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OZET
ISIRGAN OTU TOHUMU YAGININ ANTIOKSIDAN AKTIVITESININ

BELIRLENMESI VE AKCIGER (A549) VE SERVIKS (HeLa) KANSER
HUCRELERI UZERINDEKI APOPTOTIK VE SITOTOKSIK ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Ibrahim Halil CELIK
Biyokimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Bilimler Enstitiisii, Temmuz 2025

Danisman: Prof. Dr. Filiz OZDEMIR

Anormal hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesi ve metastazi sonucu ile Karakterize olan kanser,
diinyada oOlimlerin en onde gelen sebeplerinden biridir. Akciger kanseri, diinya capinda
erkeklerde en sik goriilen kanser tiirii olarak 6ne ¢ikarken, kadinlarda ise ii¢iincii sirada en ¢ok
goriilen kanserdir. Serviks kanseri ise, diinyada kadinlarda en sik goriilen kanserler arasinda
meme kanseri ve kolorektal kanserinden sonra {igiincii sirada yer almaktadir. Kanser tedavisinde

ya da tedavi siire¢lerini desteklemede, tibbi bitkiler potansiyel olarak bir segenek sunmaktadir.

Bu tez ¢aligmasinda, 1sirgan otu (Urtica dioica) tohumu yaginin antioksidan 6zellikleri ile birlikte
A549 (insan akciger adenokarsinom) ve Hela (serviks) hiicreleri iizerindeki sitotoksik ve
apoptotik etkileri in vitro kosullarda arastirilmigtir. Antioksidan kapasite DPPH ve ABTS
(TEAK) yontemleriyle degerlendirilmis ve DPPH testinde en yiiksek konsantrasyonda %83.17

inhibisyon saglanmis, ancak bu etki pozitif kontrol ile karsilastirildiginda diisiik bulunmustur.

MTT analiz sonuglarina gore, A549 hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik ICso degerleri sirast ile 0.503
mL/L ve 0.5485 mL/L olarak, HeLa hiicrelerinde 24 saatlik 0.4209 mL/L olarak tespit edilmis ve
48 saatlik siirede sonu¢ bulunamamistir. Annexin V testi sonucunda A549 hiicresinde apoptoz
orani 24 ve 48 saatte %10.05; %13.90; HeLa hiicresinde ise sirasiyla %5.64 ve %2.51 olarak

belirlenmistir.

Kaspaz-3 analizinde, A549 hiicrelerinde anlamli bir artis gézlenmemis olmakla birlikte Hela
hiicrelerinde 24 saatte % 48.25 kaspaz aktivasyonu tespit edilmistir. Mitokondriyal membran
potansiyeli sonuglari ise A549 hiicrelerinde 48 saatte %55.13’1iik depolarizasyon tespit edilmistir.
Morfolojik gorintiileme igin TUNEL boyama, 6zellikle A549 hiicrelerinde apoptozun arttigini

gostermistir.

Sonug olarak, Urtica dioica tohumu yagi, A549 hiicrelerinde apoptozu zamana bagli olarak

arttirirken, HeLa hiicrelerinde daha ¢ok nekrotik hiicre 6liimiiyle sonuglandig: tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Isirgan otu tohumu yagi, Kanser, Antioksidan, Apoptoz



ABSTRACT
DETERMINATION OF THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF NETTLE SEED OIL

AND INVESTIGATION OF ITS APOPTOTIC AND CYTOTOXIC EFFECTS ON
LUNG (A549) AND CERVICAL (HeLa) CANCER CELLS
[brahim Halil CELIK
Department of Biochemistry
Anadolu University, Postgraduate Education Institute, July 2025
Supervisor: Prof. Dr. Filiz OZDEMIR

Cancer, which is an abnormality and occurs as a result of uncontrolled growth and metastasis, is
one of the leading causes of death in the world. Lung cancer stands out as the most common type
of cancer in men in the world, while the results are the third most common cancer. Cervical cancer
is the third most common cancer in wowen in the world after breast cancer and colorectal cancer.

In cancer treatment or support of treatment processes, medicinal plants potentially offer an option.

In this thesis, the antioxidant properties of nettle (Urtica dioica) seed oil and its cytotoxic and
apoptotic effects on A549 (human lung adenocarcinoma) and HelLa (cervix) systems were
investigated in vitro. Antioxidant capacity was evaluated by DPPH and ABTS (TEAC) methods
and 83.17% inhibition was achieved at the highest concentration in the DPPH test, but this effect

was at low rates compared to the positive control.

According to MTT analysis, ICso values were determined as 0.503 mL/L and 0.5485 mL/L in
Ab49 appearance and for 24 hours in HeLa cells, they were determined as 0,4209 ml/L, and no
result was found fort he 48 hours. Annexin V test result determined the apoptosis rate as 10.05%
and 13.90% in A549 cells at 24 and 48 times; 5.64% and 2.51% in HeLa cells, respectively. In
caspase-3 analysis, a significant change was observed in A549, and 48.25% caspase activation
was detected in Hela appearance at 24 dates. When mitochondrial membrane potential results
were examined in A549, 55.13% depolarization was detected at 48 hours. TUNEL staining for
morphological imaging showed that apoptosis increased especially in A549.

As a result, it was determined that Urtica dioica seed oil resulted in more necrotic cell death when

Ab49 was grown, while apoptosis increased over time.

Keywords: Nettle seed oil, Cancer, Antioxidant, Apoptosis,
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ETiK VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama, analiz
ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim agsamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara uygun
davrandigimi; bu calisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “Bilimsel Intihal Tespit Programi”yla tarandigini ve
hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢aligmamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmast durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuclar1 kabul ettigimi bildiririm.

Ibrahim Halil CELIK
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URETKEN YAPAY ZEKA KULLANIM BEYANI

Bu tezi hazirlarken ChatGPT ve Gemini iretken yapay zeka programlarindan destek
aldigimi beyan ederim. Tezin hazirlig1 asamasinda iiretken yapay zeka programlarindan
ceviri, bilimsel makale ve imla kurali destegi aldim. Uretken yapay zeka programlarindan
aldigim bilgilerin dogrulugunu kontrol ettigimi bildiririm.

Herhangi bir zamanda, c¢alismamla ilgili yaptigim bu beyana aykirt bir durumun
saptanmast durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi

bildiririm.

Ibrahim Halil CELIK
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiN

. Bir maddenin 1 gramda bulunan kuru agirhiginin

mikrogram cinsinden madde miktar1

: 1 mililitre s1ivida bulunan mikrogram cinsinden madde

miktari
: Mikrolitre

: Ugiingii karbonda serbest —OH (hidroksil grubu) bulunan
ue

: Meme Kanseri Hiicre Hatt1

: 8-Hidroksiguanozin

: Akciger Kanser Hiicre Hatti

: 2,2°- Azinobis-(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
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1 GIRIS VE AMAC

Kiiresel bir halk saglig1 sorunu ve ciddi bir 8liim nedeni olan kanser, Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) 2019 yil1 verilerine gore 183 iilkenin 112 iilkesinde 70 yasinin altindaki bireylerde
en sik goriilen ilk veya ikinci sirada olan 6liim nedenidir. Diinya genelinde 2020 yilinda
19.3 milyon kisiye yeni teshis konulmus olup, yaklasik olarak 10 milyon kadar1 dliimle
sonuglandig1 bilinmekte ve kanserli hasta sayisinin 2040 yilina kadar da 28.4 milyona
ulasilmasi tahmin edilmektedir (Wang vd., 2022).

2018 yilinda tiim diinyadaki kanserlerin %12’sini olusturan akciger kanseri, son yillarda
en ¢ok teshisi konulan kanser tiirii olup ve bu sayir yaklasik olarak 2.1 milyon
civarindaydi. Erkeklerde 1.37 milyon teshis konulmus ve bu say1 kadinlarda 725.000
civarinda olup erkeklere oranla daha diisiik goriilmektedir (Schabath and Cote, 2019).
Kadinlarda meme, kolorektal ve akciger kanserlerinden sonra en sik goriilen dordiincii
kanser tiirli olan serviks kanseri ise 2018 yilinda yaklasik olarak 570.000 vaka goriildii ve
bunun 311.000’1 6liimle sonuglandi. Serviks kanseri, arastirma yapilan 185 iilkede,
146’sinda 45 yasindan kiiciik olan kadinlari etkileyen ilk ii¢ kanser arasinda yer

almaktadir (Arbyn vd., 2020).

21. yizyilinda artan cesitli sorunlar sebebiyle olusan kanser artigslarii durdurmak
amaciyla birgok yontem uygulanmaktadir. Bu yontemler emoterapi, radyoterapi, cerrahi
yontemler, hormon terapisi ve bir¢ok biyolojik yontemlerdir. Her yontemin avantajlar1 ve
dezavantajlarinin olmasi ve kanserin de kisiden kisiye farklilik gosteren bir hastalik
olmasi1 sebebiyle kesin olarak bir tedavi yonteminin sdylemek neredeyse imkansizdir.
Onkologlarin ulastigr sonuglar, kanser tedavisinde en ¢ok kullanilan yontem olan
kemoterapi etkinliklerinin artik sinirlarina ulagtigini gdstermekte ve bu nedenle de birgok
kanser cesidinin tedavisi igin gerekli olabilecek ilerlemeleri saglamak amaciyla yeni

yontemlere gereksinim oldugu vurgulamaktadir (Papiez and Krzysciak, 2021).

Bu dogrultuda kanser tedavisi veya kanser tedavisi destekleyici olarak yeni antikanser
ajanlarinin arastirilmasi kanser hiicrelerine kars1 antioksidan, antimikrobiyal, antikanser
vs. etkilere sahip olan bitkiler faydalanilabilecek en iyi kaynaklardan biri olarak karsimiza
cikmaktadir. Nutrasotik gida triinleri ya da islevsel gidalar ile gidanin biyoaktif
molekiilleri kullanilarak kronik ve ¢ok cesitli dejeneratif hastaliklar 6nlenebilmektedir.
Bu dogrultuda bilim insanlari, ¢ok eski ¢aglardan beri yaygin olarak kullanilmakta olan

tibbi bitkilerden yararlanilmistir. Urticaceae familyasina ait olan ve yillardir yaygin
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sekilde kullanilan Urtica dioica olarak bilinen 1sirgan otu bitkisi, diinya genelinde en ¢ok
caligilan bitkilerden biridir (Esposito vd., 2019).

Ulkemizde genis bir alanda yetisen Urticaceae familyasina ait olan 1sirgan otu (Urtica
dioica) bitkisinin kok, govde, yaprak ve tohumlari, gesitli tilkelerde farkli sekillerde
cesitli hastaliklarda, bu bitkinin tibbi &zelliklerinden dolay1 ilag &zelliginden
faydalanilmaktadir. Isirgan otunun ozellikle yaprak ve kokleri tizerine kapsamli ¢ok
sayida c¢alisma bulunurken ve ayrica yaprak, kok ve tohum kisimlarinin farkl
parametrelerde birbirleriyle veya ayri ayri birgok bilimsel arastirma olmasina ragmen,
sadece 1sirgan otu tohumu ile alakali ¢alismalar oldukga azdir. Isiragan otu tohumuyla
ilgili yapilan sinirli sayida ¢alismada igerdigi maddeler ve aktif bilesenler olarak, kanser
hiicrelerinde sitotoksik ve apoptoz etkileri gosterebilecegi fikrini ortaya koymustur.
Ayrica g¢alismamiz kapsamini artirmak adina, antioksidan diizeylerine bakilmasi

hedeflenmistir.

Bu ¢ercevede, 1sirgan otu tohumlarindan elde edilen yagm farkli konsantrasyonlarda,
akciger kanser hiicre hatt1 olan A549 hiicresinde ve serviks kanser hiicre hatti olan HeLa
hiicresinde apoptotik ve sitotoksik etkileri incelenerek antikanser 6zelliklerinin
potansiyeli arastirtlacak ve eger etki gozlemlenirse bu etki mekanizmasinin
aydinlatilmasi amaglanmaktadir. Ayrica, 1sirgan otu tohumu yaginin antioksidan
kapasitesi hakkinda bilgi edinme i¢in de antioksidan aktivitesi deneylerinin yapilmasi da

planlanmaktadir.



2 KAYNAK BILGIiSi
2.1 Kanserin Genel Tanim ve Nedeni

Kanser, hiicrenin proliferasyonu, motilitesi, onarimini, invazyonunu ve hayatta kalmasi
gibi temel siiregleri diizenleyen genlerdeki mutasyonlarin somatik hiicrelerde
birikmesiyle meydana gelen olduk¢a karmasik ve ¢ok yonli bir hastaliktir (Sodir and
Evan, 2011). Dengesiz beslenme, alkol ve tiitiin kullanimi, kronik stres, obezite,
enfeksiyon, yaslanma, niifus artis1, niikleer atiklara maruz kalma ve islenmis gidalarin
yaygin tliketimi gibi g¢evresel ve yasam tarzi faktorleri, diinya genelinde kanserin
mortalitesi ve insidansinin artmasina katkida bulunmaktadir. Gelismis tilkelerde kanser
epidemiyolojisine bakildiginda erkeklerde en sik goriilen kanser tiirleri akciger ve prostat
kanseri iken, kadinlarda ise daha ¢cok meme, serviks ve kolorektal kanserler 6n plandadir

(Ozmen vd., 2016).

Diinya genelinde mortaliteye neden olan ve saglikli yasam siiresini kisitlayan baglica
hastaliklardan biri olan kanser, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2019 verilerine gbre,
aragtirmaya dahil edilen 183 {ilkenin 112’sinde 70 yasin alt1 6liimlerinin birinci ya da
ikinci en yaygin nedeni olarak bildirilmektedir. Ayrica 23 iilkede ise iigiincii ya da
dordiincii 6lim nedeni olmaktadir (Sekil 2.1). Niifusun yaslanmasi ve bilylimesinin yani
sira bircok sosyoekonomik gelismelerle alakali olan kanser, diinya genelinde hizla

artmaktadir (Sung vd., 2021).

Sekil 2.1

2019 yili 70 yas alti 6liim nedeni olan kanserin 6liim nedeni olarak ulusal siralamast (Kynk: DSO, 2019)
(Sung vd., 2021).
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Yaslanma ile birlikte birgok kanser tiiriiniin insidansinda ¢arpici bir artis
gdzlemlenmektedir. Ozellikle 60-79 yas araliginda, hem erkeklerde hem de kadinlarda
kanserin baslica 6liim nedeni oldugu bildirilmistir. 60 yas tizerindeki bireylerde invaziv
kanser gelisme riski, 60 yasinda altindaki bireylerle karsilastirildiginda 6zellikle geng
bireylerde yaklasik iki kat daha fazladir. DSO verilerine gore, 60 yas iistii niifus oraninmn
2050 yilina kadar %12’den %22’ye yiikselmesi ve bu yas grubundaki kisi sayisinin 2
milyarin {istiine ¢ikmasi beklenmektedir (Fane and Weeraratna, 2020).

Ulkemizde kanser istatistikleri degerlendirildiginde, erkeklerde en sik goriilen kanser
tiirleri sirasiyla akciger (%55.9), prostat (%39.1), kolorektal (%25.5), mesane (%21.4) ve
mide (%14.1) kanserleridir. Kadinlarda ise en sik rastlanan kanser tiirleri meme (%52.6),
tiroid (%21.3), kolorektal (%15.0), korpus (%11.2) ve akciger (%11.2) kanserleridir.
2019 yili verilerine gore Tiirkiye’de 31.742 kisiye akciger kanseri, 2.374 kisiye ise
serviks kanseri tanist konulmustur (T.C. Saglik Bakanligi, 2019).

2.2 Kanserin Temel Karakteristik Ozellikleri

Kanser hiicreleri, kontrolsiiz ¢ogalma ve hayatta kalma avantaji elde etme amaciyla,
gelisimleri siiresince belirli biyolojik o6zellikler kazanirlar. Hanahan ve Weinberg
tarafindan ortaya konulan bu karaktersiz yapi, tiimor olusumu ve ilerlemesi sirasinda

evrimsel olarak edinilen temel fenotipik degisimleri tanimlamaktadir.

1- Apoptozdan kaginma (hiicre 6liim mekanizmasindan kaginma),

2- Biiylime inhibitorlerine duyarsizlik (biliylimeyi durduran sinyallere direng
gelistirme),

3- Enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi (enerji iiretimini kontrolsiiz
duruma getirme),

4- Bagisiklik sisteminden kagis,

5- Genom instabilize ve mutasyonlar,

6- Metastaz ve invazyon,

7- Smrsiz replikasyon potansiyeli,

8- Bagimsiz biiylime sinyalleri,

9- Anjiyogenez (yeni kan damarlari olusturma),

10- Siirekli boliinebilme,



Hanahan ve Weinberg, gelisim siirecindeki bu on temel karakteristik yaninda yaptigi
giincel calismalarla fenotipik esneklik, polimorfik mikrobiyom, mutasyonsuz epigenetik
programlama ve yaslanan hiicreler olmak dort yeni 6zellik daha eklenmis ve temel kanser
karakteristik 6zelliklerinin sayist on doérde ulasmistir (Hanahan D., 2022; Brown S. J.,
2023).

2.3 Akciger Kanseri

Diinya genelinde en sik teshis edilen malignitelerden biri olan akciger kanseri, kanser
bagli mortalite nedenleri arasinda ilk sirada yer almaktadir. Her yil yaklasik 2.2 milyon
yeni akciger kanseri vakasi teshis edilmekte olup, bu hastalarin yaklasik %75’i tanidan
sonraki ilk bes yil iginde yasamini yitirmektedir. Akciger kanserin tedavisinin zorlu bir
slireg haline gelmesi, yiiksek tiimor i¢i heterojenlik ve ilag direncine neden olan kanser

hiicrelerinin karmagik yapida olmasidir (Yawei vd., 2022).

