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SIMGE ve KISALTMALAR

°C: Santigrat derece
pL: Mikrolitre
pm: Mikrometre

TNFR: Tiimor Nekrozis Faktor Reseptor
ACTB:  B-aktin

Apaf-1:  Apoptotik Protein Aktive Edici Protein-1
ADEE:  Arum. dioscoridis etanol ekstrakti

BCL-2: B hiicre lenfoma 2 (B-cell lymphoma 2)
be¢: Baz cifti

cDNA: Complementary DNA/Komplementer DNA

c-kit: KIT proto-onkogen receptor tirozin kinaz
cm: santimetre
Ct: Cycle threshold/Esik dongiisii

DAB: 3,3'-Diaminobenzidine

DNA: Deoksiribo niikleik asit

dNTP: Deoxynucleoside triphosphate

ER: Endoplazmik retikulum

ERK: Extracellular signal-regulated kinase/Ekstraseliiler sinyal-diizenleyici kinaz
H20:2: Hidrojen Peroksit

H-E: Hematoksilen — Eozin

IL-6: Interlokin-6

KRAS: Kirsten rat sarcoma virus /Kirsten sigan sarkom viriisii
M: Molarite
mL: Mililitre

mm: Milimetre
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mM: Milimolarite

mRNA: Messenger RNA/Haberci RNA

nm: Nanometre
p53: Timor protein p53
PBS: Phosphate-buffered saline/Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi

PDAK:  Pankreatik duktal adenokarsinom
qPCR: Quantitative polymerase chain reaction/Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu

RNA: Riboniikleik asit

rpm: Rotations Per Minute/Dakikadaki Devir Sayis1

S: Serin

VEGF:  Vascular endothelial growth factor/Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
B: Beta

€ Epsilon
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OZET

PANKREAS KANSERI HUCRE HATTINDA Arum dioscoridis BITKI
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Malign ozelligi yiiksek olan pankreas kanseri, erken tanisinin zor olmasi ve hizl
metastaz riskiyle oliim orami yiiksek olan ciddi bir hastaliktir. Fenolik bilesikler
kanserin baglama, ilerleme, anjiyogenez ve metastaz agsamalarinda pek ¢ok yolakta etkili
olabilmektedir. Calismamizda Arum dioscoridis etanol ekstraktinin (ADEE) pankreas
kanseri lizerindeki anti-kanserojenik etkilerinin, in vitro kiiltiir ortaminda PANC-1
hiicreleriyle belirlenmesi hedeflendi. A. dioscoridis bitkisinin etanol ekstraksiyonu
yapilmistir. ADEE’ nin toplam fenolik madde igerigi 2,4732+0,05 png GAE/mg ekstrakt
olarak saptanmistir. Anti-oksidan aktiviteyi tanimlamak amaciyla yapilan 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal yakalama yontemiyle ICso degeri 76,494 ug/ml
olarak saptanmistir. LC-MS/MS‘le ekstrakta en fazla miktarda bulunan fenolik bilesik
sinarosid (4,948 mg/kg) olarak tespit edilmistir. PANC-1 ve HEK293 hiicre hatlarinda
hiicre canliligina etkisi MTT yle belirlenerek, hiicrelere ICso dozlarinda 48 saat ADEE
uygulamast yapilmistir. Western blot, qRT-PCR yontemiyle kantitatif ekspresyon
analizi ve inflamasyon tespitine iliskin immiinoreaktivite ¢caligmalar1 yapilmistir. Sonug
olarak, A. dioscoridis’in, PANC-1 hiicre hattinda anti-proliferatif ve anti-enflamatuar
etkilerinin tespit edilmesine ragmen, anti-kanser etkisinin olmadig1 gozlenmistir.

Anahtar kelimeler: Apoptozis, Arum dioscoridis, Inﬂamasyon, PANC-1, Pankreas
kanseri.
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Pancreatic cancer, which is highly malignant, is a serious lesion with a high mortality
rate due to the difficulty of early diagnosis and the risk of rapid metastasis. Phenolic
compounds can be effective in many pathways in cancer initiation, progression,
angiogenesis and metastasis stages. The aim of our study was to determine the
anticarcinogenic effects of Arum dioscoridis ethanol extract (ADEE) on pancreatic
cancer using PANC-1 cells in in vitro culture medium. Ethanol extraction of A.
dioscoridis was performed. The total phenolic content of ADEE was determined as
2.4732+0.05 pg GAE/mg extract. The IC50 value was determined as 76.494 pg/ml by
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radical capture method to define the anti-
oxidant activity. The highest amount of phenolic compound in the extract was
determined as cynaroside (4,948 mg/kg) by LC-MS/MS. The effect on cell viability in
PANC-1 and HEK293 cell lines was determined by MTT and the cells were treated
with ADEE at ICso doses for 48 hours. Western blot, quantitative expression analysis by
gRT-PCR and immunoreactivity studies for inflammation detection were performed. As
a result, it was observed that A. dioscoridis had anti-proliferative and anti-inflammatory
effects in PANC-1 cell line, but no anti-cancer effect.

Key Words: Apoptosis, Arum dioscoridis, Inflammation, PANC-1, Pancreatic cancer.



