Hattina

Uygulanmasi

Her konsantrasyon 3 tekrarli olarak floresan mikroskopta sayildi ve her preparattan
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toplam 100 hiicre sayildip, Komet analizinden elde edilen verilerin

degerlendirilmesinde, grup ortalamalarinin karsilagtirilmasi Duncan testi ile yapilmistir

(p <0.05) (Resim 4.4).

Resim 4.3 Thapsigargin ile ER stresi olusturulmus MCF-7 hiicreler

SAE ve thapsigargin uygulamasinin sonuglarina gore en yiiksek DNA hasar skoru SAE
100 pg/mL + Thapsigargin uygulanan grupta 94,00+5,29 olarak bulundu (Cizelge 4.2).
S. akmanii ekstresinin konsantrasyon artisna bagli olarak DNA hasarindaki gézlenen

artis kontrol grubuna gore istatistiksel olarak bakildiginda 6nemli oldugu bulundu

(p<0,05).

4.4 Sideritis akmanii Ektresinin MCF-7 Uzerine Etkilerinin Real-time PCR
Bulgulari

Sitotoksisite testi ile belirlenen doza gore gen ekspresyon diizeylerinin arastirilmasi igin

thapsigargin ile ER stresi olusturulmus ve olusturulmamis MCF-7 hiicrelerine SAE 10,
50 ve 100 pg/mL olarak uygulanmistir.
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Cizelge 4.3 SAE’nin MCF-7 hiicreleri iizerinde Komet testi ile DNA hasarmn tespiti

Konsantrasyon DNA Hasar1 (Ort.£St. Sapma)
Kontrol 9,67+2,08°

% 1 DMSO 14,33+3,79%

Thapsigargin 10°M 45,00+5,00°

SAE 10 pg/mL 17,33+5,77%

SAE 10 pg/mL + T 10°M 18,33+7,64"

SAE 50 pg/mL 68,67+1,53"

SAE 50 pg/mL + T 10 M 92.00+3,00'

SAE 100 pg/mL 82,00+3,00°

SAE100 pg/mL + T 1078 M 94,00+5,29"

*Stitunlardaki farkli harfler p< 0,05 diizeyinde 6nemli. Ort.=Ortalama, St. Sapma=Standart Sapma

Resim 4.4 Komet goriintiileri

Uygulamadan 24 saat sonra total RNA izolasyonu yapilip ER stres genlerinden ATF-6,
ATF-4, PERK ve Grp78 mRNA ekspresyon diizeyleri ile inflamatuar ve pro-
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inflamatuar genlerden IL-6, IL-8, IL-12, TNFa ve IFN-y mRNA ekspresyon diizeyleri,
H(8acy

B-actin geniyle normalize edilerek hesaplanmistir. Gen ekspresyon verileri
olarak hesaplanmis ve ¢izelge 4.4’de gosterilmistir.

Cizelge 4.4 Gen ekpresyon diizeyleri 2(8ACH

Gen ATF6 | ATF4 | PERK | Grp78 | IL-6 IL-8 | IL-12 | TNFa | IFNy

Doz

Kontrol +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1

*SAEg +0,43 | +30,27 | +0,71 | +0,26 | +4,29 | +0,46 | +0,23 | +0,19 | +0,27

*SAE o+T | +0,53 | +27,92 | +0,68 | +0,52 | +1,60 | +0,97 | +0,52 | +0,29 | +0,51

*SAEs +5,72 | +0,75 | +0,75 | +1,60 | +12,2 | +2,47 | +0,17 | +0,96 | +1

*SAE5+T | +1,61 | 40,84 | +0,84 | +1,27 | +1,31 | +0,48 | +0,38 | +0,54 | +0,68

*SAE100 +0,28 | +50,09 | +0,56 | +0,84 | +6,16 | +6,77 | +0,14 | +0,33 | +0,38

*SAEqo+T | +0,23 | +124,4 | +1,24 | +0,93 | +16,14 | +5,54 | +0,65 | +0,47 | +0,53