Cevresel ve davranigsal faktorlerin gesitliligi, akciger kanserinin gelisimi ile dogrudan
iliskilendirilmektedir. Sigara kullanimi, akciger kanseri vakalarmin yaklagik %85-
90’indan sorumlu olan en 6nemli etiyolojik faktordiir. Akciger kanseri riskini, tiitiin
icme, tiitiin dumanina maruz kalma ve aile ge¢gmisinin yani sira kanserojen kimyasallar
ile radon gazi, arsenik, krom, berilyum, asbest ve nikel gibi agir metaller de biiyiik 6lciide
artirmaktadir (Sekil 2.2). Bunlara ek olarak alkol kullanimi, HIV enfeksiyonu ve akciger
fibrozu da akciger kanserinin karsinogenezinden sorumludur. (Alduais vd., 2023;
Freeman vd., 2023)



Sekil 2.2

Akciger kanseri gelisiminde rol oynayan temel risk faktorleri (Freeman vd., 2023).
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Koken aldig1 hiicreye gore akciger kanseri, KHAK (kii¢lik hiicreli akciger kanseri) ve
KHDAK (kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri) olmak {iizere ikiye ayrilmaktadir.
(Basumallik vd., 2023). Diinya Saglik Orgiitii’niin 2015 yili siniflandirmasina gére, en
yaygin akciger kanseri alt tipleri arasinda adenokarsinom, skuamdz hiicreli karsinom ve
kiigiik hiicreli karsinomun yani sira, biiylik hiicreli néroendokrin karsinom ve karsinoid
timorler gibi noroendokrin neoplazmalar da yer almaktadir. Adenokarsinom, sigara
icmeyen bireylerde ve kadinlarda daha sik goriilmekte olup, genellikle akcigerin periferik
bolgelerinde lokalize olmaktadir. Adenokarsinom olgulari, siklikla ALK, EGFR, BRAF
ve ROS1 gibi hedefe yonelik tedavi secenekleriyle iligkili mutasyonlar acgisindan pozitif
sonu¢ vermektedir. Bu hedefe yonelik mutasyonlara karsi gelistirilen reseptor tirozin
kinaz1 inhibitorleri (RTKI) gibi kiiciik molekiillii ajanlar ile PD-1 (Programmed Cell
Death Protein 1) ve CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte—Associated Protein 4)



inhibitorleri gibi immiinoterapiler, son yillarda kemoterapinin yerini almis ya da
kemoterapiye ek olarak tedavi protokollerine entegre edilmistir. Karsinoid tiimdrler, 1yi
diferansiye noroendokrin hiicrelerden kaynaklanan malignitelerdir. Buna karsin, kii¢iik
hiicreli karsinom (SCLC) zayif diferansiye ndroendokrin hiicrelerden kdken alir; agresif
seyirli olup erken metastaz yapma egilimindedir, tedaviye sinirlt yanit verir ve genellikle
kotli prognoz gosterir. Skuamoz hiicreli karsinom ve kiiglik hiicreli akciger kanseri,
Ozellikle erkeklerde sigara kullanimi ile giiglii bir iliski géstermekte olup, siklikla santral
(merkezi) yerlesimli tiimorler olarak karsimiza c¢ikmaktadir. (Thandra vd., 2021;
Limaiem vd., 2023).

Sinirsiz ¢ogalma potansiyeline ve kendini yenileme kapasitesine sahip, insan
kanserlerinden tiiretilmis hiicre hatlari, tiimér biyolojisinin in vitro kosullarda
arastirilmasina olanak saglayan onemli modellerdir. Bu kapsamda, insan akciger
adenokarsinomuna ait A549 hiicre hatti, 1972 yilinda D.J. Giard tarafindan, Kafkas
kokenli 48 yasindaki bir erkek hastadan elde edilen karsinomatéz dokunun laboratuvar
ortaminda kiiltiire edilmesiyle gelistirilmistir. A549 insan akciger kanser hiicreleri,
hipotriploid 6zellikteki insan alveolar bazal epitel hiicreleri olarak tanimlanmakta olup,
Tip II pulmoner epitel hiicrelerinin in vitro modeli ve akciger adenokarsinomu
arastirmalart i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu hiicreler, kiiltiir ortaminda tek
katman (monolayer) olusturarak yiizeye yapisik sekilde proliferasyon gosterirler ve
transfeksiyon uygulamalari i¢in uygun bir konak hiicre modeli olarak

degerlendirilmektedir. (Korrodi-Gregorio L vd., 2016)
2.4 Serviks Kanseri

Serviks (rahim agz1) kanseri ¢caligmalarinda yaygin olarak kullanilan HeLa hiicre hatti, ilk
kez 1951 yilinda, Amerika Birlesik Devletleri’nde yasayan Afrika kokenli 31 yasindaki
servikal adenokarsinom tanili bir kadin olan Henrietta Lacks’tan elde edilen timor
dokusundan tiiretilmistir. Henrietta Lacks’tan elde edilen HeLa hiicreleri, in vitro ortamda
stirekli olarak kiiltiire edilebilen ilk basarili insan hiicre hatt1 olma 6zelligini tasimakta
olup, son altmig yilda pek ¢ok biyomedikal aragtirmada hiicre modeli olarak yaygin
sekilde kullanilmistir (Adey vd., 2013). Sik goriilen malign tiimorlerden biri olan serviks
kanserinde, olgularin yaklasik %13 iiniin ileri evrede teshis edilmesi dikkat cekicidir.
llerlemis servikal kanser vakalari genellikle mortaliteyle sonuglanmakta olup, metastatik

olgularda bes yillik sagkalim oran1 yalnizca %16.5 seviyesindedir. Buna karsin, hastaligin



yalnizca serviksle sinirl oldugu erken evre vakalarda sagkalim orani1 %91.5 gibi oldukca

yiiksek diizeylerde bildirilmektedir.

Metastatik serviks kanserinin tedavisi ve sagkalim oranlar1 incelendiginde, hastaligin hem
hematojen (kan yoluyla) hem de lenfatik (lenf yoluyla) olmak iizere iki temel metastaz
tipiyle ilerledigi goriilmektedir. Hematojen metastazt olan hastalarda 6liim riski
fazlayken, lenfatik metastazi olanlarda ise 6liim riski daha distiktiir. Eger hastanin pelvik
bolgesi disinda etkilenen yer lenf nodlar1 ise metastaz lenfatik olarak tanimlanmaktadir.
Hematojen metastaz ise genellikle akciger, karaciger, beyin ve kemik gibi organlara ve
diger bolgelere yayilmaktadir (Li vd., 2016). Serviks kanserinin evreleri Sekil 2.3’te
verilmistir (Mustafa vd., 2020).

Sekil 2.3

Serviks kanseri evreleri(Mustafa vd., 2020).
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Serviks kanseri vakalarinin neredeyse tamaminin ana nedeni insan papilloma viriisii
(HPV) enfeksiyonu olarak gosterilmektedir. HPV tipleri ise onkojenik potansiyellerine
gore diistik ve yliksek riskli suslar olarak siniflandirilmaktadir. Diistik riskli HPV suslari
asemptomatik olabilmekte veya anogenital sigillere neden olurken, yiiksek riskli suslar
onkojeniktir. Servikal displazi ve karsinomlarin %99’undan fazlasi, yiiksek riskli HPV
enfeksiyonlarina bagli olarak gelismektedir. Tanimlanmis 200'den fazla HPV tiiriiniin
yaklasik 40 kadar1 anogenital bolgeyi enfekte edebilmekte; bunlardan 15 ila 18 tipi ise

yiiksek riskli genotipler olarak siniflandirilmaktadir. Tiim servikal neoplaziler ve serviks
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kanserlerinin neredeyse tamami, yiiksek riskli HPV genotiplerine atfedilmektedir.
Serviks kanser vakalarinin yaklasik %701, HPV Tip 16 ve Tip 18 ile iligkilidir. Tip 16,
skuamoz hiicreli karsinomlarin yaklasik %50’sinden ve tiim serviks kanserlerinin %55-
60’indan sorumlu tutulurken; Tip 18, serviks kanserlerinin yaklasik %20’sine neden
olmaktadir. Ote yandan, HPV enfeksiyonlarmin yaklasik %67’si bir yil icinde,
%90’indan fazlas1 ise iki yil icerisinde tedaviye gerek kalmaksizin kendiliginden

iyilesmektedir (Bedell vd., 2020; Nalbantoglu 2023).

Serviks ve akciger kanserleri farkli tip hiicrelerden koken alsa da, hiicre dongiisiinii
diizenleyen mekanizmalar ile sinyal iletim yollarindaki molekiiler anormallikler
acisindan benzerlikler gostermektedir. Serviks kanseri dogru tanimlanmis premalign
evreleri yiiziinden erken evrede saptanabilmekte ve radyoterapi gibi lokal tedavi
secenekleri miimkiin olabilmektedir. Bunun aksine akciger kanseri ise siklikla gec evrede
teshis edilmekte ve cerrahi rezeksiyonda sinirli kalmaktadir. Geg evre tedavisinde her iki
kanser tiirii kemoterapiye yanit verebilir ama akciger kanseri daha kotii prognoza sahiptir.
Erken evre g6z oniine alindiginda, serviks kanseri 5 yillik sag kalim oran1 %80-90 iken,

akciger kanseri %14’iin altindadir (Ramanathan vd., 2018).
2.5 Apoptozis

Apoptoz, ilk olarak 1972 yilinda, embriyogenez sirasinda ve hem fizyolojik hem de
patolojik uyaranlara yanit olarak Glen hiicrelerde gozlemlenen morfolojik 6zelliklere
dayanarak tanimlanmistir. Bu siireg, bir¢cok saglikli eriskin dokuda hiicre dongiisiiniin
siirdiiriilmesinde oldugu kadar, malign neoplazmlarda da onemli bir rol iistlenmektedir.
Kerr ve arkadaglari, apoptozun aktif ve dogustan programlanmais bir hiicre 6liim bigimini
temsil ettigini One stirerek, bu siirecin yalnizca doku homeostazinin korunmasinda degil,
ayni zamanda tlimor biiylimesinin kontrol altina alinmasinda ve tedaviye bagli timor

regresyonunun saglanmasinda da kritik rol oynadigini belirtmislerdir (Moyer A., 2025).

Hassas genetik diizenlemeyle gerceklesen apoptozis, DNA hasar1 ve gelisim siireci
icerisinde meydana gelen hasarli hiicrelerin etkili ve diizenli bir sekilde yok edilmesini
saglar. Apoptozisin mekanizmasi ¢ok yonliidiir ve cesitli sinyal yollarin1 kapsar. Bir
hiicrede apoptozis, kaspaz enzimleri araciliiyla i¢ veya dis yolaklarla tetiklenebilir. Bu
iki yolak, sonu¢ olarak apoptoz belirgin morfolojik ve biyokimyasal hiicre
degisikliklerine sebep olan aktif apoptotik kaspazlarin olusumu igin bir araya

gelmektedir. Siklikla proapoptotik ve antiapoptotik protein diizenleyicileri arasindaki
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hassas denge, bir hiicrenin apoptoza girip girmeyeceginin belirlenmesinde énemli rol
oynamaktadir. Kanser Oncesi lezyonlarda DNA hasar1 tetiklenmesiyle apoptozisin
baslamasi, potansiyel olarak tehlikeli hiicreleri yok ederek tiimor biiylimesini
engelleyebilir. Ancak bu 6liim siirecindeki aksamalar, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi, kanser
olusumu ve ilerlemesiyle kanserin ila¢ tedavilerine karsit olusturdugu direng ile
baglantilidir. Bu nedenle apoptozisteki bozulmalar kanserin bir isareti olarak kabul
edilmektedir. Bu bilgiler 1s181nda, apoptotik direncte etkili olan molekiillere yonelik
terapotik yaklagimlar, kanser hiicrelerinin apoptoza yatkinligini yeniden kazandirmak ve
tedavi basarisizliklarin1 agsmak i¢in izlenmesi gereken gecerli bir yaklasim sunmaktadir.

(Pistritto vd., 2016; Mustafa vd., 2024)
2.5.1 Apoptozun Molekiiler Mekanizmasi

Apoptoz, asagida ayrintili olarak aciklanan iki ayr1 yolla aktive edilir: intrinsik (i¢sel) ve
ekstrinsik (digsal) yolak. Bu iki yolak, fonksiyonlarina gore smiflandirilan sistein
proteazlardan olusan bir enzim grubu olan kaspazlarin aktivasyonunda birlesir. Sonug
olarak apoptoz, kaspaz-3, -6 ve -7 gibi efektor kaspazlar tarafindan gergeklestirilir. Bu
kaspazlar aktive olduktan sonra yiizlerce hiicre i¢i substrat proteini pargalayarak hiicrenin
apoptotik cisimciklere boliinmesine ve programlanmis hiicre 6liimiiniin tamamlanmasina
yol acar. Efektor kaspazlarin hedefledigi birgok protein, proteomik caligmalar yoluyla
tanimlanmis ve agik erisimli veri tabanlarinda toplanmistir. Baglatici (initiator) kaspazlar,
intrinsik yolda kaspaz-9, ekstrinsik yolda ise kaspaz-8 ve -10 olmak iizere, efektor
kaspazlar1 aktive eder ( Julien vd., 2017; Liithi vd., 2007; Crawford vd., 2012).

Programlanmis hiicre 6liimii siireci olan apoptoz, hem hiicre i¢cinden kaynaklanan stres
sinyalleri hem de hiicre disindan gelen uyarilarla tetiklenebilir; bu baglamda intrinsik ve

ekstrinsik olmak tizere iki ana apoptoz yolu tanimlanmustir.
2.5.1.1 Intrinsik (Mitokondriyal) Apoptoz Yolu

Intrinsik apoptoz yolu, BCL-2 protein ailesi tarafindan diizenlenir ve bu aile ii¢ alt gruba

ayrilir:

1. Antiapoptotik proteinler (BCL-2, BCL-XL, MCL-1, BCL-W, BFL-1),
2. Proapoptotik multidomain proteinler (BAX ve BAK),
3. BH3-sadece proteinler (BID, BIM, PUMA, NOXA vb.).
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BH3-sadece proteinler, apoptozu baslatan “6liim ndbetgileri” olarak gorev yapar ve iki
mekanizma ile etkili olurlar:
o Aktivator BH3ler (6r. BID, BIM, PUMA, NOXA) dogrudan BAX/BAK’1 aktive
eder.
o Inaktivatdr veya sensitizer BH3’ler (6r. BAD, BMF) antiapoptotik BCL-2 ailesi

tiyelerini inhibe eder.

BAX ve BAK, saglikli hiicrelerde inaktif monomerler olarak bulunur. BH3-proteinlerinin
gecici baglanmasiyla aktif forma gecerek dimerlesir ve ardindan oligomerleserek
mitokondriyal dis membranin gecirgenligini artirir. Bu siire¢, apoptozun mitokondriyal
yolunun temelini olusturur.
Antiapoptotik BCL-2 tiyeleri, hem BH3-sadece proteinleri hem de BH3-disi BAX/BAK
monomerlerini baglayarak apoptozu baskilar. Ornegin:
o« BCL-2 proteini, yalnizca BAX molekiiliine baglanarak onun aktivasyonunu
engeller ve boylece apoptozun baglamasini 6nlerken; BCL-XL ve MCL-1 ise hem
BAX hem de BAK proteinlerini baglayarak bu siireci daha genis kapsamli bir
sekilde baskilayabilir.
e MCL-1 ayrica NOXA’y1 da baskilayabilir.

Bu sistem, hiicreyi apoptoza kars1 iki kademeli bir koruma mekanizmasi ile savunur.
Ayrica, NOXA hem BAX/BAK’1 aktive edebilen hem de MCL-1’i inhibe edebilen tek
BH3-sadece proteinidir, ancak BCL-2 ve BCL-XL’i inhibe edemedigi i¢in apoptoz
indiikleme kapasitesi sinirhidir (Moyer A., 2025; Okuyan D., 2023; Jorgensen I., 2017).

2.5.1.2 Ekstrinsik Apoptoz Yolu

Ekstrinsik apoptoz yolu, hiicre yilizeyindeki 6liim reseptorlerine baglanan ekstraselliiler
ligandlar araciligiyla baslatilir (Sekil 2.4). Bu ligandlar arasinda FAS ligandi (CD95L),
TRAIL ve TNF-a yer alir; sirasiyla FAS (CD95), DR4/DRS ve TNFR1 reseptorlerine
baglanarak sinyal iletimini baslatirlar. FAS ve DR4/5 yoluyla gergeklesen baglanma,
6lim indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) olusumuna yol acgar; bu kompleksin temel
bilesenleri FADD ve kaspaz-8’dir. TNFRI1 ile olusan sinyalleme daha karmasik olup, NF-
kB aktivasyonu, apoptoz ya da nekroptoz gibi farkli hiicresel sonuglara yol agabilir. DISC
veya kompleks II’ye kaspaz-8’in baglanmasi ve dimerlesmesiyle birlikte, bu proteaz

aktive olur. Ancak kaspaz-8 aracili apoptozun isleyisi hiicre tipine baglidir.
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e Tip I hiicrelerde (6r. T lenfositler), kaspaz-8 aktivasyonu dogrudan efektor

kaspaz-3/7’yi aktive etmeye yeterlidir.

e Tip II hiicrelerde ise XIAP adl1 inhibitor proteinin yiiksek ekspresyonu nedeniyle,
kaspaz-3/7 aktivasyonu bastirilir. Bu durumda, kaspaz-8 tarafindan BH3-sadece
protein BID’in kesilerek trunkated BID (tBID) formuna doniistiiriilmesi gerekir.

BAX/BAK

permeabilizasyonunu (MOMP) tetikler. Boylece SMAC salmir ve XIAP

inhibisyonu ortadan kaldirilarak apoptoz ilerler (Moyer A., 2025: Okuyan D.,

tBID,

2023; Jorgensen 1., 2017).

Sekil 2.4

aktivasyonunu  ve

mitokondriyal  dis

Ekstrinsik ve Intrinsik Apoptotik Yolaklar (Okuyan D., 2023).
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Kanser tedavisinde karsilasilan en 6nemli zorluklardan biri olan ila¢ direncini énemli
Olgiide etkileyen, apoptozis mekanizmasinda bozukluklularin olmasidir. Onkolojide
kullanilan ¢ok sayida kemoterapdtik ajan ve radyoterapi, kanser hiicrelerinde apoptozu
tetiklemektedir. Tedavilerin etkili olmasi i¢in kanser hiicrelerinin saglam bir apoptotik
sinyalizasyona sahip olmas1 gerekmektedir. Ama kanser hiicreleri genellikle apoptozis

yollarinda epigenetik degisiklikler veya mutasyonlar gibi tiirlii mekanizmalar gelistirip
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bu oliim sinyallerine karsit diren¢ kazanmaktadir. Dolasiyla, baslangic asamasinda
tedaviye yanit verne timdrler direngli hale gelebilmekte ve bu da tedavinin etkinligini
smirlayip hastaligin ilerlemesine neden olmaktadir (Pistritto vd., 2016; Sharma vd.,
2014).