1. GIRIS ve AMAC

Kanser hiicreleri, kendi proliferatif sinyallerini iiretebilen, proliferasyonu inhibe
edebilen tastyic1 sinyallere direngli ve apoptozisten kacabilen hiicrelerdir [1].
Anjiyogenez ad1 verilen yeni damarin olusturulmasiyla kanser 2-3 mm?'ten daha biiyiik
boyuta gelebilmektedir. Bu damarlanma ile olusan tiimor vaskiilarizasyonu diizensiz,
fonksiyonel olarak az gelismis, vaskiilarizasyondur [2]. Timorii besleyen damar
olusumu arttik¢a boyutunda biiyiime olur, timoérlii doku i¢ basincit artmaya devam eder.
Timoriin i¢ bolgelerine kemoterapotik ilaglarin iletilmesi zorlasir. Pankres kanseri, kotii
prognozu nedeniyle iilkelerin genelinde iki cinsiyette de (erkekler-kadinlar) kanserin
sebep oldugu oliimlerin 6nde gelen yedinci nedenidir. Teshis edilen vaka sayisi ile 6lim
orani birbirine yakindir. 2017'nin baslarinda, meme kanserini geride birakarak Amerika
Birlesik Devletleri'nde (ABD) kansere bagli oliimlerin yalnizca kolon ve akciger
kanserinin ardindan {igiincii 6nde gelen nedeni haline gelmistir. Diger kanserlere

kiyasla, insidans ve mortalite agisindan artis devam etmektedir [3].

Son yillarda kimyasal ilaglarin yan etkilerinin ¢ok ciddi hasarlar olusturmasindan dolay1
alternatif tedavi ya da tamamlayici tip yaklagimlari tercih edilmektedir. Bu sebeple
arastirmacilar, fitoterapi ve etnofarmakoloji ¢alismalarina daha c¢ok yoOnelmislerdir.
Ulkemizde bulunan zengin tiir cesitliligi bu noktada biiyiikk énem arz etmektedir [4].
Araceae ailesine ait olan Arum dioscoridis Sm., yayilist lilkemizde 6ncelikli sehir olarak
Adana ve yakindaki sehirler, Akdeniz’in Dogusu, Anadolu’nun Giineybatisidir. Bitkinin
yaprak kismi kaynatilarak olusan ekstrenin anti-kanserojenik etkisi oldugu konusunda

calismalar yapilmistir [5-7].

2009 yilinda yapilan bir ¢alismada Uguzlar ve ark. lilkemizde bulunan A. dioscoridis
bitki ekstraktinin Hyper Pressure Liquid Chromotography (HPLC) ydntemiyle analiz
sonucu fenolik bilesikler varligin1 6ne siirmiislerdir. A. dioscoridis bitki 6ziitliniin
fenolik bilesik iceriginin 1600 pg/g olarak yiiksek miktarda varligi ve antioksidan
ozelliklerinden dolayr kanser aragtirmalart i¢in kullanilmaya uygun oldugu tespit
edilmistir [8]. Kanserin tiim evrelerinde fenolik bilesiklerin bir¢ok yolakta etkili oldugu
bilinmektedir [9]. Yapilan bir calismada radikal siipiiriicii 6zellikleri ve toplam fenolik
icerigi lizerine A. dioscoridis’in fenolik bilesik iceriklerinin etanol ekstraksiyon analiz
sonucunda radikal siipiiriicii 6zelliginin oldugu daha fazla ¢oziiniirlik gosterdigi

bildirilmigtir [ 10].



A. dioscoridis 6ziti igerisinde bulunan fenolik bilesiklerden dolay1 anti-kanser etkileri
oldugu beklenmektedir. Arum’un alt tiirii olan Arum palaestinum ve A. dioscoridis
potansiyel olarak anti-kanser etkiye sahiptir [11]. Tedavi yollarinin gelistirilmesi
acisindan kanser olusum mekanizmalarinin anlasilmasi, Onem arz etmektedir.
Inflamasyon da kanser olusumunda yer alan onemli siireclerdendir. Inflamasyon
stirecinin 19. yiizyilda kanser olusumu ile baglantili oldugu gosterilmistir. Giiniimiizde

de bu konuya olan ilgi artmistir [12].

Literatiirde bitkinin etanol ekstraktinin PANC-1 hiicre hatt1 lizerindeki etkisi ile ilgili
herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Arum taksonlarina Avrupali, Asyali ve ozellikle
Tiirk halk: asina iken, A. dioscoridis ile ilgili cok az calisma tespit edilmistir. Sunulan
tezde, PANC-1 hiicrelerinde A. dioscoridis’in sitotoksik etkisini, ADEE uygulamasi
sonrasi aktive ve inhibe olan farkli sinyal yolaklari1i m-RNA ve protein seviyesinde
incelemeyi hedefledik. Ayrica inflamasyon tespitine iliskin pro-inflamatuar sitokinlerin
salmmmint  igeren IL-6’nin immiinoreaktivitesi incelendi. IL-6 ekspresyonu
immiinositokimya analizi sonucu ile belirlendi. Bu anlamda ICsop dozunda ADEE
uygulamasinin olas1 anti-kanser etkilerini sinyal yolaginin ana hatti olan ERK1/2, MYC,
TP53, MTOR ve HMGBI1 genlerinin ve apoptotik genler olan CASP3, BCL-2 ve BAX
genlerinin ekspresyon diizeyleri ¢ozlimlenerek incelendi. ADEE’nin pankreas kanseri
hiicrelerinde apoptotik etkisi CASP3, BAX ve BCL-2 proteinlerinin ekspresyon

diizeyleri Western-blot ile analizi sonucu belirlendi.