*S= Sideritis akmanii *T= Thapsigargin

Gen ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda ATF-6 geninin SAEsy ve SAEsp+T
gruplarinda ekspresyon sevilerinin kontrole kiyasla arttigt goriilmektedir. SAE;p,
SAEo+T, SAEiw+T ve SAEiw gruplarinda kontrole kiyasla baskilandigr tepit
edilmistir. ATF-4 geninin diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda ekspresyon diizeyleri
artarken LDsy dozuna yakin dozlarda ekspresyon diizeylerinde baskilanma oldugu
goriilmiistir. PERK geni biitiin gruplarda baskilanirken sadece SAEjp+T uygulama
grubunda +1,24°liik ekspresyon seviyesi gozlenmistir. Grp78 geni ATF-6 geni ile
paralellik gostererek SAEsy ve SAEsg+T gruplarinda ekspresyon sevilerinin kontrole
kiyasla arttigir gorilmektedir. SAEyy, SAEi0+T, SAEij00t+tT ve SAEig gruplarinda
kontrole kiyasla baskilandig: tepit edilmistir.

IL-6 geni biitiin gruplarda artis gosterirken en yiiksek artis +16,14 ile SAEjp+T
uygulamasinda goriilmiistiir. IL-8 gen ekspresyon diizeyleri ise SAEjg, SAE;+T ve
SAEsy+T uygulamalarinda baskilanirken diger uygulamalarda artig gostermistir. 1L-12
geni biitlin uygulamalarda kontrole gore baskilanirken en yiiksek baskilanma SAE;gg

uglamasinda oldugu goriilmiistir. TNFo genide IL-12 geni gibi biitiin uygulama
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gruplarinda kontrole kiyasla baskilanmistir. En yiliksek baskilanmay1r ise SAEjg
uygulamasinda gostermistir. IFN-y geni SAEs uygulamasinda kontrolle ayni diizeyde
oldugu goriillmiistir. Diger uygulama gruplarinin ise kontrole kiyasla baskilandigi

sonucuna ulasilmistir.

‘1-‘ IR
'3:1 ixﬁ’d‘ 3 1 S B!

Resim 4.5 Real Time PCR analizleri sonucu PERK geninin amplifikasyon grafigi
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5. TARTISMA ve SONUC

Yapmis oldugumuz c¢alisma, hiicre kiltiirii calismasi olup kontrollii deneyler
icermektedir. Hiicre kiiltiirli calismalar1 ¢alisilan maddenin etkilerini hizli ve kisa siirede
gostermektedir. Ayrica hiicre kiiltliriinde sinirsiz ¢ogalan hiicrelerin kullanilmasi, deney
hayvanlariyla ¢alisilirken karsilagilan etik kurulu raporuna gerek birakmamaktadir. Bu
nedenle hiicre kiiltlirii calismalar1 diinya c¢apinda kanser arastirmalari, biyokimya,

sitogenetik ve molekiiler biyoloji ¢calismalarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Hiicre kiiltiirlerinde, kimyasallarin etkilerinin belirlenmesi i¢in kullanilan bir¢ok test
yontemi vardir. Sitotoksisite testleri olarak da bilinen bu testler kimyasallarin hiicreler
tizerinde ne derece ve hangi fonksiyonlarmi etkiledigini gostermek igin
kullanilmaktadir. Bu testlerden en ¢ok kullanilanlar1t WST-1, XTT ve MTT vb. testlerdir
(Yaramis 2011).