Kanser hiicrelerinin apotozdan kagma kabiliyeti, bu hiicreleri normal hiicrelerden ayiran
onemli bir 6zellik olup, bu kagis molekiiler diizeyde gesitli mekanizmalar aracilifiyla
gerceklesmektedir. Kanser hiicreleri, gen ifadesini kontrol altina alarak ya anti-apoptotik
genlerin iiretimini artirabilir ya da pro-apoptotik genlerin {iretimini azaltabilir. Ote
yandan, protein diizeyinde diizenlemelerde bulunarak anti-apoptotik proteinlerin
yikimimi engeller ve pro-apoptotik proteinlerin yikimini hizlandirabilirler. Bunlara ek
olarak, proteinlerin islevsel halini bozan fosforilasyon gibi translasyon sonrasi
modifikasyon araciligiyla apoptozun engellenmesinde rol oynamaktadir. iste bu kontrol
seviyelerindeki farkli degisiklikler, kanser hiicrelerinin hayata kalmasi i¢in avantajl
olmasini saglar. Kanser hiicrelerinin karmasik olan bu kag¢is mekanizmalarini anlamak,
tedavi stratejileri gelistirilirken 6nemli bir yere sahip oldugunu bilinmesi gerekir. Zira
kanser hiicreleri, apoptozdan ka¢mak i¢in bu yollarindan birini veya birkagini

kullanabilirler (Fernald vd., 2013).
2.6 Isirgan Otu
2.6.1 Botanik Ozellikler

Latince ad1 Urtica dioica olan 1sirgan otu, Urticaceae familyasina ait, tek veya ¢ok yillik,
otsu bir bitkidir. Yakici tliylere sahip olan bu bitkinin yapraklar sapli, kenarlar tirtikli ve
koyu yesil renklidir; ¢icek yapisi ise basittir (Sekil 2.5). Boyu 30-150 c¢cm arasinda
degisen 1sirgan otu, Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika gibi iliman iklim bolgelerinde
yayilim gostermektedir. Tirkiye'de ise hemen hemen tiim Anadolu'ya yayilmis
durumdadir (Wetherilt H., 1989). Haziran ayindan baslayarak Ekim aymna kadar
cigeklenme ve meyve verme donemi gozlenir. Genis bir yayilim alanina sahip olan bu
bitki, cicek salkimlarinda kii¢iik, yesilimsi veya kahverengimsi renkte ¢cok sayida ¢icek
barmdirir. Yillik yagis miktarinin yiiksek oldugu bolgelerde daha yogun olarak bulunur
(Jan vd., 2017). “Isirgan” kelimesi Ingilizce “nettle” kelimesinin karsilik gelmekte ve
“nettle” kelimesi de Anglosaksonlar dilinde “igne” anlamina gelmektedir. Isirgan otuna
temas edilmesi halinde, yapraklarin ucunda bulunan batici tiiyler ciltte tahrise neden

olmaktadir. Bu tiiylerin kirtlmas1 sonucunda igerisinde bulunan formik asit, asetilkolin,

13



histamin ve serotonin gibi kimyasal bilesenler sayesinde yakici 6zellikler gostermektedir.
Bu bitkinin hem mekanik hem de kimyasal savunma sistemine sahip oldugunu
gostermektedir (Alimoddin vd., 2024; Cummings vd., 2011).

Sekil 2.5

Isirgan otunun genel gériiniisii (Sleiman vd. 2024).
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2.6.2 Taksonomik Siniflandirmasi
Tablo 2.1

Isirgan otu (Urtica dioica) bitkisinin taksonomik siniflandirilmasi

Alem : Plantae
Boliim : Magnoliphyta
Simif : Magnoliopsida
Takim : Urticales
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Familya - Urticaceae
Cins : Urtica

Tiir : Urtica dioica

2.6.3 Kullanim Alanlar

Eski donemlerden beri iyilestirici 6zellikler icermesine sebebiyle 1sirgan otu, dogal bir
ilag olarak kullanilmaktadir. Baslica kimyasal aktif bilesenlerinin yapisinin ve
farmakolojik 6zelliklerinin tanimlanmasiyla birlikte, 1sirgan otunun tibbi potansiyeli daha
iyi anlagilmaya baslanmistir. Ayrica, hastaliklarin tedavisine yonelik kullaniminin yani
sira, basit bir lif kaynag1 olarak tekstil endiistrisinde ve kismen kozmetik alaninda da
kullanmilmaktadir (Bhusal, K, K, vd., 2022). Biyolojik olarak énemli bilesiklerin varligi
sebebiyle 1sirgan otunun farkli alanlarda kullanilmasina neden olmustur. Viicudu
giiclendirmesi sebebiyle ¢orbalarda ve gesitli yemeklerde kullanmaktadirlar. Isirgan otu
ayrica hayvanlarda et kalitesini ve viicut agirligin1 artirmak veya iyilestirmek amaciyla
kullanilir. Kisisel bakim {iriinlerinde, sampuanlarda, dis macunlarinda ve belirli isleve
sahip kremler gibi farmasotik iiriinlerin tiretiminde de kullanilmaktadir. Isirgan otu lifleri
dogal tekstil tiretiminde potansiyel olusturmaktadir (Ayan, vd., 2006). Bunlara ek olarak,
1isirgan otunun tohum, kok ve yapraklari Eskisehir ili ¢evresinde halk arasinda kanser,
istah acici, sa¢ problemleri, anemiyi 6nleme ve bagisikligi giiclendirme amaciyla da

tilketilmektedir (Kucuk vd., 2020).

Geleneksel olarak ise ditiretik ajan olmasi sebebiyle halk arasinda romatizma ve artrit
tedavisinde kullanilmaktadir. Isirgan otu giliniimiizde romatizmal sikayetlerde ve
mevsimsel alerjileri hafifletmeye yardimci olarak, iyi huylu prostat da idrara ¢ikma
zorluklarin1 azaltmak icin ve diyabette glikoz seviyesini kontroliinde kullanilmaktadir
(Rafajlovska vd., 2013). Isirgan otu, bunlarin yani sira astim ve akciger iltihabi karsi
kullanilmistir. Diinya ¢apinda halk hekimliginde yaprak ve tohumlarinin tek basina veya
kombinasyon halinde egzama, hemoroit, karaciger iltihabi, anemi ve prostat kanseri gibi
cesitli hastaliklarin tedavisinde degerlendirilmektedir. Ayrica 1sirgan otunun agr1 kesici,
mikrop 6ldiiriicii, antibakteriyel, tansiyon disiiriicli, antidiyabetik, kardiyovaskiiler,
eklem iltihaplanmalar1 ve antiromatizmal etkilerini gésteren bir¢ok sayida bilimsel

caligmalar bulunmaktadir (Ayan vd., 2006).
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2.6.4 Isirgan Otu Tohumu ve Yag

Isirgan otu bitkisinin tohumlar1 doymus ve doymamis yag asitleri, B-karoten, lutein ve
violaxantin gibi karotenoidler ve polisakkaritler gibi biyoaktif bilesenler icermektedir
(Ait vd., 2015). Icerdigi bilesimler nedeniyle 1sirgan otu tohumu yag1 saglk acisindan
cok yararli 6zelliklere sahiptir. Doymamis yag asitleri (oleik asit(%19.88)), linoleik asit
(%66.37), tokoferol ve fenolikler gibi serbest radikallere ve oksidatif strese karst dogal
bir kaynaktir (Mitrovic vd., 2021). Isirgan otu tohumunun yaginda B-karoten(%61),
hidroksi-a-karoten (%0.9), lutein epoksit (%13.1) ve violaksantin (%14.7) oranlarinda
karotenoid i¢germektedir (Tablo 2.2) (Semalty vd., 2017).

Tablo 2.2

Isirgan otu (Urtica dioica) bitki tohumlarinin biyoaktif bilesenler ve icerdigi elementler

Yag asitleri Lioleik asit, Oleik asit
Karotenodiler B-karoten, hidroksi-a-karoten, lutein, violaksantin, lutein epoksit
Elementler Fe, Zn, Cu, Ca, P, Mg, Mn, Na, K, Se

Isirgan otu tohumlarinda C, E ve B6 gibi gesitli vitaminler bulunmaktadir. Ayrica isirgan
otu tohumunun element analizinde demir, ¢inko, bakir, kalsiyum, fosfor, magnezyum,
manganez, sodyum, potasyum ve selenyum gibi onemli elementlerin varligi tespit
edilmistir (Bhardwaj vd., 2024). Tiirkiye’de yetisen 1sirgan otu tohumlarinin besin igerigi
analiz edildiginde, yiiksek miktarda yag (%24.98) ve protein (%21.85) igerdigi tespit
edilmistir. Isirgan otu tohumunun belirlenen protein degeri, diger bitkilere nazaran daha
yiiksek bir protein kalitesine igaret etmektedir. Ayrica 1sirgan otu tohumu 100 gramda
0.078 mg selenyum igerigiyle dikkat ¢ekmektedir (Wetherilt H.,1989).

2.7 Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Kararsiz yapilar olarak bilinen serbest radikaller, dig yoriingelerinde eslesmemis elektron
barindiran yiiksek enerjili atom veya molekiillerdir. Bu eslesmemis elektronlar kararsiz
yapida olduklarindan diger molekiillerle kolayca etkilesime girmelerine ve reaksiyon
olusturmasina neden olur (Sekil 2.6). Serbest radikaller genellikle kisa 6miirlii olup ve
kimyasal formiillerinden bir nokta konularak gosterilirler (6rnegin, *OH). Bazen uzun
Oomiirlii radikal tiirleri de mevcuttur. Serbest radikaller hem kimyasal tepkimelerde hem

de canli organizmalardaki biyolojik siireclerde ara iiriin olarak olusturabilmektedir.
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Gegmis donemlerde daha c¢ok olumsuz etkileri bilinirken, giinlimiizde metabolik

siireclerde 6nemli diizenleyici gorevleri de oldugu kesfedilmistir (Yalgin vd., 2022).

Sekil 2.6

Serbest radikal yapisi(Yalgin vd., 2022).
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Ozellikle reaktif oksijen igeren serbest radikaller, hizli reaksiyona girer ve kisa
omiirlidiirler. Oksidatif stresin kaynagi olarak bilinen serbet radikaller, dokularda lipid,
protein ve DNA gibi hayati molekiillerle birlesebilme 6zelligi sayesinde, bu molekiillerin
fonksiyonlarmi olumsuz etkiler. Viicutta olusan serbest oksijen radikallerinin toksik
etkileri, detoksifikasyon organlari aracilifiyla bertaraf edilmeye caligilir. Ancak bu
siirecte atilamayan toksinler bag dokusunda depolanmaya baslar. Bu durumda organlarin
yaslanma hizin artirir ve kronik hastaliklarin ilerlemesine zemin olusturur (Karakan vd.,

2017).

Serbest radikaller 6zellikle oksijen, kiikiirt ve nitrojen kaynakli olan reaktif molekiillerdir.
Oksijen kaynakli olan ROS ( 6rnegin, hidroksil, nitrik oksit, siiperoksit vs.) hiicrede farkli
yar1 Omiirlere sahip olup cesitli reaktiviteler gosterir. Yiiksek reaktif ve dmrii kisa olanlar
hizli hasara yol agarken, SOD (siiperoksit dismutaz) enzimi ROS’u inaktive ederek
hiicreleri hasardan korur. Diisiik reaktifli ROS ve RNS (Reaktif nitrojen tiirleri) tiirleri de
bulunmaktadir. ROS iiretimi ve etkileri redoks mekanizmasi ile diizenlenmektedir. ROS

ve RNS tiirleri Tablo 2.3’te belirtilmektedir (Gulcin I, 2025).

Tablo 2.3

Reaktif Oksijen Tiirleri(ROS) ve Reaktif Nitojen Tiirleri (RNS)
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ROS RNS

Hidrojen Radikali Hidrojen Peroksit
Siiperoksit Radikali Singlet Oksijen
Hidroperoksit Radikali Ozon

Lipid Radikali Lipid Hidroperoksit
Lipid Peroksil Radikali Hipoklordz Asit
Peroksil Radikali Peroksinitrit

Lipid Alkol Radikali Dinitrojen trioksit
Nitrojen Dioksit Radikali Nitroz asit

Nitrit Oksit Radikali Nitroksil anyonu
Tyil Radikali Peroksinitroz asit
Protein Radikali Nitroz oksit

Oksidatif stres, hiicre ve dokularda asir1 reaktif oksijen tiirlerinin(ROS) {iiretimi ve
birikmesi sonucunda viicudun bu reaktif maddeleri detoksifiye etme yetenegi arasindaki
bozulmus dengeyi ifade etmektedir. ROS, oksijenin normal metabolizmasinda ortaya
¢ikan yan iirtinlerdir ve baz1 hiicre sinyal mekanizmasinda rol oynarlar. Bununla birlikte,
UV sinlari, radyasyon, hava-su kirliligi ve agir metaller gibi ¢evresel faktorler ile
ksenobiyotikler ROS {iiretimini 6nemli dlciide artirarak oksidatif strese ve dolasiyla hiicre
ve doku hasarina yol acar (Pizzino vd., 2017). Oksidatif stresin artmasi sonucu olarak
ortaya ¢cikan ROS’un hiicre i¢i lipid, protein ve DNA’nin ¢ift bag iceren bolgelerine
saldirarak hidrojen atomlarinin kopmasina neden olur ve zincirleme reaksiyonlari tetikler.
Bu durumda hiicre i¢i makromolekiillerde hasara yol agarak hiicre hasarina ya da hiicre
Olimiine sebep olur. Oksidatif hasar, serbest radikallerin makromolekiillere verdigi
zararin gostergesi olan malondialdehit (MDA), protein karbonilleri (PCO) ve 8-
hidroksiguanin (8-OHG) gibi hasar iiriinlerinin dlgiimiiyle saptanmaktadir (Ozcan vd.,
2015).

2.8 Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikallerin zararli etkilerinden organizmayi koruyan yasamsal
bilesiklerdir. Cok az miktarda dahi oksidasyonu yonetme, engelleme veya yavaslatma
kabiliyetleri sayesinde hem gidanin kalitesini korumakta hem de bedendeki dejeneratif
siireclerin Oniine gecebilmektedir. Antioksidanlar, c¢esitli mekanizmalarla oksitadif

stirecleri azaltirlar ve ROS’un zararl etkilerini de yavaglatmada 6nemli rolii oynarlar.
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Gida sistemlerinde lipid peroksidayonunu geciktirmesi sebebiyle lezzet, renk ve dokuyu
korur. Ayrica insan bedeninde biyomolekiilleri oksidasyondan koruyarak ve proteinin

fonksiyonunu etkliyecek etkilesimleri onleyerek saglik konusunda destek saglarlar

(Gulcin 1. 2025).

Antioksidanlar, enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak
tizere iki ana grup altinda siniflandirilirlar. Antioksidanlarin bir kismi1 kii¢iik molekiiller
olarak endojen tretilirken, bazilar1 da enzim kofaktorleri gibi disaridan alinabilmekte ve
enzimatik olmayan diger antioksidanlar ise beslenme yoluyla alinmaktadir. Beslenme
yoluyla aliman antioksidanlar farkli gruplara ayrilirlar ve bu grubun en genis kismini
polifenoller (fenolik asitler ve flavonoidler) olusturur. Diger besin kaynakl
antioksidanlar Sekil 2.7’de de gosterildigi gibi vitaminler, karotenoidler, organosiilfiir

bilesikler ve minerallerdir (Bunaciu vd., 2016).
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Sekil 2.7

Antioksidanlarin Simiflandirilmasi(Bunaciu vd., 2016).

ANTIOKSIDANLAR

Enzimatik
Antioksidanlar

Primer Enzimler

-Katalaz
-Peroksidaz

Cogu insan hiicresi oksidatif stres ve hasara karsi yeterli antioksidani kendiliginden
tiretemediginden, antioksidanlarin takviye yoluyla disaridan alinmasi gerekebilmektedir.
Bu baglamda, dogal ve daha giivenli alternatif antioksidan kaynaklarma yonelik ilgi
giderek artmaktadir. Bitkisel kaynakli dogal antioksidanlar (C vitamini, E vitamini,

fenolikler, karotenler, flavonoidler, fitatlar ve fiyodstrojenler gibi) serbest radikallerle

Sekonder
Enzimler

- Glutatyon Rediiktaz

-Glukoz 6 Fosfat
Dehidrogenaz

Enzimatik
Olmayan
Antioksidanlar
Mineraller Vitaminler
-Cinko -A,-C,-E, K
-Selenyum

Karotenoidler

-Beta karoten

- Likopen
-Lutein

Diisik
Molekiil
Agirlikh

Organosiilfiir
Bilegikler
-Allium
-indoller

Kofaktorler
-Koenzim Q10

Olanlar

-Glutatyon
-Orik Asit

Polifenoller

Flavonoidler
-Flavonoller
-izoflavonoidler
-Flavanlar

Fenolik Asitler

— -Hidrosinnamik Asitler

-Hidroksibenzoik Asitler
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reaksiyona girerek, katalitik metalleri baglayarak ve oksijeni uzlastirarak oksidasyonu

siirecini engellemede 6nemli bir rol alabilecegine inanilmaktadir (Darkwah vd., 2018).
2.8.1 Antioksidan Savunma Mekanizmasi

Oksidasyon tepkimeleri, hiicreler i¢in hayati islevde olsa da zararli etkilere de sahiptir.
Bu sebeple bitkilerde ve hayvanlarda C vitamini, E vitamini ve glutatyon gibi gesitli
antioksidanlarla birlikte katalaz, SOD (siiperoksit dismutaz) ve peroksidazlar gibi
antioksidan tepkimelerinin hizlandiran farkli enzimatik sistemler icerir. Bu antioksidan
enzimlerdeki eksiklikler veya inhibisyonlar, oksitadif strese neden olur ve hiicrelere zarar
vererek lizise neden olabilmektedir. Antioksidan savunmanin temel isleyis prensiplerini

7 baslik altinda 6zetleyebiliriz;

1) Serbest radikal olusumunu engellemek,

2) Oksidanlarin etkisizlestirmek,

3) Toksik serbest radikalleri, daha az toksik hale getirmek,

4) ikincil toksik metabolitlerin ve inflamasyon aract maddelerin olusumunu
engellenmek,

5) Ikincil oksidasyonlarin zincirleme tepkimelerini bloke etmek,

6) Hasar gormiis molekiilleri onarmak,

7) Endojen antioksidan savunma sistemini baslatmak ve giiclendirmek.

Biitlin bu antioksidan savunma mekanizmalari, viicudu oksidatif stresin verdigi zararl

etkilerden korumak i¢in koordineli sekilde ¢alismaktadir (Adwas vd., 2019).
3 MATERYAL ve YONTEMLER

3.1 Kullanilan Materyaller

3.1.1 Hiicre Hatlar

Calismalarimizda kullanilan insan akciger kanser hiicresi(A549) ve serviks kanser
hiicresi (HeLa), Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
Arastirma Laboratuvari’nda -196 C sivi nitrojende saklanmakta olup, bu hiicre hatlari

calismamizda kullanilmak {izere buradan temin edilmistir.
3.1.2 Isirgan Otu Tohumu Yad

Calismamizda kullanilacak olan 1sirgan otu tohumu yagi Konya ilinde bulunan
Ugurluoglu Bitkisel Yag Gida Kozmetik ithalat Ihracat Sirketi tarafindan temin

21



edilmistir. Bu sirket tarafindan 1sirgan otunun tohumlar: Sanlurfa ilinde toplatilmis olup,

soguk sikim metoduyla olusturulmustur. Europevital markasiyla 20 ml siselerde

paketlenmis 1sirgan otu tohumu yagi, deneylerde kullanilmak iizere oda sicaklifinda

saklanilmaktadir.