Yapilan bu tez kapsaminda elde edilen bulgularin 6zellikle pankreas kanseri gibi kanser
hastaliklarinin tedavisine yonelik yeni strateji ve hedef molekiillerin bulunmasina katk1

saglamas1 6n goriilmektedir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Pankreas Kanseri ve Gelisimi

Pankreas kanseri, su ana kadar tedavi edilebilir bir kemo-tedavisi olmayan yikici ve
oliimciil bir insan malignitesidir. Pankreas dokusunda malign hiicrelerin varligindan
kaynaklanan hastalik, endokrin panreasin %5’lik, ekzokrin pankreasin %95’lik
kismindan kdken alan malign neoplazmalardir. Duktal adenokarsinomlar pankreatik
duktal epitelyumu Orten hiicrelerden kaynaklanir, kanserlerin en yaygin tipi olup tiim
pakreas kanserlerinin %85’ini olusturur. Pankreasin ekzokrin kismi, sindirim
enzimlerinin {retimini saglayan ve onikiparmak bagirsagina salgilayan, kan
damarlari, sinirler ve bag dokusu ile iliskili duktal ve asinar hiicreleri i¢ceren kisimdir.
Duktal hiicreler, elektrolit ve su salgilanmasindan sorumlu iken, asinar hiicreler
pankreasdaki ekzokrin kismin enzim sekresyonundan sorumlu olan asinuslari
olusturmaktadir. Endokrin pankreas ise dort ¢esit hiicreden meydana gelmektedir.
Beta-B hiicresi insiilin ve amilin salgilar, Alfa-a glukagon salgilar, Delta-d
somatostatin salgilar ve Pankreatik polipeptit-PP pankreatik polipeptit salgilar. Bu
hiicrelerin kiimelenerek birlesmesiyle Langerhans Adaciklari olusur ve bu adaciklar
biitiin pankreasin yiizde 1-2’lik bolimini teskil eder [13]. (Sekil 2.1)’de

gosterilmektedir.

Safra kesesi

Koledok

Asinar hiicreleri

Alfa
hiicreleri

Beta PP

Sekil 2. 1: Pankreas yapist ve pankreas hiicreleri [14].



Invaziv 6zelligi olan pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC)’lar; invaziv olmayan
oncii lezyonlardan, pankreatik intraepitelyal neoplazi (PanIN), intraduktal papiler
musindz neoplazi (IPMN) ve musindz kistik neoplazi (MCN) gelismesiyle meydana

gelir. Non-invaziv lezyonlardan invaziv karsinomaya gecis goriilmektedir [15].

PanIN'ler, pankreasin kiigiik intralobiiler kanallarindan kaynaklanan hem fonksiyonel
hem de sitolojik olarak cesitli paternler gosteren mikroskobik (genellikle 1-4 mm)
epitelyal neoplazmalardir. Yas ile birlikte artan insidansa sahip ve yerlesimi
pankreasin bas bolgesinde yaygin olarak goriilen lezyonlarda, kiibik epitel yapisinda
degisim s6z konusudur. Epitelyal atipi derecesine gore minimal atipi, orta atipi ve
yilksek atipi olmak iizere PanIN-1, PanIN-2 ve PanIN-3 seklinde
siiflandirilmaktadir. Silindirik epitel hiicreli PanIN-1, PanIN-1A ve papiller tip
PanIN-1B olarak iki alt gruba ayrilmaktadir. PanIN-2 yalanci ¢ok katli epitel hiicreli
ve PanIN-3 ise papiller ve kribriform yapilt olup, bazi durumlarda kanal liimeninde
hiice kiimeleri tomurcuklanmaktadir. PanIN-1 ve PanIN-2 normal pankreatik yapida
bulundugu gibi, %60 ya da iizeri karsinomlu yapilarda da bulundugu i¢in klinik olarak
onem arz etmemektedir. PanIN-3 invaziv karsinomlu durumlarda ¢ok yaygin iken,
karsinomsuz durumlarda ¢ok nadir olarak bulunmaktadir. Klinik 6neme sahip olan bu
lezyonlar genetik degisikliklerin diizeyine bagl olarak farkli histopatolojik paternlere

ve farkli molekiiler hastaliklara sahiptir.

IPMN’ler, siklikla uzun parmak benzeri papiller formda oldukc¢a biiyiik miisin {ireten
epitelyal neoplazilerdir. Genellikle pankreas basinda ortaya ¢ikmakla birlikte, boyutu
1 cm’den biiytiktiir. Displazi dereceleri, miisin sekresyonu, papiller olusumu ve kanal
genislemesi (kist olusumu) degiskenlik gostermektedir. Miisin6z kistik neoplazilerde
karakterize edilen "overtipi" hiperseliiler periduktal stromadan yoksundur. Displazi
derecelerine ve invaziv karsinomla bir iligkisinin olup olmamasina gore diisiik, orta,
yiiksek dereceli displazi ve invaziv karsinom displazi olarak siniflandirilmaktadir.
Morfolojisine gore koken aldiklart bolgeler ana duktal tip (MD-IPMN) ve bransiyal
duktal tip (BD-IPMN) olarak iki alt gruba ayrilmaktadir. Ana ve brangiyal kanalin
gbzlendigi durum olan kombine duktal tip de bulunmaktadir. Immiinohistokimyasal
boyanma oOzeliklerine gore onkositik, gastrik, intestinal ve pankreatobiliyer olarak
siiflandirilir. Kokeni bransiyal duktal olan gastrik tip ana duktal kdkenli olan diger
tiplerdir. [16]. Pankreasin ayirict over-tip stromali musindz kistik tliimdrleri
MCN’lerdir. Hiicrelerin miisin iiretebilen epitelyal tabakalarinda ortaya c¢ikarlar.