Yumrutag vd. (2015), MCF-7 {izerinde yapmis olduklar1 c¢aligmada S. syriaca nin
metanol ekstraktinin hiicre canliligi ve ¢ogalmasina olan etkilerine MTT yontemi ile
bakmiglardir. Yapilan ¢alismada 100 pg/mL S. syriaca ekstraktinin  hiicre
yasayabilirligini MCF-7 hiicrelerinde kontrole gore % 54.91°¢ diisiirdiigiinii
bulmuglardir. Calismamizda MCF-7 iizerine linearol kaynagi olarak S. syriaca ile ayni
familyadan olan S. akmanii aseton ekstresinin MTT yontemiyle sitotoksik etkileri
arastirilmigtir. S. akmanii ekstresinin konsantrasyon artisina bagli olarak, MCF-7
hiicreleri iizerine sitotoksik etkisinin arttig1 gézlenmistir. S. akmanii ekstresinin MCF-7
hiicrelerine uygulanmasindan 24 saat sonra yapilan MTT calismasiyla % canlilik
spektrofotometrik olarak Olgiilerek, hesaplamalar kontrol grubuyla karsilastiriimustir.

Yapilan probit analizi sonucu LDsp dozu 38,851 ng/mL olarak tespit edilmistir.

Loizzo vd. (2007), yapmis olduklar1 ¢alismada S. perfoliata’nin esansiyal yaglarimni
ekstre etmisler ve esansiyal yag icerisinde 15 monoterpen, 17 seskiterpen ve 1 diterpen
oldugunu tespit etmislerdir. Esansiyal yaglar ile yapmis olduklar1 hiicre kiiltiiri
caligmalarinda esansiyal yaglarin insan melonama (C32) hiicreleri ve bdbrek

adenokarsinoma (ACHN) hiicreleri iizerinde yiiksek aktivite gosterdigini ve ICso
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degerlerinin sirasi ile 98,58 ve 100,90 ug/mL oldugunu belirlemiglerdir. Bizim yapmis
oldugumuz caligmada da S. perfoliata ile ayni familyadan olan S. akmanii aseton
ekstresi artan konsantrasyona bagli olarak MCF-7 hiicrelerinde hiicre canliligim

diisiirtimiis ve LDsp degeride 38,851 pg/mL oldugu belirlenmistir.

Todorona ve Trendafilova (2014)’nin S. scardica ile yapmis olduklari calismada
bitkinin dietil eter ekstraktinin 100 pg/mL’si B16 ve HL-60 hiicrelerinde hiicre
canliligin1 sirast ile % 51,3 ve % 77,5 diisiirdiigiinii belirlemislerdir. Hiicre canliliginin
azalmasina flavonoidlerin (apigenin, luteolin ve bunlarin glikozitleri) neden oldugunu
gostermislerdir. Bu bilgiler 1s1¢inda S. akmanii aseton ekstresinin iginde bulunan

flavonoidlerin MCF-7 tizerinde gbzlenen sitotoksisite nedeni olabilir.

Komet yontemi in vitro ve in vivo olarak DNA hasarinin degerlendirilmesinde yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir (Dalrymple et al. 2015). Hizli, giivenilir ve basit bir
biyokimyasal teknik olmasi komet yonteminin son yillarda gelistirilmesini saglamigtir
(Darrag and Fayyad 2014). Tek hiicreli jel elektroforezi (SCGE) olarak da
bilinmektedir. Komet yonteminin temel ikesi basittir. Agaroz jel icine gOmiilmiis
hiicrelerin parcalanmasindan sonra elektroforez islemi ile yiiriitilmesine dayanir.
Elektroforez islemi aninda hasar gormemis DNA’lar olduklar1 yerde kalirken, kiriklar
ortaya ¢ikar. Kirllmis DNA parcalart kuyruklu yildiz seklinde bir yap1 olusturarak
anado dogru uzanir. Daha sonra bu kuyruklu yildiz seklindeki DNA, DNA baglayici bir
boya kullanilarak goriiniir hale gelitirilir. DNA’da olusmus hasarin derecelerini
degerlendirmek i¢in kuyruklu yildizin sekli, boyutu ve icindeki DNA miktar1 6l¢tliir.
Komet yonteminin analiz protokolii ¢esitleri DNA c¢apraz baglari (6rnegin timin

dimerleri), tek iplik kiriklart ve ¢ift iplik kiriklarinin dl¢tilmesidir.