3.1.3 Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

Tablo 3.1

Caligmada kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler

Isim Sirket

UDS yagi Ugurluoglu, Tiirkiye

6, 24 ve 96 kuyucuklu plate Nest, Cin

25 ve 75 cm?’lik flasklar Nest, Cin

Etil Alkol Detsan, Tiirkiye

DMEM Sigma-Aldrich, Almanya
Tripsin-EDTA Sigma-Aldrich, Almanya

Penisilin/Streptomisin

Fetal Sigir Serumu (FBS)

10, 100 ve 1000ul’lik Pipet uglar
Steril Pipetler
Dimetilsiilfoksit(DMSO)

MTT Boyasi

Etidyum Bromiir

Akridin Oranj

Disodyum Hidrojen Fosfat (NazHPO4)
Sodyum Kloriir(NaCl)

Potasyum dihodrojen fosfat (KH2PO.)
Sodyum hidroksit(NaOH)

ABTS ¢ozeltisi

Tris-HCI

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil ¢6zeltisi(DPPH)

Metanol

Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sarstedt, Almanya
Sarstedt, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Applichem, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Merck, Almanya

Detsan, Tiirkiye

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

Merck, Almanya

3.1.4 Ekipmanlar

Tablo 3.2

Calismada kullanilan ekipmanlar

Isim

Sirket
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Laminar Kabin

Su Banyosu

Mikro Santrifiij
Sogutmal1 Santrifiij
Inverted Mikroskop
Floresan Mikroskop
Steril CO, Kabini
Hassas Terazi
Otoklav

Sterilizator

PH metre

-80C Dondurucu
Derin Dondurucu(-20C)
Buzdolabi1

Distile Su Cihazi
Etiiv

S1vi Azot Tanki
Vorteks

Buz Makinesi

Enzim Bagli Immunosrobent Yontem (ELISA) okuyucu

NovoCyte Flow Cytometer
DNA/RNA UV Kabini (UVT-B-AR
LightCycler Nano System

Heal Force, Cin

Niive BM 302, Tiirkiye
Sigma, ABD

Heraheus, Almanya
Leica, Almanya

Leica, Almanya

Hera Cell 240 Thermo, Almanya
Ohaus, Isvigre

ALP, Japonya

Niive, Tiirkiye

Thermo, Singapur

New Brunswick Scientific, ABD
Argelik, Tiirkiye

Argelik, Tirkiye

Niive, Tiirkiye

Niive, Tiirkiye

Taylor Wharton, Almanya
IKA'Y TTS2, Cin

Simag, Italya

BioTek, ABD

Agilent, ABD

Biosan, Tiirkiye

Roche, Almanya

3.1.5 Kullanilan Ticari Kitler
Tablo 3.3

Calismada kullanilan ticari kitler

Isim Sirket
FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | BD, ABD
PE Caspase-3 Apoptosis Kit BD, ABD

Total RNA Purification Plus Kit

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
FastStart Essential DNA Prob Master Kit
MitoScreen (JC-1) Kit

TUNEL Assay Kit - FITC

NORGEN, Kanada
Thermo Scientific, ABD
Roche, Tsvicre

BD Pharmingen, ABD

Abcam, Ingiltere
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3.1.6 Bilgisayar Yazilimlari

Tablo 3.4

Caligsmada kullanilan bilgisayar yazilimlar

Isim Sirket

Graphpad Prism 8.0.1 Graphpad, ABD
Gen5 Data Analysis Software BioTek, ABD
Sigmaplot 14.0 Grafiti, ABD
NovoExpress Software Agilent, ABD
BioSpec-nano Shimadzu, Japonya

3.2 Yontemler
Bu calismada, 1sirgan otu tohumu yagimin antioksidan o6zellikleri arastirilmis; ayrica,
insan akciger adenokarsinom hiicre hatt1 (A549) ve serviks kanseri hiicre hatt1 (HeLa)

tizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri in vitro kosullarda degerlendirilmistir.
3.2.1 Isirgan Otu Tohum Yaginin Antioksidan Etkisinin Incelenmesi

Calismamizda kullandigimiz 1sirgan otu tohumu yaginin antioksidan potansiyeli, DPPH
radikal siiptiriicii etkisi ve ABTS radikal siipiiriicii aktivite testleri ile analiz ederek

belirlenmistir.
3.2.1.1 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPHe) radikalini siipiiriicii etkisi

DPPH?e radikal siipiirme aktivitesi i¢in 1sirgan otu yaginin belirlenen konsantrasyonlari
hazirlanmistir. Isirgan otu yaginin her bir konsantrasyonu i¢in, 100 pl hacimde, 80 ug/mL
konsantrasyonunda DPPH ¢ozeltisi eklenmistir. Son karigimlar 60 dakika boyunca
karanlikta ve oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan UV
Spektrofotometrisinde dalga boylart 517 nm olacak sekilde absorbans degerleri
Olclilmiistiir. Pozitif kontrol olarak gallik asit kullanilmistir. DPPH radikali siipiiriicii
kapasitesi, Denklem 3.1’°de belirtilen formiille hesaplanmis ve yiizde olarak verilmistir.
Ote yandan DPPH radikalini siipiiriicii etkisinin yarrya azaltan drnek miktar (ECso)

belirlenmis ve elde edilen bu deger de pg/mL cinsinden belirlenmistir.

Denklem 3.1

Inhibisyon Formiilii (Akontro: Kontrol absorbansi, ayaz: Isirgan otu tohumu yagi pozitif kontrollerin

absorbanst)
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o Akontrol — Ayag
%inhibisyon = Akontrol x 100

3.2.1.2 ABTS (2,2’-azino-bis (3-ethilbenzotiazoline-6-siilfonik asit) radikali katyon
siipiiriicii etki (TEAK)

Bu yontem, antioksidan 6zellik gosteren Vitamin E’nin suda ¢dziinen analogu olan
Troloks’un ve Ornek materyalin stabil ABTS radikali stipiiriicii kapasiteleriyle
karsilastirilmasina dayanmaktadir. Yesil-mavi renkte goriinen ABTS radikali, 734 nm’de
Olctilen absorbans ile 0.7-0.8 arasinda bir degere ulasana kadar etanol ile seyreltme islemi
yapilmistir. Her 1sirgan otu tohumu yagi1 6rneginin konsantrasyonu igin 10 ul yag, 990
ul ABTS ¢ozeltisine eklenmistir. Her bir konsantrasyon i¢in elde edilen karisimlar 30
dakika boyunca karanlikta ve oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Siire sonrasi
karisimdan 300 pl cekilerek mikrotitrasyon plakalarina aktarilmis ve UV
Spektrofotometresinde 734 nm’de absorbans Ol¢iimii yapilmistir. 0.125 ile 2 mM
araligindaki Troloks’tan elde edilen standartlar ile kalibrasyon egrisi ¢izilmistir ve
ardindan 1sirgan otu tohumu yaginin ABTS siipiiriicii etkileri Troloks esdegeri cinsinden

hesaplanmistir (Denklem 3.2).

Denklem 3.2

Inhibisyon Formiilii (Akontro: Kontrol absorbansi, ayaz: Isirgan otu tohumu yagi pozitif kontrollerin
absorbansi)
Akontrol — Ayag

%inhibisyon = Aontrol x 100

3.2.2 Hiicre Kiiltiirii Uygulamalari
3.2.2.1 Hiicre Kiiltiirii

A549 ve Hela hiicreleri %1 penisilin-streptomisini, %1 L-glutamin ve %10 fetal sigir
serumu iceren DMEM besiyerinde 37 T %5 CO2’li inkiibatorde tutularak ¢ogaltilmigtir.
Bu ortamda biiyliyen A549 ve HeLa hiicreleri kiiltlir kaplarinda hiicre yogunlugu %80

oranina geldiginde pasajlama islemi yapilmistir.
3.2.2.2 Hiicrelerin Stoklanmasi
A549 ve HeLa hiicre hatlari, flasklarda %80-90 doluluk seviyelerine ulasinca eski besiyer

pipetle alinmistir. Ardindan hiicreler 1x PBS ile yikanmistir. Yikama sonunda PBS ¢ekilir
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ve 1x Tripsin-EDTA eklenmis olup 5 dakika kadar inkiibe edilmistir. inverted mikroskop
ile hiicrelerin flask tabanindan ayrilip ayrilmadigi kontrol edilmistir. Hiicrelerin flask
tabanindan ayrildigindan emin olduktan sonra, tripsin etkisini notralize etmek igin
besiyeri eklenmistir. Besiyeri eklenen flasklardaki karisim falkon tiiplerine aktarilip 1200
rpm’de 5 dakika boyunca oda sicakliginda santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi1 falkon
tiiptiniin {ist kismindaki siipernatant dikkatli bir sekilde atilir ve geriye sadece hiicre peleti
kalmustir. Stoklama islemi i¢in her bir karyotiipe 1800 pl besiyeri ve 200 ul DMSO olacak
sekilde karisim hazirlanmigtir. Hiicreleri igeren karisimdan 2ml’lik karyotiiplere
aktarilmigtir. Karyotiipleri dnce -20 C’de 2 saat ve sonra bir gece -80 C’de bekletilmistir.
Daha sonra hiicreler, -196C’deki sivi azot tankina aktarilarak stoklama islemi

tamamlanmustir.
3.2.2.3 Hiicrelerin Stoktan Cikarilmasi

-196 C’deki s1v1 azot tankindan A549 ve HeLa hiicreleri, oda sicakliginda ¢ézdiirtilmesi
saglanmistir. Coziinen her iki hiicre hatlari, her bir falkon tlipline ayr1 ayr1 aktarilarak
tizerine 2 ml DMEM besiyeri eklenmistir. Ardindan 1200 rpm’de 3 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi dikkatlice cekilmis ve pelet iizerine DMEM
eklenerek pipetaj yapilmistir. Falkonlarda bulunan A549 ve HeLa hiicreleri 25 cm?’lik
flasklara ayr1 ayr1 aktarilmis ve her flaskin iizerine hiicrenin adi ile tarih yazilarak
belirtilmistir. Mikroskop altinda hiicrelerin durumu kontrol edilmis ve inkiibatorde

biiylimesi saglanmustir.
3.2.2.4 Hiicrelerin Pasajlanmasi

25 cm?’lik flasklarda bulunan hiicreler %80-90 doluluk seviyesine ulastiginda,
flasklardan besiyer c¢ekilmis ve ardindan hiicreler 1xPBS ile yikanmistir. PBS
uzaklagtirllmis ve hiicrelere 1xTripsin-EDTA eklenmistir. Ardindan 5 dakika boyunca
inkiibatore birakilmistir. inverted mikroskobu ile hiicrelerin flask tabanindan ayrilip
ayirilmadigr kontrol edilmistir. Flask yiizeyinden ayrilan hiicrelere, tripsin ¢ozeltisi
besiyeri eklenmis ve daha sonra falkon tiiplerine alinmistir. Oda sicakliginda 1200 rpm’de
5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Stipernatant kisim dikkatli bir sekilde gekilip
atilmis ve dipteki pelet hiicrelere besiyer eklenmistir. Falkonda bulunan hiicreler, 75
cm?’lik flasklara alinmis ve daha sonra hiicreler mikroskopta kontrol edilmistir.
Pasajlama islemi tamamlandiktan sonra 75 cm?’lik flasklarda bulunan hiicreler ¢ogalmast

i¢in inkiibatore alinmistir.
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3.2.3 Sitotoksitite (MTT) testi
3.2.3.1 MTT yontemi ile 1sirgan otu tohumu yagimin ICso dozunun belirlenmesi

MTT testi, sitotoksititeyi, hiicrenin canliligin1 ve proliferasyonunu saptamada en gok
kullanilan yontemlerden biridir. Bir tetrazolyum tuzu olan MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir), canli hiicrelerin mitokondrilerinde siiksinat-
dehidrogenaz enzimi ile formazana doniisiir ve canli hiicreler tarafindan mor renk

degisimi gézlemlenirken, 6lii hiicrelerde renk degisimi gézlenmemektedir.

ICs0 dozunun belirlenebilmesi i¢in iki hiicre hatti, 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyucuk
i¢in 1x10*hiicre olacak sekilde ekilip hiicreler 24 saat siiresince inkiibe edilmistir. Siire
sonunda besin ortami degistirilerek, hiicrelere 24 ve 48 saat siire ile 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5
ve 0.6 ml/L konsantrasyonlarinda isirgan otu tohumunun 6 farkli doz uygulamasi
yapilmustir. Siire sonunda her bir kuyucuga 20 ul MTT boyasi ilave edilmis ve plakalar
aliminyum folyoyla sarilarak 2 saat inkiibatore birakilmistir. Ardindan besi yeri
uzaklastirilmis ve her bir kuyucuga 100 pl DMSO eklenmistir. Plakalar karanlik ortamda
lineer calkalayici tlizerinde 10 dakika karistirllmistir. Son olarak karanlik ortamda
spektrofotometrik mikroplaka okuyucuda (ELx800 Bio-Tek cihazi) 540 nm dalga
boyunda absorbans okumasi yapilmistir. Elde edilen absorbans degerleri, hiicrenin
canlilik degeri kabul edilmistir. Calismada, hiicrelerin %50 inhibisyonu olarak gosterilen
ICso degeri esas alinmis ve ICso degerlerinin belirlenmesine yonelik hesaplanma ile grafik

analizleri Graphpad Prism 8.0.1 yazilim programi kullanilarak gergeklestirilmistir.
3.2.4 Apoptotik Etki Testleri
3.2.4.1 Annexin-V FITC testi: Erken ve Ge¢ Apoptoz Tespiti

Altr kuyucuklu plakalara 1x10° yogunlugunda A549 ve HeLa hiicrelerinin ekimi
yapilmustir. 24 ve 48 saat siirelerinde belirlenen konsantrasyonda 1sirgan otu tohumu yagi
ile muamele edilmistir. Inkiibasyonun ardindan her iki kanser hiicrelerindeki apoptoz
aktivitesini belirlenmesi i¢in BD Pharmingen™ FITC Annexin V Apoptosis Detection
Kit I prosediirii izlenmistir. Her bir hiicre grubu soguk PBS ile 2 kez yikanmis ve 1x
tripsin-EDTA ¢ozeltisi yardimiyla plakalardan kaldirilmistir. Kaldirilan hiicreler, 1 mL
besi ortaminda tiiplere aktarilmis ve 1400 rpm’de 5 dakika santiflije edilmistir. Santrifiij
sonunda elde edilen hiicre pelletleri, 1x10° hiicre/mL konsantrasyonunda 100 pl

1xbaglama tamponunda siispanse edilmistir. Bu siispansiyona 5 pl Annexin V FITC ve 5
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uL Propidyum lIyodiir (Pl) eklenmistir. Hiicreler 15 dakika karanlik ortamda ve oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. 400 pL baglama tamponu eklendikten sonra NovoCyte
Flow Cytometer adli akis sitometrisi cihazinda analizleri ger¢eklestirilmistir. Bu cihazda
bulunan NovoExpress Software yazilim programi ile erken-gec¢ apoptoz ve nekroza

ugrayan hiicrelerin % hesaplamalar1 yapilmistir.
3.2.4.2 Kaspaz-3 Aktivitesinin Belirlenmesi

Kaspaz-3 diizeylerini 6l¢mek igin, ICso degeri belirlenen konsantrasyonda A549 ve Hela
hiicreleri 1sirgan otu tohumu yagi ile 24 ve 48 saat silirelerde muamele edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan her iki kanser hiicrelerindeki kaspaz-3 aktivitesini belirlenmesi
icin BD Pharmingen™ PE Caspase-3 Apoptosis Kit prosediirii izlenmistir. Ardindan iki
kez soguk PBS’de yikanmus ve 1x10° hiicre/0.5 ml konsantrasyonunda BD
Cytofix/Cytoperm c¢ozeltisinde tekrar siispanse edilmistir. Hiicreler buz tlizerinde 20
dakika bekletilip santrifiij edilmistir. Pelette kalan hiicreler, 0.5 ml tampon/1x10° hiicre
hacminde, oda sicakliginda 1X BD Perm/Yikama soliisyonu ile 2 kez yikanmistir.
Hiicreler tekrar santifiij edilerek 0.1 ml 1X BD Perm/Y1ikama tamponu ve 20 ul antikor
iceren soliisyonda tekrar siispanse edilmis ve 30 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Her bir analiz i¢in, hiicreler 1 ml BD Perm/Y1ikama tamponunda yikandiktan
sonra 0.5 ml BD Perm/Yikama tamponunda tekrar siispanse edilmistir. Son olarak,

NovoCyte Flow Cytometer adli akis sitometrisi Cihazi kullanilarak analiz yapilmistir.
3.2.4.3 Mitokondriyal Membran Potansiyeli(A¥m)

A549 ve Hela hiicreleri, 6 kuyucuklu plakalara 1x10° hiicre olacak sekilde ekimi
yapilmistir. Isirgan otu tohumu yaginin ICsq’si belirlenen konsantrasyonlarinda 24 ve 48
saat siirelerinde muamele edilmistir. Inkiibasyonun ardman her hiicre grubunda
mitokondriyal membran potansiyelini belirlemek i¢in BD Pharmingen™ MitoScreen
(JC-1) kiti prosediirii uygulanmustir. Hiicreler 2 uM JC-1 boyasi eklenmis ve %5 CO>
igeren 37 C’lik inkiibatorde 30 dakika bekletilmistir. Deneyde kontrol igin hiicreler 6nce
50 mM karbonil siyaniir 3-klorofenilbenhidrazon (CCCP) ile isleme tabi tutulmus ve
37T de 5 dakika inkiibe edilmistir. CCCP uygulanmayan hiicreler, pozitif kontrol olarak
kabul edilmistir. Hiicreler 2 mL PBS ile bir kez yikanmis ve 120 rpm’de 3 dakika santifiije
edilmistir. Olusan pellet, 500 uL. PBS icinde yavasca karistirilarak yeniden siispanse

edilmistir. Hiicrelerin analizi NovoCyte Flow Cytometer adl1 akis sitometrisi cihaz ile
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yaptlmistir. Mitokondiyal membrandaki degisiklikler, yesil ve kirmizi floresan

sinyallerinin nokta grafigi izerinden belirlenmistir.
3.2.4.4 Akridin Oranj-Etidyum Bromiir Boyama

Akridin Oranj ve Etidyum Bromiir boyalar1 kullanilarak erken ve ge¢ apoptoz evrelerini
belirlemek amaciyla, 24 kuyucuklu plakalarin her birinde 5x10* her iki hiicre hatt1 ekilip
inkiibe edilmistir. Siire sonunda hiicreler, ICsp degeri belirlenen 1sirgan otu tohumu yagi
eklenmis olup 24 saat ve 48 saat siirelerinde tekrar inkiibe edilmistir. Ardindan 50 pg/mL
EB ve 100 ug/mL AO boya ¢ozeltilerinin 1:1 karisimindan 100 pl alinarak hiicrelere
eklenmis ve oda sicakliginda 10 dakika kadar inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda
iki kez PBS ile yikanmis ve yine PBS ortaminda FITC filtresi kullanilarak floresan

mikroskobunda karanlik ortamda goriintiilenme islemi yapilmaistir.
3.2.4.5 mRNA Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi
3.2.4.5.1 Total RNA izolasyonu

1x10%ekilen A549 ve HeLa hiicreleri, 1sirgan otu tohumu yag ile 24 saat siireyle muamele
edilmistir. RNA izolasyonu ig¢in Norgen Total RNA Purification Plus Kit protokolii
uygulanmistir. Hiicreler PBS ile bir kez yikanmistir. Her iki hiicre 6rneklerine 350 pl
Buffer RL eklenmis ve 5 dakika oda sicaklig1 inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler kaziyici
ile toplanmustir (hiicre lizatlari gDNA uzaklastirma kolonuna alinmistir). 1 dakika
boyunca 14.000xg’de santrifiij edilmistir (EDNA kolona baglanir). Siipernatant eldesine
100 pl basma 60 ul %96’lik etanol eklenmis ve vortekslenmistir. Elde edilen karigim
RNA baglama kolonuna baglanmasi saglanmistir. Kolon yikama soliisyonu yardimiyla
yikama yapilmistir. Etanol kalintisinin giderilmesi igin ekstra santifiij edilerek kolon
kurutulmasi saglanmigtir. Her kolona eliisyon tamponundan 50 pL eklenmistir. Saf olarak

RNA elde edilmis olup, cDNA sentezi asamasina gegilmistir.
3.2.45.2 RNA’nin miktar ve safigimin belirlenmesi

Elde edilen RNA’nimn toplam miktarinin ve safliginin dlgiimleri, NanoDrop cihazinda
tespit edilmistir. Her 6rnekten 1,5 pl kadar alinmistir. Dalga boylar1 260/280 ve 260/230

nm olacak sekilde 6l¢tim yapilmuistir.
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3.2.4.5.3 Total RNA eldesinden cDNA sentezi

Elde edilen RNA izole orneklerinden cDNA sentezini gergeklestirmek icin Thermo
Scientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit prosediirii kullanilmistir. 500 ng
total RNA’ya 1 pl random hexamer primer eklenmis ve toplam hacim niikleaz igermeyen
su ile 12 pl’ye tamamlanmistir. Primerlerin baglanmasi i¢in 65C’de 5 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonras1 8 ul revers transkripsiyon reaksiyon karisimindan (Tablo

3.5) ilave edilerek hacim 20 ul’ye getirilmistir.