Erkeklere nazaran kadinlarda daha cok goriilmektedir.
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Bu lezyonlarin pankreastaki kanallar ile baglantis1 yoktur. Pankreastaki yerlesim yeri
govde kismi ve kuyruk kismidir. Cok nadir goriilmektedir. Yaklasik olarak 6-10 cm
boyutlart ve ortalama 2-35 cm genis ¢apta biiyiime egilimindedir [17,18]. Histolojik
incelemede; silindir sekilli hiicrelerden olusmakta ve farkli derecelerde displazili
epitelyal yap1 goriilmektedir. Displazi derecelendirmesi diisik MCN, orta MCN ve
ileri MCN olarak {i¢ ayr1 grupta toplanmaktadir. Duktal adenokarsinomlari

olusturmak tiizere tigte birlik kismi invaziv hale gelebilir [19-22].

vVies
.\: @ o I .
\'”I’ * e N0, 2 S e
5 s %a LEPS R =
.
o’ ' 250050 e, S e
soetsses? “o0'iny 270 L ORINEA
p
- -
A : & .
B2 Y 2
;
(e ‘ ' 3 » .l 1 ~
3

\ormal Panl\ lA Panl\ lB PanIN- 2 PanlN-3 Kanser

Sekil 2. 2: Pankreatik kanserin gelisim modeli [23].

2.1.1.Pankreas kanseri epidemiyolojisi

Sagkalim oranlari; tan1 aninda evreleme, yas, pankreas kanser tiirli, doku kitlesinin
boyutu, cinsiyet, iyilestirme metodlari, saglik yontemlerinin bulunabilirligi ve
farkliliklarmma benzer diger etkenlerden etkilenir. Yasam bicimi de en etkili
faktorlerden biridir [24]. Yilda 331.000 kisinin 6liimiine sebep oldugu icin diinya
capinda yedinci onde gelen kanser tiiriidiir. ABD gibi gelismis {ilkelerde c¢ok sik
goriilen kanser oltimleri arasinda siralamada bastan 3.’diir [25]. 2018’de GLOBOCAN
sayimm verilerinde 459.000’a yakin yeni pankreas kanseri hasta tespit edilmistir. Bu
vakalardan 432.250’ye yakin kisi oliimle sonuclanmistir. Bu verilerden yola ¢ikarak
kanser sebebiyle 6lmiis olan biitiin vakalarin yiizde 4,5'idir. 2018 yilinda 6liime neden
olan 11. en yaygin kanser olarak siralanmistir. 2040 yilina kadar 355.000 yeni vakanin
meydana gelecegi tahmin edilmektedir. 5 yillik %9 sagkalim oranina sahiptir.

Mortalitesi ve insidansi, diinya ¢apinda artmakta olan yas ile iligkilidir.



Standart Yas Oran1 (ASR) insidansi1 en diisiik ortalama kisi oransal olarak 2,2:100.000
orantyla Afrika iilkerinde ve 7,7:100.000 oranmiyla Avrupa iilkelerinde ve Kuzey
Amerika' da goriilmiistiir [26,27]. Avrupa lilkelerinde yliksek siklikla goriilmektedir.
Orta Avrupa, Arjantin ve Kuzey Amerikada en yliksek insidans oranlar1 gézlenmistir.
Dogu Asya ve Afrika iilkelerinde ise en diisiik insidans oranlar1 gozlenmistir [28].
Kadilarla kiyaslama yapildiginda erkeklerde daha fazla izlenmistir. Kadinlarda 216
bin vaka (4/100 bin) erkeklerde ise 243 bin vaka (5,5/100 bin) gozlenmistir. Pankreas
kanserinin erkeklerde goriilme frekansi 6zellikle Moldova ve Letonya’da (15.3), Dogu
ve Orta Avrupa'da, en fazla gozlenmektedir. Bati Avrupa’da da (7.2) ile en yiiksek
pankreas kanserinin insidansina kadinlar sahiptir. Pankreas kanseri 55 yasin altinda
nadiren goriilmektedir. Popiilasyon olarak yasli grubunun fazlalifindan yasi biiytlik
popiilasyonun hastaligi olarak tanimlanmaktadir [29-31]. 2015 yilina ait Tirkiye
Istatistik Kurumu (TUIK) verilerinden faydalanarak pankreas kanserine en sik goriilen
10 kanser tiirtinde 100.000 kisi igerisinde erkeklerde 6’ya yakin bir deger goriilmiistiir
[32].

2.1.2.Pankreas kanseri risk faktorleri

Pankreas kanseri icin risk faktorleri degistirilemez (yas, cinsiyet, bolge, kan grubu,
aile Oykiisii ve genetik yatkinlik, diyabet) ve degistirilebilir (sigara, alkol, kronik

pankreatit obezite, diyet faktorleri, enfeksiyon) olarak siniflandirilir.
2.1.2.1.Degistirilemeyen Risk Faktorleri

Yas: Pankreas kanseri genellikle yasli erigkinlerde goriiliir ve 30 yasin altindaki
genglerin hastaliga yakalanmasi nadirdir. Yeni tan1 konulan hastalarin yaklasik %901

55 yasin iizerindedir ve bunlarin ¢cogu 70-80 yaslar1 arasindadir [33].

Cinsiyet: Diinyada pankreas kanseri insidansi kadinlarda erkeklere goére daha
disiiktiir. Gelismis lilkelerde bu fark daha da belirgindir. Bunun nedeni, kadinlarda
steroid diizeylerinin erkeklere gore daha yiliksek olmasi olabilir, bu da pankreas

kanserine kars1 koruyucu bir etkiye sahip olabilir [34].

Irk: Pankreas kanseri insidansi diinyanin farkli yerlerinde degisir. Cin'de kanserin
saglik yiikii giderek artmakta ve son yillardaki biiylime hizi diinya ile paralellik

gostermektedir.