Komet yonteminin 6zellikleri numune basina az bir miktar hiicreye ihtiyacinin olmasi
ve bireysel olarak veri saglamasidir. Komet yontemi biyolojik gozlem, radyasyon
biyolojisi, ¢evresel toksikoloji, beslenme calismalar1 ve kanser c¢aligmalar1 da dahil
olmak {izere DNA hasarinin incelenmesinde kullanilir. Komet yonteminde kuyruklu
yildizlarin ~ skorlanmas1 gorsel olarak veya goriinti analiz yazilimlant ile

degerlendirilebilir (Gyori et al. 2014).
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Calismamizda MCF-7 hiicreleri iizerinde SAE’nin muhtemel genotoksik etkilerine
bakilmasi amaglanmistir. Bu maksatla thapsigargin ile ER stresi olusturulmus ve
olusturulmamis MCF-7 hiicrelerine ekstre 10, 50 ve 100 ug/mL olacak sekilde
uygulanmistir. Uygulamay1 takiben 24 saat sonra hiicreler toplanarak DNA hasari
skorlanmigtir. DNA hasariin konsantrasyon artigina bagli olarak artigi gézlenmistir.
DNA hasarmin doz artisina bagli olarak artmasit MTT yonteminde elde ettigimiz hiicre
canlilig ile ters orant1 gostermektedir. MTT yonteminde doz artisina bagli olarak hiicre
canlilig1 azalirken, Komet yonteminde doz artisina bagli olarak genotoksisitenin arttigi
gozlenmistir. Bu durumda genotoksisitenin hiicre canliligi iizerinde etkilerinin oldugunu
gostermektedir. Ayrica thapsigargin uygulanan gruplarin, uygulanmayanlara oranla

daha fazla DNA hasar1 olusturdugu goézlenmistir (Cizelge 4.2).

Das vd. (2017) flavonoidler ile yapmis olduklar1 ¢alismada, kombine flavonoid
uygulamalarinin K562 hiicreleri iizerinde DNA hasarini indiikledigini bulmuslardir.
Ornegin Quercetin ve myricetin kombinasyonunun maksimum DNA hasarma yol
actigimi gostermislerdir. Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada da S. akmanii ekstresinin
icinde kombine flavonoidlerin bulunmasi ve bunlarin doz artisina bagl olarak MCF-7

hiicreleri iizerinde DNA hasarini artirdig: diisiiniilmektedir.

Guo vd. (2016)’e gore Jungermannenon A ve B diterpenoidlerinin PC3 (prostat kansri)
tizerinde ROS iiretimini baslattigin1 ve bunun da mitokondriyal hasarin indiiklenmesine
ve kalict DNA hasaria yol a¢tigin1 géstermislerdir. Yapmis oldugumuz ¢aligmada SAE
icinde diterpenoidlerin kombine bulunmasi, MCF-7 hiicrelerinde ROS iiretimini

baslatarak mitokondriyal hasarin indiiklenmesine ve kalict DNA hasar1 nedeni olabilir.

Dorman vd. (2011) yapmis olduklar1 g¢alismada Sideritis tiirlerinin toplam fenol
iceriklerini belirlemislerdir. Sulu ve metanol ekstraklarinin n-hekzana gore daha fazla
fenol icerdigini belirlemislerdir. Camellia sinensis'in polar ekstraktlari, Sideritis
tirlerine gore daha yiiksek diren¢ ve ayni zamanda demir (I11) indirgeyici etkiler
gostermistir. Bununla birlikte, demir (111) indirgeyici ve 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH) tahlilinde de Sideritis tiirlerinin non-polar ekstraktlarinin C. sinensis'ten daha
aktif oldugu bulunmustur. Ancak, ekstraktlarin hicbiri pozitif kontroller gibi yani

askorbik asit, butile hidroksianisol (BHA) ve Trolox kadar aktif olarak bulunmamustir.