Tablo 3.5

cDNA sentezi i¢in reaksiyon karigim miktarlari

Bilesenler Miktar (Her bir ornek icin)
5x Reaksiyon Buffer 4 ul
10 mM dNTP Mix 2 ul
RiboLock RNaz inhibitorii (20 U/ pl) 1ul
Revertaid M-MuLV RT (200 U/ pl) 1wl

Elde edilen karistm o6nce 25C’de S5dakika ve ardindan 42C’de 60 dakika inkiibe
edilmistir ve islem sonunda cDNA’lar elde edilmistir. Sonraki analizlerde kullanilmak

tizere -20 C’de saklanmustir.
3.2.4.5.4 Gen Ifadelerinin Belirlenmesi (Real Time PCR)

Gergek zamanli PCR analizi i¢in, Roche FastStart Essential DNA Probes Master Kit
prosediiriine gore gergeklestirilmistir. RT-PCR reaksiyon karisimi total hacim 20 pl
(Tablo 3.6) olacak sekilde ayarlanmis ve 1.500xg’de santifiije edilmistir.

Tablo 3.6
PCR reaksiyon karigimi
Bilesenler Miktar (Her bir ornek icin)
Master Mix 10 pl
Niikleaz igermeyen Su 7.5 ul
cDNA 1.5ul
Primer Prob Mix 1l
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Hazirlanan RT-PCR reaksiyon karisimi tiiplere konulup, Lightcycler Nano cihazina
almmistir. Tablo 3.7 ‘de belirtildigi gibi DNA amplifikasyon kosullarinda isleme
konulmustur.

Tablo 3.7

PCR dongiileri, siire ve sicakliklar

Pre-Inkiibasyon (Baslangic Denatiirasyon) 95, 10dk, Dongii Sayisti:1
Denatiirasyon 957, 10sn, Dongii Sayis1:45

Annealing (Hibridizasyon) 60C, 30sn, Dongii Sayis1:45
Ekstansiyon (Uzama) 72C, 10sn, Dongii Sayis1:45

Sogutma 40°C, 10sn, Dongii Sayisi:1

e Pre-inkiibasyon asamasinda, enzim aktivasyonu ve ilk denatiirasyon
gerceklesmektedir.

e Denatiirasyon asamasinda, DNA iplikleri ayrilmaktadir.

e Annealing agsamasinda, primerler hedef DNA’ya baglanmaktadir.

e Ekstansiyon asamasinda, DNA sentezi baslamakta ve floresan sinyali
almaktadir.

e Sogutma asamasinda, cihazdan ¢ikarmadan Once reaksiyonun

stabilizayonu ve sistemdeki rotorun sogutulmasi saglanmaktadir.

RT-PCR dongiileri tamamlandiktan sonra, her bir hedef genin ekspresyon diizeyi,

referans olarak alinan aktin ile karsilastirilarak relatif olarak oranlanmustir.
3.2.45.5 RT-PCR Sonug¢ Verilerinin Analizi

Elde edilen gen ifadeleri analizlerine ait sonuglar, PCR sisteminde bulunan LightCycler
Relatif Kantitasyon Yazilim Programi ile hesaplanmistir. Bu yazilim, referans gen olan
aktine gore, hedef gen ekspresyon seviyelerinin relatif olarak kantite edip

nicellestirmistir.
3.2.4.6 TUNEL yontemi

TUNEL yo6ntemi i¢in Abcam Tunel Assay Kit-FITC kullanilarak analiz gergeklestirildi.
Kit igerisinde bulunan ve her bir 6rnek i¢in 50 ul olacak sekilde TUNEL reaktifi
hazirlanmistir. TUNEL reaktifi, her bir 6rnek i¢in 10 pl Reaksiyon tamponu, 0.75 pl Tdt
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enzimi, 8 pl FITCH-dUTP ve 32.25 ul distile su karistirilarak toplam 51 ul seklinde
hazirlanmistir. Negatif kontroller i¢in Tdt enzimi eklenmemistir. TUNEL reaktifleri her
bir 6rnege ayr1 ayr1 eklenmis ve 37 C sicaklikta 1 saat siirede inkiibe edilmistir. Ardindan
hiicre gekirdeklerini gorsellestirmek igin, Propidyum Iyodiir (PI) ile 30 dakika boyanmasi

saglanmistir. Boyama islemi sonunda floresan mikroskobunda goriintiileme yapilmaistir.
3.2.5. Istatistik Calisma

Bu ¢alismada, her bir deney ii¢ bagimsiz tekrarla yiirtitiilmiistiir. Elde edilen tiim veriler

ortalama + standart hata (SEM) olarak kullanilmistir.

Verilerin istatiksel analizi GraphPad Prism 8.0.1 yazilim programi kullanilmistir. Kontrol
ve muamele gruplar1 arasindaki potansiyel farkliliklarin tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve hemen ardindan Benferroni ¢oklu karsilastirma testi ile degerlendirilmistir.
Istastatiksel anlamlilik, p degerlerine gore p<0,05* p<0,01** p<0,001***,
p<0,0001**** geklinde ifade edilmistir.

4 BULGULAR
4.1 Isirgan Otu Tohumu Yaginin Antioksidan Aktivite Sonuclar:
4.1.1 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) Radikalini Siipiiriicii Etkisi

Kararli bir serbest radikal olan DPPH, ¢ozelti icerisinde mor bir renkte bulunmaktadir.
DPPH ¢ozeltisine bir antioksidan madde (Ornegin gallik asit veya C vitamini)
eklendiginde, bu bilesik elektron veya hidrojen atomu bagis1 yoluyla serbest radikali
indirger ve cozeltinin renginin sartya dogru acilmasma neden olmaktadir. Bu renk
degisimi spektrofotometrik olarak kolaylikla o6lgiilebilir ve maddenin antioksidan

kapasitesinin bir gostergesi olarak degerlendirilmektedir.

Bu calismada, UDS yaginin DPPH radikalini siipiiriicii etkisi pozitif kontrol olarak
kullanilan gallik asit standarti kullanilmistir. Her bir 6lglim dort bagimsiz deneyin
ortalamasi alinarak hesaplanmis ve sonucglar standart sapmalar1 ile birlikte ifade
edilmistir. UDS yagmin konsantrasyona bagli olarak artan DPPH radikal siipiiriicii
aktivitesi Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1

UDS Yaginin DPPH serbest radikal stipiiriicii etki grafigi

DPPH Grafigi y =32,881x + 1,7425
R? = 0,9975
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UDS yagmin DPPH radikalini siipiiriici etkisi konsantrasyona bagli % inhibisyon
degerleri Sekil 4.1°de belirtildigi lizere 2.5 mg/mL baslangic konsantrasyonu esas
aliarak 1:1 oraninda seri seyreltilmis ve sirasiyla 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125 ve 0.15625
mg/mL konsantrasyonlarinda analizler gerceklestirilmistir. Bu 5 konsantrasyonun %
inhibisyon degerleri sirastyla 83.17, 45.23, 20.49, 12.35 ve 6.74°dir. Standart gallik aside
(3,94+0.14pg/mL) gore konsantrasyon ve inhibisyon yiizde degerleri dikkate alindiginda,

UDS yaginin serbest radikal siipiirme etkisi potansiyeli diigiik oldugunu goriilmektedir.

4.1.2 ABTS (2,2’-azino-bis (3-ethilbenzotiazoline-6-siilfonik asit) radikali katyon
siipiiriicii etki (TEAK)

TEAK (Troloks Esdeger Antioksidan Kapasitesi) yontemi, bir maddenin antioksidan
kapasitesini yani serbest radikali siipiiriicii etkisini 6lgmek i¢in kullanilan yontemdir.
TEAK aktivitesi sonuglarinin nicel olarak ifade edilmesi i¢in, 0.05mM ve 2mM arasinda
degisen farkli konsantrasyonlardaki Troloks standart ¢ozeltilerinin % inbisyon degerleri
kullanilarak bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur. UDS yagmin antioksidan
kapasitesinin dl¢iilmesinde bu kalibrasyon egrisi iizerinde yaygin antioksidan bir referans
olan Troloks esdegeri (mM TEAK) cinsinden Sekil 4.2°de ifade edilmistir ve elde edilen
sonuglarin 3 tekrarli deney ortalamasi da standart sapmalariyla birlikte Tablo 4.1°’de

belirtilmistir.
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Sekil 4.2

UDS yagimin Troloks esdeger cinsinden antioksidan kapasitesi grafigi
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Tablo 4.1

UDS yaginin antioksidan kapasitesi(TEAK)

Ornek ABTS (mMTE/gyag)
UDS yagi 2.35+0.14

Antioksidan etkili bir bilesik olan ve “suda ¢dziinen E vitamini analogu” olarak
adlandirilan  ‘Troloks’ referans alinmistir. Isirgan otu tohumu yagmin troloks
esdegerligine gore test edilmis (TEAK) ve UDS yaginin toplam antioksidan kapasitesi
2.35+0.14 mMre/gyaz olarak belirlenmistir. Bu bulgu, UDS yaginin antioksidan

seviyesinin diisiik olup, sinirli bir antioksidan kapasiteye sahip oldugunu gostermistir.
4.2 Isirgan Otu Tohumu Yaginin A549 ve HeLa hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi

UDS yag1, A549 ve HelLa hiicrelerinde 6 farkli konsantrasyonda (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 ve
0.6 ml/L) 24 ve 48 saat siireyle inkiibe edilmistir. Ardindan besi yeri ortamina MTT
boyasi eklenerek 37C’de 3 saat kadar tekrar inkiibe edilmistir. Siire sonunda olusan
formazon tuzlari, DMSO ¢ozeltisi ile ¢ozdiiriilmiistiir. Her bir kuyu 540 nm absorbans
degerinde ELISA Reader cihazi ile Olcililmiistiir. Hiicre canlilifi hesaplamalarinda,
kontrol grubu hiicrelerin canliligi temel alinmis ve %100 olarak kabul edilmistir. UDS

yaginin 24 ve 48 saatteki ICso degerlerinin hesaplanma islemleri Graphpad Prism8
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programi ile yapilmistir. Her bir konsantrasyon i¢in hiicre canlilik oranlari, MTT testi i¢in
kullanilan ve asagida belirtilen (Denklem 4.1) % canlilik formiilii kullanilarak

hesaplanmistir. Her bir deney {li¢ bagimsiz deney ve ii¢ tekrarli sekilde yapilmistir.
Denklem 4.1

MTT testi i¢in kullanilan % canlilik belirleme formiilii

Konsantrasyon Ortalamasi — Bos Ortalama
% canlilik = x 100
Kontrol Ortalamasi — Bos Ortalama

UDS yagmin A549 ve HeLa hiicreleri tizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla
yapilan sitotoksisite analizleri sonucunda, A549 hiicreleri i¢in ICso degeri 24 saatlik
uygulamada 0.503 ml/L, 48 saatlik uygulamada ise 0.5485 ml/L olarak belirlenmistir.
HeLa hiicrelerinde ise ICso degeri 24 saatte 0.4209 ml/L iken, 48 saatte ise sonug vermedi.

(Tablo 4.6). MTT testinin sonuglari, asagida basliklar halinde belirtilmistir

4.2.1 UDS yaginin A549 hiicresine 24 saat siiredeki etkisi

Tablo 4.2

UDS yaginin 24 saat uygulamasinda 0.1-0.6 ml/L arasindaki 6 farkli konsantrasyona tabi tutulan A549
hiicresindeki % hiicre canlilik degerleri (Kontrole gore *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001)

Dozlar (ml/L) Canhlik(%)
0.1 79.156

0.2 78.963

0.3 73.8889

0.4 53.1804

05 50.3366

0.6 59.1357

Sekil 4.3
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UDS yaginin 24 saat uygulamasinda 0.1-0.6ml/L arasindaki 6 farkli konsantrasyona tabi tutulan A549
hiicresindeki % hiicre canlilik grafigi (Kontrole gore *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001)
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4.2.2 UDS yaginin A549 hiicresine 48 saat siiredeki etKkisi
Tablo 4.3

UDS yaginin 48 saat uygulamasinda 0.1-0.6ml/L arasindaki 6 farkli konsantrasyona tabi tutulan A549
hiicresindeki % hiicre canlilik degerleri (Kontrole gore *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001)

Dozlar (ml/L) Canhlik(%)
0.1 88.7544
0.2 103.409
0.3 89.6539
0.4 69.1329
0.5 58.9308
0.6 66.5286
Sekil 4.4
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UDS yaginin 48 saat uygulumasinda 0.1-0.6 ml/L arasindaki 6 farkli konsantrasyona tabi tutulan A549
hiicresindeki % hiicre canlilik degerleri (Kontrole gore *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001)

Ab549-48saat
150
IC5=0.5485
x 100 *
= = R
c
©
Q
>~ 504
0- | | T |
AN
00
YU

Konsantrasyon (ml/L)

24 saatlik uygulama sonucunda, A549 hiicrelerinde test edilen UDS yaginin sitotoksik
etkisi doza bagli olarak artis gostermistir. 0.4 ml/L ve iizeri konsantrasyonlarda hiicre
canliligr anlamli sekilde azalmis, ICso degeri yaklasik 0.503 ml/L olarak hesaplanmistir
(Sekil 4.3; Tablo 4.2). Bu sonug, UDS yagmin A549 hiicreleri {izerinde belirgin bir
sitotoksik potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. A549 hiicrelerinde 48 saatlik
uygulamada ICso degeri 0.5485 ml/L olarak hesaplanmis olup, bu deger 24 saatlik
uygulamaya gore biraz daha yiiksek bulunmustur (Sekil 4.4; Tablo 4.3).

4.2.3 UDS yagimin HeLa hiicresine 24 saat siiredeki etkisi
Tablo 4.4

UDS yaginin 24 saat uygulamasinda 0.1-0.6ml/L arasindaki 6 farkli konsantrasyona tabi tutulan HelLa
hiicresindeki % hiicre canlilik degerleri (Kontrole gore *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001)

Dozlar (ml/L) Canhlik(%)
0.1 76.2778
0.2 79.2262
0.3 68.6164
0.4 64.9899
0.5 52.7972
0.6 70.6648
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Sekil 4.5

UDS yaginin 24 saat uygulamasinda 0.1-0.6ml arasindaki 6 farkli konsantrasyona tabi tutulan HeLa
hiicresindeki % hiicre canlilik degerleri (Kontrole gore *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001)
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4.2.4 UDS yagimin HeLa hiicresine 48 saat siiredeki etkisi

Tablo 4.5

UDS yagimin 48 saat uygulamasinda 0.1-0.6ml/L arasindaki 6 farkli konsantrasyona tabi tutulan HeLa
hiicresindeki % hiicre canlilik degerleri (Kontrole gore *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001)

Dozlar (ml/L) Canhilik(%)
0.1 94.8861
0.2 103.559
0.3 83.5332
0.4 93.2502
0.5 86.9121
0.6 78.8095
Sekil 4.6
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UDS yaginin 48 saat uygulamasinda 0.1-0.6ml/L arasindaki 6 farkli konsantrasyona tabi tutulan HeLa
hiicresindeki % hiicre canlilik degerleri (Kontrole gore *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001)
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HeLa hiicrelerine uygulanan UDS yag1, 24 saatlik siirede orta dozlarda hafif bir sitotoksik
etki gosterse de (Sekil 4.5; Tablo 4.4), 48 saatlik uygulama sonucunda hiicre canlilifinda
artis gézlenmis ve anlaml bir hiicre 6liimii tespit edilmemistir (Sekil 4.6; Tablo 4.5). Bu
bulgular, UDS yagmimn HeLa hiicreleri lizerinde belirgin bir sitotoksik etkiye sahip

olmadigin1 géstermektedir.

Tablo 4.6

UDS yaginin A549 ve HeLa hiicre hatlarinda 24-48 saatlik 1Cso degerleri ve etkileri

Hiicre Hatt1 Zaman I1Cso (Ml/L) Sitotoksisite EtKisi
A549 24 saat 0.5030 Belirgin ve doz-bagimli sitotoksik etki
A549 48 saat 0.5485 Etki devam etmekte, ancak doz-yanit zayiflamig
HelLa 24 saat 0.4209 Orta diizeyde etki, bazi dozlarda anlaml
HelLa 48 saat - Etki zayiflamus, hiicreler direng gelistirmis olabilir

4.3 Annexin-V FITCH

Normal hiicre membranina i¢ ylizeyinde yer alan fosfatidilserin (PS), hiicre apoptoza
ugradiginda membranin dis ylizeyine tasinir. PS’nin membranin dis yiizeyine ¢ikmasiyla

hiicre membranin heniiz biitlinliigli bozulmadig1 apoptotik hiicre O6liimiiniin erken
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donemlerinde olusur. Annexin V, PS’ye baglanabilen bir protein oldugundan, floresan bir

madde ile isaretlenerek apoptoza ugramis hiicreyi goriiniir hale getirir.