2018 itibariyle, diinyadaki pankreas kanserli kisiler arasinda en yliksek ASR insidans1
Avrupa (7.7/10 milyon) ve Kuzey Amerika'da (7.6/10 milyon, Okyanusya’dir [6.4/10
milyon]). Afrika'daki tahmini insidans orani (100.000 kisi bagina 2.2) ile en diisiiktiir.
ABD'nde, Asyali Amerikalilar ve Pasifik Adalilar en diisiik insidansa sahipken,
Afrikali Amerikalilar ise en yiiksek insidansa sahiptir [35]. Ulkemizde 2003 veri
sonuglarma gore yillik insidans1 100.000°kiside, erkek bireylerde 6,3 kadin bireylerde
3,6°dir [36].

Kan grubu: ABO kan grubu antijeni, kirmizi kan hiicrelerinin tiim yiizeyinde
bulunur. Pankreas kanseri gelisimiyle ilgili yapilan son calismalar, kan grubu
antijenlerinin pankreas kanseri riskini etkiledigini gostermistir. Diyabetli kisiler
arasinda A, AB veya B tipi kan grubuna sahip kisiler, O grubuna goére daha yiiksek
pankreas kanseri gelistirme riskine sahiptir. Mekanizma, kanser progresyonu ve
metastazin tesviki ile ilgili olabilecek ABO kan grubu ile ilgili konak¢1 inflamatuar
stirecin diizenlenmesini icerebilir. ABO antijenini kodlayan gen, sSICAM-1 ve timor
nekroz faktorii (TNF) gibi cesitli plazma bilesenleri ile iligkilendirilebilir. Bu
proteinler, bagisiklik hiicresi alimi igin gerekli olan adezyon molekiilleridir ve bu
nedenle sistemik inflamasyona aracilik eder. ABO kan grubunu kodlayan genin,
timor olusumu ve malignitede dogrudan bir rol oynadigini ve tiimor hiicresi immiin
siirveyansi, hiicre yapismasi, timor apoptoz ve anjiyogenez ile ilgili oldugunu

gostermektedir [37].

Genetik faktorler: Son yillarda yapilan arastirmalar, pankreas kanserinin net bir aile
temeline sahip oldugunu ve ailede pankreas kanseri 0ykiisiiniin hastalik riskini biiyiik
Olclide artirdigini bulmustur. Esas olarak genetik ve edinilmis gen mutasyonlarindan
kaynaklanir. Pankreas kanserinin %380'inden fazlas1 sporadik mutasyonlardan
kaynaklanir, az sayida vaka spesifik genetik mutasyonlar sebebiyle olmaktadir.
Birinci derece akraba sayisindaki artigla birlikte ailesel pankreas kanseri riski
katlanarak artmaktadir [38]. Japonya ve Cin'de bilim adamlar tarafindan 10q26.1,
13g22.1, 15q14, 12p11.21, 7q36.2, 21q22.3, 2121, 3, 6p25.3, 5p13.1, 22q13.32’de
kromozomal anormallikler kesfedilmistir.  Avrupa'daki en genis genom
koleksiyonunda, 7pl12, 1p36.33, 8q21.11, 17ql2 ve 18g21.32, kromozomal
delesyonlar yeni Pankreas kanser duyarlilig1 olarak tanimlanmistir [39]. Kirsten sican
sarkom viriisii /Kirsten rat sarcoma virus (KRAS), BRCA2, BRCA1l, SMAD4,
STK11, PRSS1, TP53, CDKN2A (P16) ve MMR'teki Nokta mutasyonlar1 pankreas

kanserinde en sik yer alan mutasyonlardir.
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Pankreas kanseri kok hiicrelerinde, esas olarak kromatin diizenleyici proteinlerdeki
mutasyonlar siirecinde ve epitelyal mezensimal gecisi /epithelial mesenchymal
transition (EMT) kontroliinde ortaya ¢ikan belirgin epigenetik degisiklikler vardir.
Ancak bu degisiklikler genetik dizideki degisiklikleri igermez. Yalnizca DNA ve
kromatin yapisi ya da kimyasal degisiklikler s6z konusu oldugu i¢in bu degisiklikler
hiicrenin genel fenotipik durumunu etkiler. Bu fikirlere dayanarak, baz1 aragtirmacilar
epigenetik diizenleme siirecini engellemenin yeni pankreas kanseri tedavilerinin

gelistirilmesine katkida bulunup bulunmadigini aragtirmaya basladilar [40].

Diyabet: Tip 1 diyabette hastalik siiresi 10 yildan fazla olan hastalarda pankreas
kanseri riski 5-10 kat artmaktadir. 20 yildan uzun siiredir diyabet teshisi konan
diyabetli kisiler daha yiliksek pankreas kanseri riski altindadir [41]. Son zamanlarda,
bir ¢aligmada 7,5 milyon kisinin takibi sirasinda 2002 pankreas kanseri vakasi tespit
edilmistir. Diyabeti olmayan hastalarla karsilastirildiginda, yeni diyabet tanis1 konan
hastalarda pankreas kanseri riski neredeyse 7 kat daha fazladir. Pankreas kanserili bu
hastalarda diyabet tanisindan 1 ay dnce kan sekeri ve HbAlc seviyeleri 6nemli olciide
yiikselmistir. Bu nedenle, HbA1c'nin pankreas kanserini tahmin etmek i¢in potansiyel

bir biyobelirte¢ olmas1 beklenmektedir [42].
2.1.2.2.Degistirilebilir Risk Faktorleri