49



Kronik enflamasyon, dogrudan kanser progresyonu ile baglantili olan bagisiklik sistemi
bilesenleri iizerinde bir etkiye sahiptir. Normal kosullarda graniilositler, makrofajlar,
mast hiicreleri, lenfositler, dentritik hiicreler ve dogal 6ldiirticii hiicreleri i¢eren bagisilik
hiicreleri patojenlere karsi 6n savunma gorevini gorirler. Doku hasar1 olustugunda
makrofajlar ve mast hiicreleri patojenlerin yok edilmesi i¢in dolagimdaki l6kositleri
hasar goren bolgeye yonlendirmek igin sitokinleri ve kemokinleri salgilar (Samadi et al.

2015).

Yapmis oldugumuz calismada MCF-7 hiicreleri ilizerinde SAE’nin IL-6 sitokininin
ekspresyon seviyeleri kontrole kiyaslandiginda biitiin uygulama gruplarinda artis
gbzlenmistir. Bir kemokin olan IL-8 gen ekspresyon diizeyleri ise SAEj9, SAEo+T ve
SAEsp+T  uygulamalarinda baskilanirken diger uygulamalarda artis gostermistir.
SAE’nin IL-12 ve TNFa genleri lizerindeki etkisi benzer oldugu goriliip biitiin
uygulama gruplarinda baskilanmiglardir. IFN-y geni 50 pg/mL konsantrasyonunda
kontrolle yakin etkiyi gosterirken, diger uygulama gruplarinda baskilanmistir.
Calismamizda SAE’nin IL-6 sitokinin ekpresyonunu arttirarak doku hasarinda olusan

etkiyle benzer etki gosterdigi diistiniilmektedir.

IL-8 timdr mikro ortamini biiyiik 6lgiide etkiler. Endotel hiicrelerinin aktivasyonunu,
anjiyogenezi, timor alanindaki nétrofil infiltrasyonu ve artmis otokrin sinyalizasyon
yoluyla kanser gelisimini tesvik eden kemokindir. Kanser hiicrelerinde IL-8’in
inhibisyonu, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasimni ve progresyonunu azalttigr i¢in g¢ok
onemlidir. Ozellikle prostat kanserinde IL-8, kanser riskini ve hiicre sagkalimini
arttirarak, kanserli hiicrelerin endotele ve hiicre dis1 matrikse yapismasinda énemli kilit
rol oynar. S. syriaca’nin sulu ekstraktt uyarilmig HT29 ve PC3 hiicreleri iizerinde IL-8
seviyesini 6nemli 6lgiide diislirdiigii gdzlenmistir (Kogiannau et al. 2013). Yapilan bu
caligmaya gore bizim bulgularimizda SAE’nin MCF-7 hiicrelerinde IL-8 gen
ekspresyon diizeyleri SAEjg, SAEjp+T ve SAEs+T uygulamalarinda baskilanirken,
SAEsy, SAEjg ve SAEjpotT uygulamalarinda artis gostermistir. Bu da S. akmanii’nin
Anadolu’da halk tarafindan ¢ay olarak tiiketilmesinin tibbi olarak etkili oldugunu
gostermektedir. Halk tarafindan c¢ay olarak tiiketilirken dolayl olarak diisiik dozlarda