Apoptozisin erken evrelerini belirlemek amaciyla, deneyler FITC Annexin-V kit 1
protokoliine uygun olarak gergeklestirilmistir. 24 ve 48 saat siireyle inkiibe edilen HeLa
ve A549 hiicreler, soguk PBS ile ytkanmistir. Annexin V FITC ve PI (Propidyum Iyodiir)
eklenmis ve 15 dakika karanlikta inkiibe edilmistir. Hazirlanan 6rnekler, akis sitometrisi

cihazinda analiz edilerek erken ve geg¢ apoptoz diizeyleri belirlenmistir (Tablo 4.7).
Tablo 4.7

A549 ve HeLa hiicrelerinin 24 ve 48 saat canli, nekroz, erken apoptoz ve geg apoptoz % ortalama

degerleri
Canh Erken Ge¢ Apoptoz Nekroz
(%) Apoptoz (%) (%)
(%)

Kontrol| I1Cs |Kontrol| ICsy | Kontrol| 1Csq | Kontrol| 1Cs
A549 | 24saat | 82.14 | 79.79 0.11 0.06 9.94 9.60 7.81 | 10.55

48saat | 80.84 | 6749 | 047 | 0.60 | 848 |13.30| 10.2 |18.61
HelLa | 24saat | 86.35 | 50.14 | 0.10 0 564 | 161 | 791 |48.25
48saat | 7228 | 70.26 | 0.06 | 0.02 | 2.84 | 249 | 24.82 | 27.23

UDS yagimin A549 hiicrelerine uygulanmasi sonucunda zamanla artan bir apoptotik etki
gosterdigi tespit edilmistir. 24 saatlik uygulamada toplam (erken + ge¢ ) apoptoz orani
kontrol grubunda %210.05 iken, A549 hiicresinin ICsp grubunda %9.66 bulunmustur.
Bununla birlikte 48 saatlik uygulamada, kontrol grubundaki toplam apoptoz orani
%8.95’ten A549 hiicresinin ICso grubunda %13.90’a yiikselmistir. A549 hiicrelerinde,
UDS yag1 uygulamasi sonrasi 48 saatlik siirede toplam apoptoz oranlarinda gozlenen bu
artts, A549 hiicre hattinda apoptozun zamana bagli olarak aktive olabilecegini
diistindiirtmektedir. HeLa hiicrelerinde ise UDS yag1 uygulamasi sonrasi toplam apoptoz
oranlar1 oldukga disiiktiir. 24 saatlik siirede kontrol grubunda %05.74 iken HelLa
hiicresinin IC50 grubunda %1.61°e diismiistiir. 48 saatlik siirede ise kontrol grubunda
%2.90, ICso grubunda ise %2.51 olarak hesaplanmistir. Bu veriler, HeLa hiicrelerinde
apoptozun baskin bir 6liim mekanizmasi olmadigini; UDS yaginin bu hiicrelerde apoptoz

yerine daha ¢ok nekroz yoluyla etki ettigini diisiindiirmektedir.

Sekil 4.7
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A549 hiicrelerinin 24 ve 48 saat apoptoz diizeyleri (***P<0,001, **P<0,01, *P<0,05)(N=3). (03-
1:Nekrotik hiicreler, Q3-2:Ge¢ Apoptoz, Q3-3:Canli Hiicre, Q3-4:Erken Apoptoz)
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Hel a hiicrelerinin 24 ve 48 saat apoptoz diizeyleri (**¥*P<0,001, **P<0,01, *P<0,05)(N=3). (03-1 ve
Q6-1: Nekrotik hiicreler, Q3-2 ve Q6-2: Geg Apoptoz, Q3-3 ve Q6-3: Canli Hiicre, Q3-4 ve Q6-4: Erken

Apoptoz)
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Sekil 4.9
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A549 ve HeLa hiicrelerinin 24 ve 48 saat apoptoz diizey grafikleri

A549-24saat A549-48saat
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4.4 Kaspaz-3

Kaspaz-3 analizi, yalmiz apoptotik hiicrelerde meydana gelen aktif kaspaz-3
immunohistokimyasal boyama ydntemiyle belirlenmektedir. Bunun i¢in de hiicrenin
kaspaz-3 eksprese ettiginin bilinmesi veya calisilan hiicrelerde apoptoza neden olan

ajanin kaspaz-3’ii indiikleyip indiiklemedigini bilinmesi gerekmektedir.

UDS yaginin A549 ve Hela hiicrelerindeki kaspaz-3 diizeyleri iizerindeki etkisini
degerlendirmek amaciyla, hiicreler 24 ve 48 saat siireyle inkiibe edilmis, ardindan
hiicrelerin yapis1 sabitlenmis, hiicre zarlar1 ger¢igen hale getilrilmis ve kaspaz-3 antikoru
ile boyanmustir. Isaretlenen hiicrelerde kaspaz-3 diizeyleri, akis sitometrisi ydntemi ile

analiz edilmistir.

Her iki hiicre hattinda ICso degeri belirlenen UDS yaginin kaspaz-3 testinin uygulanmasi
sonucunda belirlenen kaspaz-3 aktivitesi ve canlilik oranlar1 Tablo 4.8’de belirtilmistir.
A549 hiicresinde 24 saatlik ICso uygulamasinda %22.69’dan %20.23’¢ diiserken, 48
saatlik bu deger, %41.90’dan %39.50’¢ diigmiistiir. A549 hiicre hattinda 24 saat ve
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sonrasinda kapsaz-3 aktivitesinde artis gozlenmemistir. Sonug olarak da UDS yaginin
AS549 hiicre hattinda kaspaz-3 aktivitesini indiiklemedigi, klasik apoptoz yolaklarinin
devreye girmemesiyle hiicrede mitokondriyal dengeyi korumus olabilecegi ve bu nedenle
de hiicre ici hayatta kalma sinyallerini uyararak aktif hale gelmis olabilecegini
gostermektedir. A549 hiicresine karsilik HeLa hiicresinde ise zit bir egilim gostermistir.
HeLa hiicresinde ICso grubunda 24 saatte kaspaz etkisi kontrole gore %36.47’den
%48.25’¢e, 48 saatte ise %22.84’den %33.35’e ¢ikmistir. Bu da HeLa hiicresinde UDS
yaginin kaspaz-3 aktivitesi hem erken hem de ge¢ artmis oldugunu gosterse de en yliksek
etkinin 24 saatte gergeklesmis ve 48 saatte bu etki kismen de olsa azalarak siirdiigii
gbzlemlenmistir. Bu bulgu, apoptozu indiikleme kabiliyetinin HeLa hiicresinde dinamik

bir gelisim gostedigini géstermistir (Tablo 4.8; Sekil 4.10; Sekil 4.11).
Tablo 4.8

UDS yaginin 24 ve 48 saat siirelerde A549 ve Hel a hiicrelerinde kaspaz aktivitelerinin degerleri (3 tekrar

ortalamasi)
24 saat 48saat
Canlilik (%) | Kaspaz Canlilik (%) Kaspaz
etkisi(%) etkisi(%)
Kontrol 77.31 22.69 58.10 41.90
A549 ICs0 79.77 20.23 60.50 39.50
Kontrol 63.53 36.47 77.16 22.84
HelLa I1Cso 51.75 48.25 66.65 33.35
Sekil 4.10

UDS yaginin 24 ve 48 saat siirelerde A549 ve HeLa hiicrelerinde kaspaz aktivitelerinin grafikleri
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Sekil 4.11

UDS yaginin A549 ve HeLa hiicresinde 24 ve 48 saat siiresindeki kaspaz aktiveler
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4.5 Mitokondriyal Membran Potansiyeli (A¥m)

Mitokondriyal membran potansiyeli analizi, mitokondriyal aktivitenin degerlendirilmesi,
apoptoz mekanizmalarinin anlasilmasi, tiimor metabolizmasinin karakterize edilmesi ve

ilaglarin hiicresel aktivitesini incelemek amaciyla yapilmaktadir.

A549 ve Hela hiicreleri, 6 kuyucuklu plakalara 1x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir.
ICs0 degeri belirlenen UDS yagi, 24 ve 48 saat siirelerde inkiibe edilerek uygulanmustir.
Stire sonunda JC-1 boyas1 eklenmis ve 37T, %5 COz’de 30 dakika inkiibe edilmistir.
Kontrol hiicreler i¢in de CCCP ile 5 dakika inkiibe edildikten sonra yikanip santrifiij
edilmistir. Hiicreler PBS i¢inde siispanse edilerek akis sitometrisinde mitokondriyal
membran potansiyelindeki degisiklikler belirlenmistir. A549 ve HeLa hiicrelerinde 24 ve

48 saat siirelerinde meydana gelen degisimler Tablo 4.9 ve Sekil 4.12°de verilmistir.

Mitokondriyal membran potansiyel analizi sonucunda 24 saat UDS yagina maruz
birakilan A549 hiicrelerinde AYm kayb1 (%62.38), hem kontrol grubuna (%43.47) gore
anlamli derecede yiiksek hem de pozitif kontrol CCCP’ye (%69.40) yakin ¢ikmigtir. 48
saatlik muamele sonucunda A¥Ym kaybi %55.14 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara
gore UDS yag1 A549 hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyelinde bozulmaya
neden olmus, bu da intrinsik (mitokondriyal) apoptotik yolun aktive oldugunu
gostermektedir. HeLa hiicrelerinde ise 24 saat de AYm kaybi yalmizca %19.73’tlir ve
kontrol grubundaki bozulma orani da oldukga diisiiktiir (%13.38). 48.saat de hem kontrol
hem 1Cso gruplarinda AYm kaybi %50 civarindadir (sirasiyla, %51.15; %49.26). Bu
sonuclara gore HeLa hiicrelerinde UDS yagi mitokondriyal yolagi 24 saatte anlamli
sekilde tetiklememis, 48.saatte kontrole yakin oldugu tespit edilmistir. UDS’ nin HelLa
hiicrelerinde apoptozu mitokondriyal yolaktan baslatmadigi daha ¢ok nekroza yonelim

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Tablo 4.9

A549 ve HeLa hiicrelerinde 24 ve 48 saat siirelerde mitokondriyal membran potansiyeli aktivitelerinin

(%) sonuglari

24 saat 48 saat
Polarize Depolarize Polarize Depolarize
(%) (%) (%) (%)
A549- Kontrol 56.525 43.475 48.655 51.345
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A549- CCCP 30.60 69.40 45.505 54.595
A549-1Cs 37.625 62.375 44.865 55.135
HelLa-Kontrol 86.62 13.38 48.855 51.145
HelLa- CCCP 49.60 50.40 53.51 45.99
HeLa- ICs 80.27 19.73 50.74 49.26
Sekil 4.12

A549 ve HelLa hiicrelerinin 24 ve 48 saat siirelerde mitokondriyal membran gecirgenlikleri grafigi
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4.6 Akridin Oranj/Etidyum Bromiir Boyama ile Apoptozun Belirlenmesi

Akridin oranj boyasi, hem canli hem de 6lii hiicrelerin membranindan gegerken, etidyum

bromiir boyast ise hasarl

gecebilmektedir. Akridin oranj hem DNA’ya hem de RNA’ya baglanabilirken; etidyum
bromiir sadece DNA’ya baglanmaktadir. Akridin oranj DNA’ya baglandiginda yesil
floresan (bazen pH sebebiyle sari-turuncu olabilir) vermektedir. Etidyum bromdir ise

DNA’ya baglaninca kirmuzi-turuncu floresan renk vermektedir.
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6 kuyucuklu plakalara ekilen A549 ve HeLa hiicre hatlari, UDS yaginin belirlenen ICso
dozlar 24 ve 48 saat siireyle inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonras1 PBS ile siispanse
edilmis ve AO/EB boya karisimindan hiicrelere eklenmistir. Inkiibasyona birakildiktan
sonra hiicreler PBS ile yikanmistir. Floresan mikroskobunda (Leica DMI 4000B,
Almanya) FITC filtresi kullanilarak karanlik ortamda goriintiileme islemleri yapilmistir.
A549 ve Hela hiicrelerinde zamana bagl olarak meydana gelen hiicrelerdeki canli ve

apoptotik degisimler Sekil 4.13°de verilmistir.

UDS yagmin A549 ve HeLa hiicreleriyle 24 ve 48 saat siirelerde muamele edilmesi
sonucunda her iki hiicre tipinde de kontrol hiicrelerinde canlilik diizeylerinin yiiksek
oldugu gozlenmistir. ICso degeri ile muamele gérmiis A549 hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik
siirelerde erken ve gec¢ apoptoza ait morfolojik artislar gézlemlenmistir. Ozellikle 48
saatlik siirede, hiicre populasyonunda halen canli hiicrelerin oldugu yesil floresan
sinyallerin yaninda, sari-turuncu floresan gegisleri gosteren hiicrelerin sayisinda ki artig
dikkati cekmistir. Ayrica, bazi hiicrelerde kirmizi-turuncu floresan sinyallerin goriilmesi,
etidyum bromiir boyasinin membran biitiinliigii bozulmus hiicrelere giris yaptigini ve
nekroz ya da ge¢ apoptoz evresindeki hiicrelerin varligini isaret ettigini gostermektedir.
Bu bulgular, UDS yagimin A549 hiicrelerinde apoptozun morfolojik gostergelerini
artirdigini ve hiicre 6liimiiniin, membran hasari ile karakterize edilen ilerleyici agamalara

dogru ilerledigini desteklemektedir (Sekil 4.13).

HeLa hiicrelerinin 24 ve 48 saat siirelerinde A549 hiicrelerinde oldugu gibi, erken ve gec
apoptozda gorsel bir artis gozlemlenmistir. Ayrica HelLa hiicrelerinin 48 saat siire

sonunda nekroza ugramis hiicreler de gozlemlenmistir (Sekil 4.14).

UDS yagmin A549 ve HeLa hiicre hatlar1 iizerinde apoptozu indiikleyici aktivitesi
gozlemlenmistir. A549 hiicrelerinde apoptoza bagli morfolojik degisiklikler 24 saatten
48 saate artis gosterirken, HeLa hiicrelerinde 6zellikle 48 saatlik siirede nekroza egilimli

hiicre populasyonunun belirgin sekilde arttig1 izlenmistir.

48



Sekil 4.13

A549 hiicrelerine ait AO/EB boyama sonuglart (a:24 saat kontrol, b:24 saat 1Cso, ¢:48 saat kontrol, d:48
saat ICsp). (C: canli hiicre (siyah ok), E.A: erken apoptotik hiicre (turuncu ok), G.A: ge¢ apoptotik hiicre

(sart ok) ve N: nekroza ugramig hiicre (mavi ok)).

Sekil 4.14

Hel a hiicrelerine ait AO/EB boyama sonuglari (a:24 saat kontrol, b:24 saat 1Csp, ¢:48 saat kontrol, d:48
saat ICsq). (C: canli hiicre (siyah ok), E.A: erken apoptotik hiicre (turuncu ok), G.A: ge¢ apoptotik hiicre

(sart ok) ve N: nekroza ugramis hiicre (mavi 0K)).
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4.7 mRNA Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Bcl2 ve Bax genlerinin mRNA ekspresyon diizeyleri, Light Cycler (LC) cihaz1 ile
kantitatif gergek zamanli PCR y6ntemi ile yapilmistir. Amplifikasyon islemleri, 20 pl’lik
son hacim i¢inde; cDNA, mRNAya 6zgii 6zel primerler, UPL probu, LC Tagman Master
karisimi ve distile su icerecek sekilde gerceklestirilmistir. Calisilan genler igin
amplifikasyon protokolleri, 95 C sicaklikta 5 dakikalik bir baslangi¢ asamasi ve ardindan
95TC’de 15 saniye ile 60 C’de 1 dakika siiren 45 dongili boyunca devam ettirilmistir. Gen
ekspresyon analizinde, Bcl2 ve Bax genlerinin diizeyleri B-aktin geni referans alinarak

normalize edilmistir.

Sekil 4.15

A549 ve HeLa hiicrelerinde Bax geninin ifade edilme diizeyleri(24saat)
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Sekil 4.16

A549 ve HeLa hiicrelerinde Bcl2 geninin ifade edilme diizeyleri(24saat)
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Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da da belirtildigi izere UDS yagimin A549 ve Hela hiicreleri
tizerindeki Bax ve Bcl-2 genlerinin ekspresyon seviyeleri degerlendirildiginde, her iki
hiicre hattinda da bu genlerin ekspresyonlarinin 2997 degeri, 1.0 diizeyinde oldugu
gdzlemlenmistir. Elde edilen 2997 degerleri, Bax ve Bcl-2 genlerinin kontrol gruplarinda
bazal diizeyde eksprese edildigini gostermektedir. AS549 hiicresinde ICso dozunda
uygulanan UDS yag1 sonrasi, Bax gen ekspresyonunun 0.420 seviyelerine geriledigini,
Bcl-2 geninin ekspresyonu da 0.640 seviyelerine geldigi saptanmistir. Bax ve Bcl-2
genlerinin mRNA ekspresyon diizeyleri degerlendirildiginde, A549 hiicrelerinde her iki
genin de 1Cso uygulamasi sonrasi ekspresyonunun azaldigi goriilmiistiir. Bu durum, klasik
anlamda beklenen Bax artis1 ve Bcl-2 azalmasindan farklilik gosterse de, mitokondriyal
membran potansiyeli kaybi, kaspaz-3 aktivasyonu ve ge¢ apoptoz bulgulariyla birlikte
degerlendirildiginde, UDS yaginin apoptozu Bax/Bcl-2 dengesinden bagimsiz alternatif
mekanizmalarla da baglatabilecegini diistindiirmektedir. HeLa hiicrelerinde ise hem Bax

hem Bcl-2 gen ekspresyonlarin belirgin sekilde baskilanmis olmasi, bu hiicrelerde
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klasik apoptotik yanitin zayif oldugunu ve hiicre 6liimiiniin daha ¢ok nekroz veya

alternatif hiicre 6liim mekanizmalariyla gergeklesmis olabilecegini diistindiirtmektedir
4.8 TUNEL yontemi

TUNEL yontemi, DNA zincirinde olusacak fragmentasyonu (kiriklari) isaretleyerek
apoptoza giren hiicreleri spesifik olarak tanimlamaktadir. HeLa ve A549 kanser hiicreleri
tizerindeki ICso degeri belirlenen UDS yaginin, 24 ve 48 saat inkiibasyona sonrasinda
yapilan TUNEL boyamasi, negatif kontrol, pozitif kontrol ve 1Cso degeri sonuglar1 Sekil
4.17°de verilmistir.