Sigara: Pankreas kanseri ile iliskili faktorler arasinda sigara, degistirilebilir en 6nemli
faktordiir. Bir vaka-kontrol ¢aligmasi, sigara icenlerin pankreas kanseri riskinin %74
arttigin1  gostermistir. Sigara dumani O6zleri/ Cigarette smoke extracts (CSE) ve
Nikotin ve Nikotin tiirevli karsinojenlere (NNN/NNK'ye) maruz kalan PDAC
hiicrelerinde kok hiicre belirteglerinin ifadesi 6nemli 6l¢iide artar. Arastirmalar, sigara
dumanmin ve bilesenlerinin pankreas hiicrelerinin kok hiicre 06zelliklerini
artirabilecegini gostermektedir. Kok hiicre Ozellikleri, kanser hiicrelerinin kendini
yenilemesini ve diger hiicre tiplerine farklilagmasini saglar. Spesifik mekanizma,
CHRNA7'nin sinyal iletimine aracilik etmesini ve ERKI1/2 yolagiyla Fosll
ekspresyonunu aktive etmesini igerebilir, boylece hem Fosll hem de PAFI'in

promotorlerinin aktivasyonunu saglar [43].

Alkol: 2010 yilinda yapilan biiyiik bir calismada, 2 ay ve fazlasi alkol tiiketiminde

riskin arttig1 gozlemlenmistir, fakat sarap veya bira ile bir iliski gozlenmemistir.
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Giinliik 3 ve fazlas1 yiiksek alkol tiiketimiyle pankreas kanseri riski artarken, diisiik
dereceli ve orta derecede alkol alimi arasinda bir iliski olmadigimi gostermektedir

[44].

Kronik Pankreatit: Kronik pankreatitin pankreas kanseri i¢in bagimsiz bir risk
faktorii olduguna dair artan kanitlar vardir. Kronik pankreatit, pankreas fibrozisine ve
adacik hiicrelerinin kaybmma neden olan pankreasin ilerleyici bir inflamatuar
durumudur [45]. Sik kronik pankreatit nobetleri, pankreatik ekzokrin ve endokrin
yetmezligin yani sira hastaligin ilerlemesine ve sonunda anormal pankreas enzim
salinimina yol acgabilir. Kronik pankreatit ayrica pankreas hiicrelerinin endoplazmik
retikulum, mitokondri ve lizozomal otofaji sistemlerini bozabilir. Hiicresel DNA

hasarina, kromozomal mutasyonlara ve onkogen aktivasyonuna yol acabilir.

Obezite: Hizla cogalan kanser hiicreleri i¢in lipid oksidasyonu ve biyosentez,
hiicrenin hayatta kalmasi i¢in gereklidir. Tiimor olmayan doku ile karsilagtirildiginda,
yag artis1 kanser hiicrelerini daha canli hale getirebilir. Epidemiyolojik kanitlar
obezitenin pankreas kanseri i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugunu gostermektedir. Yes
iligkili protein (Yes Associated Protein, YAP) geni ile obezite arasinda bir halka ag
olan KRAS mutasyonu, pankreas kanseri olusumuna katkida bulunur. Genetigi
degistirilmis fare hastaligt modeli tarafindan KRAS mutasyonunun pankreas
kanserinin ilk olayr oldugu dogrulanmistir. Bununla birlikte, onkojenik KRAS
mutasyonunun, pankreas timdor hiicrelerinin aktive edilmis asagi akis efektor genine
yol agan cevresel, besleyici ve metabolik stresorler (iltihap ve obezite) ile etkilesime

girmesi gerekmektedir [44,47].

2.1.3.Molekiiler mekanizmalari

Genetik ¢oziimlemeler, pankreas kanserlilerin mutant genlerinde dort 6nemli onkogen
ortaya c¢ikarmistir. Bunlar %90 oranityla en fazla KRAS mutasyonu, TP53 gen
mutasyonu, CDKN2A gen mutasyonu ve SMAD4 gen mutasyonudur (%50-80)
[48,49]. PDAC en sik goriilen pankreas kanseri tipi oldugu patolojik sonuglara gore
dogrulanmistir. Pankreatik intraepitelyal yol ile gelisen PDAC, genetik ve epigenetik
degisikliklere sebep olmaktadir. Pankreasin invaziv adenokarsinomunun ¢ok fazla
goriilen neoplazmik Onciisii PanIN olarak kabul edilmektedir. Derecelendirmesi diisiik
olan PanIN 1 yas artisiyla daha yaygin gozlenir, siklikla invaziv kanserli pankreasta
derecelendirmesi yiiksek olan PanIN 3 gozlenmektedir [50-52]. PDAC'de, KRAS
mutasyonun asagi akis regiilasyon yolunda ii¢ ana yol tanimlanmaistir.
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Ik yolak PI3k/Pdk1/Akt, ikinci yolak Raf/Mek/Erk ve son olarak iiciincii yolak Ral
guanin niikleotid degisim faktoriidiir. Genellikle 12. kodondaki nokta mutasyonlar
nedeniyle %90 oraninda gozlemlenen KRAS mutasyonlari, KRAS proteininin
aktivasyonuna ve nihayetinde asagi akis yolunun daha fazla aktivasyonuna yol acgar
[53]. Bu mutasyon, PanIN'lerde bulundugu icin pankreas tiimorogenezinde erken
mutasyonlardan biri oldugunu diisiindiirmektedir. Malignite ile giiclii iliskisi olan
PDAC'de en fazla gozlenen ii¢c ana gen mutasyonlarindan tiimor baskilayict genler
(SMAD4, CDKN2A, TP53) tanimlanmistir. Bunlardan CDKN2A'daki mutasyonlari,
yiikksek olmayan seviyeli PanIN'lerin alt kiimesinde ilk olarak protein islev kaybi
gozlenir. Derecesi yiiksek olan PanIN'lerde ise TP53 ve SMAD-4 gen mutasyon
ifadesindeki degisiklikler, ge¢ gozlenen olaylardir [54]. SMAD-4, transforme edici
biiyiime faktorii-f'dan (TGF-B) bir sinyal yayan proteinini kodlar. SMAD-2/3
aktivasyon sinyaline yanit olarak TGF-B, TGF-f reseptor substratlarinin
fosforilasyonu yoluyla SMAD-4 ile birlesir ve gen hizin1 kontrol etmek icin DNA ile
etkileserek sinirlandirilmis  olur. PDAC'lerde, SMAD-4 gen mutasyonunun
etkisizlestirilmesi ya da kaybedilmesine yol acar. Boylelikle SMAD-4 gen
mutasyonundan bagimsiz TGF- sinyali, hiicre dongiisii indiiksiyonuna, apoptozun
azalmasima, EMT, anjiyogenez, immiin baskilama ve kanser hiicresi indiiksiyonuna
yol acar. PDAC tiimorlemesinde yer alan P13K/Akt, Ras/Erk, NF-kB ve p38-MAPK
sinyal yolaklarmin aktivasyonunu saglayan olay TGF-B'nin cok fazla eksprese