kenser gelisimini ve ilerlemesini yavaslattig1 diistiniilebilir.
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ER, liimeni igerisindeki iyon dengesi, sentez yiikii gibi fizyolojik ve biyokimyasal
seviyede meydana gelen degisimlere oldukca hassastir. Glukoz yoksunlugu, kalsiyum
bosalmasi, serbest radikallere maruz kalma, glikozilasyonun bozulmasi, asir1 kolesterol
yiikii, hiicrede kontrol mekanizmalarinin oksidatif stres indiiksiyonu ile iliskili bir takim
patolojik ve fizyolojik sebeplerle bozulmasi yanlis katlanmig proteinlerin birikmesine ve
ardindan da ER stresinin artmasina neden olur (Kose 2016, Imai 2016, Sozen and Ozar
2017). ER'de yanlis katlanmis proteinlerin birikmesi, yeni baslayan protein sentezini
azaltan, protein katlanmay1 kolaylagtiran ve yanlis katlanmis proteinlerin proteozomal
bozunmasini arttiran bir koruyucu tepki olarak UPR yaniti olusturur (Fent and Christen,
2016). UPR oncelikli olarak protein yanlis katlanma mekanizmalarini aktive eden
hayatta kalma tepkisidir. Bununla birlikte uzun siiren ER stres kosullarinda hiicre
yasamini bozabilir. ER stresiyle aktive edilen ii¢ yolak IRE1, PERK VE ATF6’dir. Bu
lic yolakta ER stresinin olmadigi durumlarda Grp78/BIP saperonu ile baskilanirlar
(Kapuy et al. 2014).

Zhou vd. (2014)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada MCF-7 hiicrelerinde thapsigargin ile
ER stresini indiikleyerek ER stresi ile apoptoz arasindaki iliskiyi incelemisler.
Ampelopsin (Ampelopsis grossedentata'nin 6nemli bir biyoaktif bileseni) ile indiiklenen
MCF-7 hiicrelerinde thapsigarginin  Grp78 geninin ekspresyonunu artirdigini
gostermislerdir. Ayrica thapsigarginin, ampelopsin ile indiiklenen hiicre biiylimesi
inhibisyonunu ve apoptozu arttirdigin1 belirlemislerdir. Bizim yapmis oldugumuz
calismada da thapsigargin ile ER stresi olusturulmus ve olusturulmamis MCF-7
hiicrelerinde SAE’nin muhtemel etkileri aragtirtlmigtir. Arastirmamizin sonuglarina gore
ER stresinde UPR yanitta rol alan Grp78 geninin SAEsy ve SAEs+T uygulama
gruplarinda ekspresyon seviyelerinin kontrole gore attigi goriilmiistiir. ER stresinde
UPR yanitta rol alan PERK geninin biitiin uygulama gruplarinda baskilandig1 ancak
SAE0t+T uygulanmasinda kontrole kiyaslandiginda artis oldugu gézlenmistir. Ayrica
ER stresinde UPR yanitta rol alan ve Grp78 kontroliinde olan ATF-6’nin Grp78 gibi
SAEs ve SAEsy+T uygulama gruplarinda arttigi bulunmustur. Bu da Grp78’in ER stresi
durumunda ATF-6’y1 aktiflestirerek ER stresine yanit verdigini diisiindiirmektedir. ER
stresi durumunda PERK kontroliinde olan ATF-4’in ise disiik ve yiiksek
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konsantrasyonlarda ekspresyon diizeyleri artarken 50 pg/mL dozda ekspresyon
diizeylerinde baskilanma oldugu goriilmiistiir. Bu durum ATF-4’{in PERK ten farkl1 bir

yolla aktive oldugunu diisiindiirmektedir.

Sonu¢ olarak S. akmanii’nin MCF-7 hiicreleri iizerinde genotoksik ve sitotoksik
etkilerinin olduguna varildi. Endemik bir tiir olan bu bitkinin MCF-7 hiicrelerinde ER
stresine sebep verdigi ve inflamasyonda etkili oldugu goriildi. Bu calisma ER stresi ile
iliskili apoptozun gelecekte arastirilmasina yardimer olacaktir. Bu ¢alismanin ayrica S.
akmanii’nin olas1 fitoterapik etkilerini agiklamak i¢in yapilacak ¢alismalara 1sik

tutabilecegi diistiniilmektedir.
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