Sekil 4.17

A549 ve HelLa hiicrelerinin 24 ve 48 saat TUNEL boyama sonucu mikroskop gériintiileri

Negatif Kontrol Pozitif Kontrol ICso

A549

24s

HeLa

24s

A549
48s

HeLa
48s
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Sekil 4.17°de verilen TUNEL boyama sonuclar1 degerlendirildiginde, UDS yaginin 24
saatlik ICso degeri uygulamasinda A549 hiicresinde belirgin bir TUNEL pozitifligi
olusturdugu gézlemlenmis ve 48 saat siire sonunda bu etkinin devam ettigi veya az da
olsa azalmig olabilecegi tespit edilmistir. HeLa hiicrelerinde 24 saatlik siirede neredeyse
apoptoz hi¢c gozlenmemis; 48 saatlik uygulamada ise smrli diizeyde DNA
fragmentasyonu meydana gelmistir. Bu bulgular, UDS yaginin HeLa hiicrelerinde klasik
apoptotik yolaklardan ¢ok nekrotik hiicre veya diger 6liim mekanizmalarini aktive ettigini

distindiirmektedir.
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5 SONUC, TARTISMA ve ONERILER

Kanser, diinyada mortalite oranlarin1 6nemli derecede etkilemekte ve giderek artan bir
saglik tehdidi olmaya devam etmektedir. Ayni zamanda saglik sistemlerinde hem
ekonomik olarak hem de yonetimsel anlamda ciddi yiik olusturmaktadir. Kanser tedavisi
bireysellestirilmis olmas1 ve etkili tedavi stratejilerinin sinirli olusu, modern saglik
sistemleri iizerinde 6nemli derecede zorluk olusturmaktadir (Mukheja vd., 2025). Kanser
tedavisinde kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi miidahaleler gibi temel yaklasimlar yer
almaktadir. Bu yontemlerden kemoterapi, metastaz ve timor niiksii riskini azaltarak
hastalarin genel yasam siiresine olumlu katkilar saglamaktadir. Ayrica son donemlerde
farmakolojik inovasyon alaninda geleneksel tibbi yaklagimlar ile bitkisel orjinli ajanlar
kemoterapiye alternatif kaynak olarak dikkat ¢ekmektedir. Diinya ¢apinda 70.000 bitki
tirtiniin geleneksel tibbi amacla kullanilmakta ve bu saymnin en az 3.000’inin antikanser
ozelligi sahip oldugu one siiriilmektedir. Bu ¢ercevede, geleneksel yontemlerin modern
tibbin tamamlayicist veya alternatifi olarak, arastirma ve uygulama diizeyinde stratejik

onem kazanmaktadir (Imtiaz vd. 2024).

Yapilan son arastirmalar da Akciger kanseri tedavisinde, bitki kdkenli ilaclarin belirli
diizeyde etkili oldugu ve destekleyici bir alternatif olarak degerlendirilebilecegini ortaya
koymaktadir. Literatiirde, bitkisel bilesenlerin antikanser 6zelliklerinin yaninda kanser
hastalarinin yasam siirelerini uzattigini, modern tedaviye bagl yan etkileri hafiflettigi ve
yasam kalitesini de arttirdigini gostermektedir (Li vd. 2024). Metastatik veya tekrarlayan
servikal karsinom vakalarinda mevcut yaklasimlarin tedavide sinirli kalmasi nedeniyle
servikal kanserinde de yeni terapotik stratejilerin kesfedilmesi veya gelistirilmesi 6nem

kazanmaktadir (Shafabakhsh vd. 2023).

Urticaceae familyasina ait olan 1sirgan otu (Urtica dioica L.), ¢ogunlukla Asya, Avrupa
ve Amerika’nin 1liman bolgelerinde yayilis gosteren ¢ok yillik bir bitkidir. Yag asitleri,
polifenolik maddeler, amino asitler, vitaminler, steroller, flavonoidler, lignanlar,
karotenoidler, lif ve terpenler gibi fitokimyasal bilesenler sayesinde antikanser, antiviral,
antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar, antiiilser ve hipolipidemik etkilere sahip
oldugunu gostermektedir (Kutlu vd. 2020; Alimoddin vd. 2024). Baz1 bitkiler ve onlardan
izole edilen bilesenler, apoptoz basta olmak tizere birgok hiicresel siireci modiile ederek
insan kanser hiicrelerinin metastazini ve proliferasyonunu engelledigi yapilan

calismalarda gosterilmistir. Bu nedenle, 6zellikle kanser tedavisinde umut vadeden
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alternatif bir yaklasim olarak degerlendirilmesine yol agmustir. Ulkemizde de kanser
hastalarinin tamamlayic1 ve alternatif tibbinda yaygin olarak kullanilan bir bitki olan
1sirgan otu, en sik tercih edilen bitkilerin basinda gelmektedir. Isirgan otunun kanser
tizerindeki etkileri lizerine bilimsel ¢alismalarin yapilmast, kanser arastirmalarina katkilar

saglayabilir ve gelecekteki tedavilere ilham kaynagi olusturabilir (Mutlu vd. 2018).

Yiiksek degerli ve biyoaktif bilesenlere sahip olan tohum yaglari, 6zellikle yag asitleri
olmak tizere fenolik bilesik ve tokoferoller bakimindan zengin dogal kaynaklardir. Bu
Ozellikler sayesinde tohum yaglarn ilag, gida ve kozmetik sanayisinde yogun ilgi
gormektedir (Mitrovic vd. 2023). Igerdigi biyobilesenler sayesinde 1sirgan otu tohumu
yagt beslenmede, kozmetik alaninda ve gida sanayisinde terapdtik bir ajan olarak

kullanilabilecegi gosterilmistir (Petkova vd., 2020).

Bu tez caligmasinda 6ncelikle DPPH ve TEAK testleriyle UDS yagmin antioksidan
diizeyini belirlenmesi amaglanmistir. Daha sonra UDS yagiin A549 ve HeLa hiicreleri
tizerindeki sitoksik etkisini belirlemek amaciyla 24 ve 48 saat siirelerde MTT testi
uygulanmig ve ICso degerleri belirlenmistir. 1Cso degeri belirlenmesiyle de apoptotik
mekanizma degerlendirilmesi igin ¢esitli analizler yapilmistir. Erken ve ge¢ apoptoz
belirtileri Annexin V testiyle, hiicrelerdeki apoptotik siireglerin ilerleyisini kaspaz-3
testiyle, mitokondriyal membran potansiyelindeki degisiklileri Akis Sitometrisi ile,
morfolik degisiklikler Akridin Oranj/Etidyum Bromiir boyamayla, Bax ve Bcl2
genlerinin mRNA eskpresyonlart RT-PCR yontemiyle ve DNA pargalanmasi da TUNEL

yontemiyle degerlendirilmistir.

Fonksiyonel ozelliklere sahip olan ve giderek artan ilgi goren bitkisel yaglarin,
antioksidan etkilerini belirlenebilmesi i¢in spektrofotometrik yontemler kullanilarak test
edilmistir. Bu baglamda, tez ¢alisgmamizda renk degisimine bagli olan DPPH ve TEAK
antioksidan testleri uygulanmistir. Bu iki teste tabi tuttugumuz 1sirgan otu tohumu yaginin
antioksidan potansiyeli diisiik ¢ikmistir. Mitrovi¢ ve ark. (2021) yaptigi bir ¢alismada
1sirgan otu tohumu yaginin trikloroetilen ve hekzan c¢oziiciilerini kullanarak DPPH
yontemiyle antioksidan aktivitesini incelemislerdir. Isirgan otu tohum yagi, farkl
coziiciilerle ekstrakte edilerek incelenmis; trikloroetilen (30.95 mg/mL) ile hazirlanan
ekstrakt, n-heksana (33.87 mg/mL) kiyasla daha iyi antioksidan 6zellik gostermistir.
Ancak her iki ¢oziiciiyle elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, genel olarak yagin

antioksidan kapasitesi diisitk bulunmustur. Mitrovi¢ ve ark. (2024) yaptig1 bir diger
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calismada ise 1sirgan otu tohumundan %70 metanol, saf metanol, %70 etanol ve saf etanol
ile elde ettigi ekstrelerin DPPH yontemiyle antioksidan aktivitesini incelemislerdir.
Sirastyla ECso degerleri 0.73+0.026, 0.76+0.025, 1.24+0.05 ve 1.69+0.09 mg/mL™*
seklinde bulunmustur. %70 metanol ile saf metanol ekstresi orta seviyede, %70 etanol
ekstresi orta seviyede (diisiik uca yakin) ve saf etanol ekstresi zayif seviyede antioksidan
ozellik gostermistir (ECso degeri, <0.5 mg/mL giiglii, 0.5-1.5 mg/mL aras1 orta ve >1.5

mg/mL disiik antioksidan seviyede oldugunu gosterir).

Yapilan literatiir taramasinda 1sirgan otu yapraklari ve 1sirgan otunun bulundugu familya
olan Urticaceace familyasinda bulunan diger tiirlerin antioksidan aktivite ¢alismalar1 da
incelenmistir. Kukric ve ark. (2012) yaptig1 bir analizde Bosna Hersek’in Banja Luka
cevresinde topladiklari 1sirgan otunun yapraklarinin sulu ekstrelerinin antioksidan
aktivitesini aragtirmislardir. DPPH ve ABTS antioksidan aktivite testi ile 6l¢iilen aktivite
31.38+0.102 pg/g pw ve 23.55+0.64 nug/g pw olarak bulmuslardir ve bu degerler “orta
derecede antioksidan aktivite” olarak siniflandirilmistir. Ayrica yaptiklar ¢aligmalarinin
sonucunu Tirkiye (40.59 mMTE/g kuru ekstre) ve Polonya (17.3 uM TE/g kuru ekstre)
iilkelerinde yapilan antioksidan aktivite ¢alismalar1 ile karsilastirdiklarinda sonuglar
arasinda tutarsizlik gozlemlendigi bildirilmislerdir. Balpetek Kiilcii ve ark. (2019) yaptig
calismada Giresun ilinde topladiklari 1sirgan otunun etanol, kloroform ve hekzan
ekstrelerinin antioksidan aktivitesini arastirmislardir. DPPH testi kullanilan ¢alismada
etanol, Kloroform ve hekzan ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri sirasiyla 25.29+0.43,
17.01+0.19 ve 8.76+0.04 pg GAE/mL olarak bulunmustur. Calismada bu degerlerin
isirgan otu ekstresinin antioksidan aktivitesi orta derece olarak tanimlanmustir.
Chahardehi ve ark. (2009) yaptigi calismada Iran’in Mazandaran ve Tahran illerinde
topladiklar1 Urticaceace familyasina ait Urtica dioica (isirgan otu), Pilea microphylla ve
Elastostema umbellatum bitkilerinin antioksidan aktivitelerini arastirmislardir. DPPH
testi ile yapilan galismada metanaol, kloroform, dietil eter, etil asetat ve biitanol
ekstrelerinin antioksidan kapasitesi ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Urtica dioica nin
27.10£3.79, 5.80+0.19, 25£3.2, 62.17+2,98, 65.54+5.06 ug/mL, Pilea microphylla’nin
46.99+4.69, 47.16+£4,98, 60.68+2.46, 8.62+0.95, 18.34+2.3 pg/mL ve Elastostema
umbellatum 'un 17.513+4.49, 0, 0, 54.39+2.96, 23.61+4.92 ng/mL olarak tespit edilmistir.

Isirgan otu tohumu yagiyla ilgili yaptigimiz literatiir taramasinda antioksidan aktivite

verileri degerlendirildiginde, ¢alismamizda kullanmis oldugumuz UDS yaginin da benzer
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sekilde diistik antioksidan kapasiteye sahip oldugu ve literatiirlerdeki verilerle paralel

Ozellikler gosterdigini tespit etmis bulunmaktayiz.

Ayrica bu bitki ile yapilan ¢alismalar genis yelpazede degerlendirilirse, bir bitkinin
kisimlariyla elde edilen edilen iiriinler (ekstre ve yag gibi), bitkinin toplandig: tilkenin
cevre-iklim sartlar1 ve kullanilan ¢oziicii vb. gibi birgok nedenler farkli antioksidan

aktivite gosterdigi gdzlemlenmistir.

UDS yaginin A549 ve HeLa hiicrelerine kars1 sitotoksik etkilerinin belirlenebilmesi i¢in
MTT testi uygulanmistir. Yaygin olarak kullanilan MTT testi, sitotoksisiteyi, hiicrenin
canliligimm1 ve proliferasyonunun belirlenmesinde kullanilan yontemlerden biridir. Bu
calismamizda, UDS yaginin A549 ve HeLa hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri 24 ve
48 saatlik uygulamalarla degerlendirilmistir. Her iki hiicre hattinda da ICso degerleri 24
saatlik siirede (48 saatlik siireye gore) daha diisiik bulunmustur. A549 hiicrelerinde ICso
degeri 24 saatte 0.503 mL/L iken 48 saatte 0.5485 mL/L’ye yiikselmistir. HeLa
hiicrelerinde ise bu deger 24 saatte 0.4209 mL/L olarak hesaplanmis olup, 48 saatte ise
deger bulunamamustir. Bu sonuglar, UDS yagmin her iki hiicre hattinda da zamanla
etkinligini azalttigini, ancak 6zellikle HeLa hiicrelerinde bu azalmanin daha belirgin
oldugunu gostermektedir. Bu ¢alismada UDS yaginin A549 ve HelLa hiicrelerine karsi
gosterdigi sitotoksik etkiler, literatiirde yer alan benzer ¢aligmalarla karsilastirildiginda,
genel olarak uyumlu fakat gérece daha diisiik diizeyde oldugu goriilmektedir. D’ Abrosca
ve arkadaslar1 (2019), 1sirgan otu yapraginin metanol ekstresiyle A549 hiicrelerinde 47.5
pg/mL ICso degeri rapor etmislerdir. Bu calismada ise tohum yagi kullanilmis ve 24
saatlik uygulamada A549 hiicreleri ig¢in ICso degeri 0.503 mL/L olarak saptanmistir. Chira
ve arkadaslarinin (2025) HeLa hiicrelerinde 1sirgan otu yagi i¢in bildirdigi ICso degeri ise
3.20 pg/mL iken, bu caligmada 0.4209 mL/L olarak belirlenmistir. Bu farkliliklar;
kullanilan bitki kismi1 (tohum, yaprak vs.), ekstraksiyon yontemi, uygulama siiresi,
¢oziicli tipi ve biyolojik sistemlerdeki deneysel farkliliklardan kaynaklaniyor olabilir.
Ancak genel egilim olarak, UDS yaginin her iki hiicre hattinda da doza bagh sitotoksik

etki gosterdigi ve elde edilen sonuglarin literatiirle ¢elismedigi soylenebilir.

Apoptoz deneylerden biri olan Annexin V testi, programli hiicre 6liimiiniin tespiti ve
degerlendirilmesinde en giivenilir yontemlerden biridir. Bu testte, erken apoptoz
evrelerinde olusan ve kritik bir 6neme sahip olan fosfatidilserin (PS) molekiillerinin hiicre

zarinin dis ylizeyine taginmasi esas alinmaktadir. Hiicre membranin i¢ yilizeyinde bulunan
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fosfatidilserin, apoptoza ugramasi durumunda hiicre membranin i¢ yiizeyinden dis
yiizeyine transloke olur. Fosfatidilserine’e kars1 yliksek 6zgiilliikk ve egilim gosterebilen
kalsiyum bagimli bir protein olan Annexin V, bu a¢iga ¢ikan molekiillere baglanarak
apoptoza ugramis hiicreleri i¢in belirteg gérevini iistlenir. Annexin V testinde genellikle
kullanilan Propidyum Iyodiir (PI) boyasi gibi hiicre membranima gegirgen olmayan bir
boyanin da uygulanmasi deneyde canli, erken-ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicre
popiilasyonlarinin ayirt edilmesini saglar. Bu 6zelligi sayesinde Annexin V apoptoz testi,
basta kanser ¢alismalarinda, norodejeneratif hastaliklarda, immiinolojik modellemede ve
ilag toksisitesi gibi bircok arastirma alanlarinda hiicre o6lim mekanizmalarinin

aydinlatilmasi agisindan dnemli bir yere sahiptir.

Her iki hiicre hatt1 lizerinde yaptigimiz Annexin V testi calismamizda, A549 hiicrelerinde
48 saatlik uygulamasi sonunda apoptoz orani %13.9’a ve nekroz da %18.6’ya ulasmistir.
HeLa hiicrelerinde ise apoptotik yanit olduk¢a sinirli kalmig ve hiicre 6liimii 6nemli
Ol¢iide nekroz (%48.2 (24saat), %27.2 (48saat)) yoluyla gergeklesmistir. Sonug olarak
UDS yagmin A549 hiicrelerinde apoptozun ve Hela hiicrelerinde nekrotik hiicre
oliimiinii baskin sekilde tetikledigini gostermektedir. D’abrosca ve ark. (2019) isirgan otu
ekstresinin A549 insan akciger kanseri hiicre hatti iizerindeki apoptotik etkilerini
arastirmak i¢cin Annexin V testi uygulamis ve yaklasik olarak %30 oraninda apoptoza
gittigini gozlemlemislerdir. Omar ve ark. (2020) 1sirgan otu sulu ektresinin A549 insan
akciger kanseri hiicre hatt1 tizerindeki apoptotik etkilerini arastirmis, ge¢ apoptoz veya
nekroz ile hiicre 6liimiinii indiikleyebildigini gozlemlemistir. Fatahi ve ark. (2013) 1sirgan
otunun sulu ekstrelerinin MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 tizerindeki apoptotik etkilerini
aragtirmak i¢in Annexin V testi uygulamis ve kontrollii bir sekilde apoptoza gittigini
gbzlemlemislerdir. Kardan ve ark. (2020) 1sirgan otunun metanol ekstresinin HepG2
insan karaciger kanseri hiicre hatti ve HTC116 kolon kanseri hiicre hattinda apoptotik

etkilerini arastirmis ve her iki hiicrenin de apoptoza gittigini gozlemlemislerdir.

Calismamizda 1sirgan otu bitkisinin tohumundan elde edilen yag formunun kullaniimasi
sebebiyle literatiirdeki birgok c¢alismadan ayrigsmaktadir. Yapilan calismalar
incelediginde, ¢ogu c¢alismada bitkilerin hangi kisimlarinin ¢alisilmadigi tam olarak
belirtilmemis olsa da aragtirmalarin yapraklar iizerine yogunlastigi goriilmektedir. Isirgan
tohumu ile ilgili caligmalar sinirlidir. D’abrosca ve ark. (2019) 1sirgan otu ekstresinin,

A549 akciger kanser hiicre hattinda gozlemlenmis oldugu %30’luk apoptoz orani,
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calismamizda elde ettigimiz verilerle benzerlik gostermese de, apoptoza sebep olan
mekanizmanin yagm farkli biyobilesenler igermesine bagli olarak degisebilecegi
diisiiniilmektedir. Ote yandan HeLa hiicresinde nekroza baskin bir sekilde gitmesi, yag
formunun bazi hiicre hatlar1 tizerinde 6liim yolaklarin1 (nekroz, otofaji vb.) aktive

edebilecegini gostermektedir.