olmasidir [55].

<— ERBB2,
KRAS SMAD4,

Sekil 2.3: PanIN’1n genetik degisikliklerini gosteren ilerleme modeli [56].
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2.1.4.Molekiiler patolojisi
2.1.4.1. Pankreas kanserinde onkogenler

KRAS-2, pankreas kanserli hastalarda tanimlanan oransal olarak en fazla gdzlenen
(>%95) gen mutasyonlaridir. Somatik olan KRAS-2 gen mutasyonu 12. kodonu
etkiler ve nadiren 13. ve 61. kodonlar etkileyen gen mutasyonlaridir [57-59]. 12.
kromozomun p kolunda yer alan KRAS2 geni, RAS aile iiyelerinden bir proteini
kodlar, bu protein guanozin trifosfat (GTP) ile iliskilidir. Ayrica fonksiyonel olarak
hiicre proliferasyonu, sagkalimi, hiicrelerdeki hareketliligi ve hiicre iskeletinin
yeniden sekillenmesinde gorev alir. Hiicre mebraninin i¢ boliimiinde yer alan RAS
proteini, dogal olarak fizyolojik kosullar altinda guanozin difosfat (GDP) ile baglantili
olarak inaktiftir. Hiicre dis1 veya hiicre i¢i uyaran sonucunda, GDP/GTP'nin araci
molekiiller ile degisimi, aktif GTP-RAS bilesiklerini olusturur ve bu kombinasyon,
sinyal zincirinin aktivasyonunu baglatir. RAS/RAF/MAPK sinyal yolunda aktif olan
RAS, RAF kinaz aktivitesini baslatir ve bu da mitojenle aktive olan protein kinazlari
(MAPK) aktive eder. Aktivasyon sonrasi hiicrelerde biiyiime, proliferasyon, farkli
hiicre ¢esidine doniisme, go¢, doku onarimi ve anjiyogenez gibi Onem arzeden
hiicresel yolaklarda aktiflesir. Aktif KRAS geninin mutasyonu, KRAS proteininin
GTPaz aktivitesini yukar1 regiile ederek kalici fonksiyonel durumuna, GTP
baglanmasina ve ardindan asag1 akis yonlii efektor sinyal yollarinin PI3K-Akt sinyal
yolu ve RAF-MAPK sinyal yollarinin kontrolsiiz aktivasyonuna sebep olur. Bu
sebepten dolayr kritik kanserojen siireclerinde olmasi gereken transkripsiyon
faktorleri uyarilir [60-63]. Pankreas kanserinde genel onkojenik KRAS mutasyonlari
ortaya ¢iksa da, bazi hastalarda yabanil KRAS tipi vardir. RAF-MAPK yolundaki
KRAS gen mutasyonuyla iligkili B-RAF proteinini kodlayan etkili mutasyonlarin
(~%5) ya da diger degisiklikler, hastalarda RAF-MAPK yolunun alternatif
aktivasyonuna yol actif1 bildirilmistir. Pankreas kanserinde RAS'm, apoptozu
dogrudan inhibe ederek veya apoptozu inhibe eden genlerin ekspresyonunu artiran
transkripsiyon faktorlerini aktive eder. Sagkalimi saglayan PI13K-AKT sinyal
yolagina katkisina ek olarak, bu yolu aktif tutan AKT1'in onkogenindeki
mutasyondur. Bu sinyal yolaklarina ek olarak, hiicre sagkalimini, yayilimi,
kemoterapi direncini son olarakta anjiyogenezi destekleyen genleri diizenler. Tiim
pankreas kanserli doku ve hiicrelerde Transkripsiyon faktorii NF-kB'nin (Niikleer

Faktor-kappa B) aracilik ettigi sinyal dizileri fonksiyonel olarak aktiftir.
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Pankreas organinin olusumu ve gelisiminde 6nemli fonksiyona sahip oldugu bilinen
Hedhehog ve Notch sinyal kaskadindaki efektorlerin  pankreas kanserinin

baslamasinda rol oynadigi ileri stirlilmiistiir.
2.1.4.2. Tiimor baskilayici genler