Bir baska apoptoz deneyi olan kaspaz-3 testi, apoptozun hiicresel diizeydeki molekiiler
olaylarin1 degerlendirmesinde 6zgiin ve fonksiyonel bir analiz yontemidir. Kaspaz-3,
apoptoz siirecinde yiiriitiicli kaskadinda Kilit rol oynayan proteazlardan biri olup, bir¢ok
hedef substrat1 pargalayip hiicresel yikimi saglar ve apoptozun son evresini gergeklestirir.
Kaspaz-3, apoptotik sinyallerle inaktif prekiirsoriinden aktif olur ve bu da kaspaz-3
testinin apoptozu dogrulamasi ve siirecin takip edilmesi i¢in oldukc¢a onemlidir. Bu
sebeple de kanser arastirmalarinda, norodejeneratif hastaliklarda, immiinolojik
modellemede ve ilag toksisitesi gibi bir¢cok arastirma alanlarinda apoptozun hiicre igi

etkilerini molekiiler agisindan analizi i¢in 6nemli bir yere sahiptir.

Calismamizda A549 hiicrelerinde anlamli bir kaspaz-3 aktivitesi gézlemlenememistir.
A549 hiicresinde apoptozun klasik yola bagli olarak aktive etmedigi ¢ikarimi yapilabilir.
Ote yandan HeLa hiicrelerinde ise 24 saatlik uygulamada kaspaz-3 aktivitesi artmis ve 48
saat sonunda bir diislis gozlemlenmistir. Bu baglamda, HelLa hiicresinde erken evre
apoptozun aktive ettigi ama silirenin artmasiyla bu etkinin azaldig1 ve hiicre dliimiiniin
apoptotik  dis1  diger mekanizmalarla (nekroz, otofaji vs.) devam ettigini
disiindiirmektedir. Keles ve ark. (2024) 1sirgan otu tohum ekstresinin bobrek dokusunda
kaspaz-3 aktivitesini incelemislerdir. Bobrek dokusunda kaspaz-3 aktivitesinin anlamli
bir sekilde artirmig ve apoptozun da aktive oldugu belirtilmistir. Levy ve ark. (2014)
1sirgan otu yaprak ekstresinin LNCaP prostat kanseri tizerindeki kaspaz-3 aktivitesini
incelemis, kaspaz-3’iin apoptotik yolakta aktiflestigi ve apoptozu indiikledigini
gozlemlemislerdir. Mohammadi ve ark. (2016) 1sirgan otu ekstresinin HCT-116
kolorektal kanser hiicre hatti iizerindeki kaspaz-3’tiin aktivitesinde bir artis

gbzlemlemislerdir.

Tez caligmamizda, 1sirgan otu tohumuna ait kaspaz-3 bulgulari, hiicre tipine ve zaman
faktoriine kars1 degiskenlik gostermistir. Literatiirde 1sirgan otunun tohum yag: ile
calisma olmamasiyla birlikte, farkli ekstrelerle, bazi hiicre ve dokularda kaspaz-3

aktivitesi anlamli sekilde arttig1 goriilmiistiir. Sonug olarak, tez ¢alismamizda 1sirgan otu
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tohumu yag1 6zellikle HeLa hiicresinde bir kaspaz-3 aktivitesi gosterdigini ve 1sirgan otu
bitkisinin ekstre ¢alismalariyla kismen bir paralellik oldugunu oldugu gézlemlenmistir.
Ayrica hiicre tipi, slire ve bitkinin formlar1 (yag,ekstre vs.) gibi durumlarin da belirleyici

etki ortaya koyabilecegini gostermektedir.

Bir hiicrenin metabolik aktivitesi ve enerji iiretme agisindan ¢ok biiytlik bir 6neme sahip
olan mitokondriyal membran potansiyeli testi, JC-1 boyasi ile bu potansiyeli canli
hiicrelerde floresen araciliiyla 6lgmemizi saglar. JC-1, yiiksek mitokondriyal membran
potansiyeline sahip olan mitokondrilerde agregatlar olusturur ve kirmizi renkte floresan
yayarken, diisiik potansiyele sahip olmasi durumunda ise monomerik forma geger ve yesil
renk veren floresan yayar. JC-1’in bu 6zelligi sayesinde 6zellikle mitokodriye bagh
apoptoz gibi hiicresel olaylarin erken tespiti, hiicresel stres yanitlarinin izlenmesi ve ilag

toksisitesi analizlerinde yaygin olarak kullanilmasini saglar.

Calismamizda mitokondriyal membran potansiyelinin degerlendirilmesi sonucunda
A549 hiicrelerinde her iki zaman noktasinda da mitokondriyal depolarizasyonu artmis ve
kontrol grubuna gére membran biitiinliigiinii bozmustur. Ozellikle 24 saat sonunda
depolarizasyon oran1 %62.38’¢ ulasarak, pozitif kontrol olan CCCP’ye yakin bir etki
gostermistir. Bu durum, UDS yaginin mitokondriyal yolakla iliskili apoptozu tetikledigini
diisiindiirmektedir. HeLa hiicrelerinde UDS yag1, 24 saatte belirgin bir mitokondriyal
biitiinliik koruyucu etki gostermistir (depolarize orani sadece %19.73). Ancak 48 saatte
depolarizasyon %49.26’ya ¢ikarak kontrolle benzer diizeye ulasmistir. Bu da HeLa
hiicrelerinde mitokondriyal etkilenmenin ge¢ donemlerde ortaya ¢iktigini, erken

donemde mitokondriyal hasarin belirgin olmadigini gostermektedir.

Levy ve ark. (2014) 1sirgan otu sulu ekstresinin LNCaP prostat kanseri iizerindeki
mitokondriyal membran potansiyelini analiz etmistir. Caligmada 1sirgan otunun sulu
ekstresinin LNCap prostat kanseri hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyelinde
belirgin bir azalma olustugu bildirilmistir. Temiz ve ark. (2021) 1sirgan otu ekstresinin
HL-60 insan promiyelositik hiicre hattinda membran potansiyelini degerlendirmis ve
belirgin bir mitokondriyal depolarizasyon meydana geldigi ve bu etkinin apoptozun
aktivasyonu ile iligkili oldugunu rapor etmislerdir. D’abrosca ve ark. (2019) Isirgan otu
ekstresinin kii¢lik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) hiicrelerinde mitokondriyal
membran poransiyelinde azalma olusturdugunu ve bu durumun apoptozu indiikledigini

gostermistirler. Calismamizda elde edilen veriler literatiir ile birlikte degerlendirilirse,
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isirgan  otu ektresinin farkli kanser hiicre hatlarinda mitokondriyal membran
potansiyelinde depolarizasyona ugradig1 ve apoptoza gittigi goriilmektedir. Isirgan otu
tohumu yagmin en azindan A549 hiicre hattinda mitokondriyal membran potansiyelini
azaltarak benzer bir hiicre hattina etki edebilecegini gostermektedir. Ote yandan HeLa
hiicresinde bu etkinin goriillmemesi, her hiicrenin farkli metabolik 6zelliklere sahip olmasi
veya 1sirgan otu tohumu yaginin her bir hiicrenin zarindan gegis farkliliklarinin oldugunu
diisiindiirmektedir. Sonug olarak 1sirgan otu tohumu yaginin A549 hiicresinde mitokondri
membran potansiyeli sonuglari, literatiirdeki ekstre ¢aligsmalariyla benzerlik gosterse de,
hiicrenin tipi ve bitkinin formiilasyon farkliliklar1 bakimindan 06zgiin bir model

sunmaktadir.

Apoptozun Kalitatif ve kantitatif analizinde sik kullanilan yontem olan akridin
oranj/etidyum bromiir boyama yontemi, hiicre kiiltiirii calismalarinda apoptoz analizi igin
vazgecilmez yontemlerden biridir. Akridin oranj, tiim hiicrelerin niikleik asitlerine
baglanir ve yesil renkte floresan verir. Etidyum bromiir ise sadece hiicre zar1 biitliinliigiinii
kaybetmis canli olmayan hiicrelerin DNA’sina yerlesir ve kirmizi renkte floresan verir.
Bu farkli renk olusmasi sayesinde canli, erken-ge¢ apoptoz ve nekroz hiicrelerin
morfolojik yapisi ve ¢ekirdek bitiinliigii bakimindan net olarak ayirt edilir. Bu sebeple
bu boyama yontemi, hiicre 6liim mekanizmalarinin evrelerini belirlemek amaciyla

kullanilan yaygin bir yontem haline gelmistir.

Tez ¢aligmamizda, UDS yagimin uygulandigi deney gruplarinda kontrol grubuna gore
canl hiicre sayilar1 azalmis ve apoptotik hiicre oraninda da artis gézlemlenmis ve bu
durum mikroskobik olarak da desteklenmistir. Fattahi ve ark. (2013) 1sirgan otunun sulu
ekstrelerinin MCF-7 (meme kanseri hiicresi) itizerindeki morfolojik degisikliklerini
karsilastirmak icin AO/EB boyama yontemini kullanmislardir. Isirgan otu ektresi ile
muamele edilen MCF-7 hiicresinde apoptoza bagl olarak kromatinin olduk¢a yogun bir
sekilde kondanse olmus ve ¢ekirdekler homojen bir yapida floresan sinyali gostermistir.
Soltani ve ark. (2021) ayni sekilde 1sirgan otunun MCF-7 hiicresindeki morfolojik
degisikliklerini incelemis ve apoptozu indiikleyerek hiicrelerin proliferasyonunu inhibe
ettigini rapor etmislerdir. Benzer sekilde, Fattahi ve ark. (2018) yaptig1 bir diger
calismada MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanser hiicrelerinde 1sirgan otu uygulamasina
bagli morfolojik degisikleri gozlemlemislerdir. Her iki hiicre hattinda da isirgan otu

ekstresinin uygulamasi sonucunda hiicrelerin apoptotik durumda oldugu ve belirgin
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segmentli kromatin yapilarinin olustugu gézlemlemistir. Maiti ve ark. (2017) 1sirgan otu
bitkisinin ait oldugu Urticaceae familyasinda bulunan Poulzozia Indica bitkisinden izole
edilen friedelane’in B16F10 ve B16BL16 insan melanom hiicre hatlari tizerindeki
morfolojik degisiklikleri incelemislerdir, her iki hiicre hattinda da kontrole gére daha
fazla niikleer parcalanma ve daha ¢ok 6lii hiicre orani tespit etmislerdir. Bu sonuglar
friedelane’in melanom hiicre hatlarinda apoptoza bagli hiicre Oliimiinii meydana
getirdigini gostermektedir. Tez ¢alismamizda 1sirgan otu tohumu yagiyla literatiirdeki
bitkinin farkli formlari, ayn1 familya ait farkli bitkinin etken maddesi ve farkli hiicre
tiplerinde yapilan calismalar uyumluluk gostermektedir. Bu sonuglar, 1sirgan otu
bitkisinin ve ait oldugu familyanin apoptotik 6zellige sahip biyobilesenler i¢erebilecegini

ve bu gosterdigi etkinin tohum yagi formunda da korundugunu gostermektedir.

mRNA ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi (RT-PCR) testi, transkripssiyonel diizeyde
hiicredeki genetik yanitlari anlamada temel analizlerden biridir. Bu yontemde analizler
genel olarak total RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve gergek zamanli kantitaf PCR
seklinde siralanir. Apoptoz ¢aligmalarinda yaygin kullanilan bir yontem olan RT-PCR
testi, Ozellikle hiicrenin oliim sinyallerine verdigi yanitlarin molekiiler diizeyde
izlenmesine olanak saglamaktadir. Bu baglamda, apoptozu baslatici rol oynayan Bax geni
ile mitokondriyal yolagi inhibe ederek hiicreyi apoptoza karsi koruyan Bcl-2 geninin
ekspresyon diizeylerinin incelenmesi 6nemlidir. Bax ve Bcl-2 genlerine ait mRNA
diizeylerinin analizi hiicrenin apoptoza verdigi yanitin transkripsiyonel diizeyde

degerlendirilmesine olanak saglar.

Tez c¢alismamizda elde edilen Bax ve Bcl-2 gen ekspresyon diizeyleri
degerlendirildiginde, A549 hiicresinde hem pro-apoptotik Bax hem de anti-apoptotik Bcl-
2 genlerinin ekspresyonunun belirgin sekilde azaldigi goriilmiistiir. Bu durum A549
hiicrelerinde hem apoptozu baslatma hem de apoptoza karsi direng olabilecegini
diisiindiirtmektedir. HeLa hiicresinde ise apoptozun dengede oldugu ancak apoptoz
aktivitesinin diigiik seviyede oldugu gostermistir. Fattahi ve ark. (2018) 1sirgan otu
ekstrelerinin MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde adenozin deaminaz
ve ornitin dekoarboksilaz genlerinin ekspresyonunu artirdigini ve ayni zamanda apoptozu
arttirdigin1 gézlemlemistir. Kardan ve ark. (2020) 1sirgan otu ekstresinin HepG2 karaciger
kanser hiicre hattt ve HTC116 kolon kanseri hiicre hatt1 lizerinde Bax/Bcl-2 oranini

arttirarak apoptozu indiikledigini rapor etmiglerdir. Ayrica, 1sirgan otu ekstresinin hem
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apoptoz slirecini aktive ettigini hem de hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini
gozlemlemislerdir. Elde ettigimiz veriler literatiir calismalariyla degerlendirilirse, 1sirgan
otunun farkli formlar1 (yag, ekstre vb.) hiicre hattinin tipine, uygulama sekline ve
mikrocevre sartlarina bagli olarak degiskenlik gdsterebilecegi ve ayrica apoptozun

hiicresel olarak ¢ift yonlii diizenleyebilecegini gostermektedir.

Terminal deoksiniikleotidil transferaz aracili dUTP ug isaretleme (TUNEL) testi, DNA
fragmantasyonunu hem gorsellestirmek hem de nicel bir veri sunmamizi saglayan bir
histokimyasal yontemdir. Bu yontem, terminal deoksiniikleotidil transferaz enzimiyle
apoptoza Ozgii DNA zincirinde olusan kiriklarin 3°-OH uglarina isaretli olan
niikleotidlerin eklenmesi esasina dayanmaktadir. Isaretli olan DNA zincirlerinin
mikroskopta tespit edilmesi sayesinde apoptoza ugramis olan hiicreler direkt olarak
gorsellestirilebilir. Bu baglamda TUNEL testi, hem apoptozun Kkantitatif olarak
degerlendirilmesinde hem de hiicre oliimiiniin doku iizerinde dagilimini gostermek

amaciyla kullanilan yaygin bir yontemdir.

Tez ¢alismamizda her iki hiicre hattinda yaptigimiz TUNEL testinde, A549 hiicrelerinde
erken fazda aktif olmus ve 48 saatte etkinligini devam etmistir. Bu da apoptotik hareketin
zamanla siirdiiriilebilir sekilde ilerledigini diisiindiirmektedir. Hela hiicresinde pozitif
TUNEL hiicre sayis1 sinirli kalmig ve 48 saat sonunda kismen bir azalma olugsmustur.
HeLa hiicresinde apoptozun daha zayif oldugu ve gegici sekilde indiiklendigini
gostermektedir. Mohamadi ve ark. (2017) 1sirgan otu ekstrelerinin 4T1 meme kanseri
tizerinde TUNEL boyama testi gerceklestirmis ve ekstre tarafindan apoptozun
indiikledigini gostermislerdir. Kogyigit Seving ve ark. (2023) 1sirgan otunun etanol
ekstresinin K562 kronik miyeloid losemi hiicre hattinda TUNEL boyama testi
gerceklestirmis, hiicre proliferasyonunu 6nemli Olciide inhibe ettigini ve 1sirgan otu

ekstresinin apoptozu indiikledigini rapor etmislerdir.

Sonug olarak elde edilen bu bulgular, yapilan analizlerin birbirini destekler nitelikte
oldugu, A549 insan akciger kanser hiicre hattinin apoptoza daha egilimli oldugunu ve
HeLa serviks kanseri hiicre hattinin da nekroza egilimli oldugunu gostermektedir. A549
hiicrelerindeki apoptotik siirecler, mitokondriyal membran potansiyelindeki azalma,
DNA fragmantasyonu ve Annexin-V analizi ile elde edilen veriler hiicresel morfolojik

farkliliklarla dogrulanmistir. Bu veriler, A549 hiicre hattinda apoptoza yonelik belirgin
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bir sekilde yanit oldugunu gdstermektedir. Ote yandan HeLa hiicresinde nekrozun baskin
oldugu gozlemlenmis ve mitokondriyal membran biitiinligilinii korudugu goriilmiistiir.
Tez ¢alismamizda bazi analizlerde elde ettigimiz bulgularlardaki geliskiler, hiicresel 6liim
siireclerinin karmasik bir yapiya sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Ornegin, A549
hiicresinde apoptoz bulgularina ragmen kaspaz-3 aktivitesinin belirgin sekilde
goriilmemesi dikkat ¢ekici bir durumdur. A549 hiicrelerinde olusan bu durum, apoptozun
kaspaz-3’iin disinda alternatif mekanizmalarinda aktif olabilecegini gostermektedir. Ote
yandan Hela hiicresindeki diisiik ve gecici kaspaz-3 aktivitesi de apoptozu baslatma
seviyesinin sinirli oldugunu ve yine de nekroz oncesi apoptoz ile iliskilendirilen
sinyallerin gecici bir aktiflesme olabilecegini gostermektedir. Bu durum HeLa
hiicrelerinin apoptoz ve nekroz arasinda gegis noktasinda bulunabilecegini gosterebilir.
Elde edilen veriler, sadece klasik apoptoz yolaklar1 degil, ayrica otofaji, ferroptoz vb. gibi
alternatif 6liim yolaklarinin da detayli bir sekilde arastirma yapilmasinin gerekliligini
orataya koymaktadir. Bu mekanizmalarin hem A549 hem de HeLa hiicrelerindeki
etkilerini belirlemek, her iki hiicre hattindaki 6liim yolaklarini tamamlamak ve esdeger
bir sekilde nasil islendigini gorebilmemiz agisindan katki saglayacaktir. Bir ornekle
aciklamak gerekirse, alternatif 6liim yolaklarindan biri olan ferroptozun, mitokondriyal
stresi ve hiicre demir metabolizmasi ile ilgili olarak HeLa hiicrelerinde gozlemledigimiz
nekrozla ilgili olabilecegini diisiindiirtmektedir.

Sonug olarak, elde ettigimiz veriler anlamli ve birbirleriyle uyumlu olmasinin yaninda,
basta A549 hiicresinin apoptoz mekanizmasinin derinlemesine arastirilmasi biiyliik 6nem
tagimaktadir. A549 hiicresinde diger hiicresel 6liim mekanizmalarinin oldugu analizlerin
daha detayl bir sekilde arastirilmasi gerekmektedir. Bu baglamda, ileride yapilacak olan
aragtirmalarin, hiicresel 6lim mekanizmalarinin daha genis bir yelpazede ele alinmasi,
potansiyel tedavi hedeflerinin ve biyobelirteclerinin ortaya cikarilmast bakimindan

onemli katkilar saglayacaktir.
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