Pankreas kanseri gelisiminde, hiicrelerin genomik instabilitede hayatta kalmalarin
saglayan bir diger onemli olay, birkac tiimor baskilayicit genin somatik mutasyonlar
tarafindan inaktivasyonudur. 9. kromozomun q kolunda bulunan CDKN2A geni,
timor baskilayic1 proteinler P16INK4A ve P14ARF'yi kodlar. P16INK4A proteini,
retinablastoma protein fosforilasyonunu engellerken, hiicre dongiisiiniin G1/S kontrol
noktasinda durmasina neden olur; pl4ARF proteini, MDM2'yi nétralize eder. Boylece
timor baskilayici protein p53'in her yerde bulunmasini ve bozulmasini onleyerek
pS3'tl stabilize eder. CDNKN2A geni, promotor hipermetilasyonu ve homozigot
delesyon gibi farkli mekanizmalarin bir sonucu olarak pankreas kanseri vakalarinin
%095'inde fonksiyon kaybi gosteren en yaygin tiimor baskilayici gendir. TP53 geni
hiicre dongiisiiniin G1/S kontrol noktasinin diizenlenmesi, G2/M ge¢is bolgesinin
stirdliriilmesi ve apoptozun indiiklenmesi ve DNA onarimi gibi bir¢ok isleve sahip
p53 tiimdr baskilayict proteini kodlar. TP53, pankreas kanseri vakalarinin %75'inde
fonksiyon kayb1 gostermektedir. Pankreas kanserinde, bir diger inaktive olan timdr
baskilayict gen ise 18. kromozomun q kolunda yer alan SMADA4'tiir. Pankreas kanseri
vakalarinin yaklasik %55'inde ¢ogunlukla homozigot delesyonlar nedeniyle fonksiyon
kayb1 gosterir. SMAD4 fonksiyonunun kaybi, SMAD4'e bagli antiproliferatif ve
proapoptotik TGF-B yolunu ortadan kaldirarak diizensiz hiicre proliferasyonuna yol
acar. Somatik gen mutasyonlarina ek olarak, pankreas kanserinde normal pankreas
dokusu ile karsilastirildiginda cok yiiksek seviyelerde bir¢ok biiyiime faktorii ve
bunlarin reseptorleri de eksprese edilir ve biiylimeye, invazyona ve anjiyojeneze
katkida bulunur. Endotelyal hiicre proliferasyonunu, hayatta kalmay1 ve dolayisiyla
anjiyogenezi destekleyen VEGF'nin (vaskiiler endotelyal biiylime faktorii) pankreas
kanseri hiicrelerinde ve dokularinda asir1 eksprese edildigi de bilinmektedir. Promotdr
bolgede anormal CpG hipermetilasyonu tiimor baskilayici genlerin aktivite kaybi1 ve
hipometilasyon yoluyla onkojenik genlerin aktivitesi gibi epigenetik degisiklikler de
pankreas kanserinde yaygindir [64-65].
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2.1.5.Tam ve tedavi yontemleri

Pankreas kanseri teshisi: Teshisi en zor kanser tiirlerinden biridir. Hastaligin non-
spesifik semptomlar ve diger bircok faktor nedeniyle, ozellikle hastaligin ileri
evrelerinde tani ve tedavide giicliikler ortaya ¢ikmaktadir. Ameliyat Oncesi tan1 ve
tedavi i¢in ¢esitli tiimor belirtecleri ve goriintiileme teknikleri kullanilmaktadir [66].
Tarama ig¢in gelismis olan manyetik rezonans goriintiileme (MRG) ve manyetik
rezonans kolanjiyopankreatografi (MRCP)'nin endoskopik ultrasonografi (EUS)
bulgulart ile en iyi taniy1 sagladigi gosterilmistir. BT ve MR + MRCP tercih edilir.
ERCP taninin temeli olarak kabul edilse de invaziv olmamasi nedeniyle giliniimiizde
MRCP tercih edilmektedir [67]. Ancak endoskopik ultrasonografinin 2 cm'den kiiciik
pankreas lezyonlarmi saptamada bilgisayarli tomografi (BT) ve MRG'ye gore
duyarlilig1 daha yiiksektir. Endoskopik ultrason ayrica pankreatik lezyonlar1 daha iyi
karakterize etmeye yardimeci olmak i¢in ince igne aspirasyonu ile birlestirilebilir [68].
Diger bir 6nemli tan1 yontemi, ¢ogunlukla metastatik lezyonlarin varligini saptamak
icin kullanilan pozitron emisyon tomografisidir (PET). Hastaya az miktarda
radyoniiklid glukoz enjekte edilir ve glikozun biriktigi bolge belirlenir. Kanser
hiicreleri daha fazla glikoz oldugu i¢in, daha koyu ve daha belirgin gériinmektedir.
Onemli bir tanisal biyobelirte¢ olan serum kanseri antijeni 19-9 (CA 199), pankreas
kanserinin rutin tedavisinde kullanilmas1 i¢in ABD Gida ve Ila¢ Idaresi tarafindan
onay almmustir [69]. Asirt eksprese edilmis genlerin protein tiriinleri, serum antijenle
iligkili adezyon molekiilii 1 (CEACAMI), serum makrofaj inhibitérii sitokin 1 (MIC-
1), apoplipoprotein Al gibi genomik ve epigenetik molekiiler belirtegler siklikla
kullanilir [70].

Pankreas kanserinin tedavisi: Cerrahi i¢in 3 farkli yontem vardir; serbest cerrahi,
kemoterapi ve radyoterapiden olugmaktadir. Whipple prosediirii, pankreas kanseri i¢in
en iyi bilinen cerrahi tedavi yontemidir. Son zamanlarda kullanilan yontemle 5 yillik
sagkalim oraninin yiizde 20'nin iizerinde oldugu bildirilmistir. Cerrahi operasyonun
amaci, R1 rezeksiyona kiyasla ¢ok daha iyi sag kalim ile iliskili oldugu i¢in RO
rezeksiyon (eksizyon) elde etmektir [71,72]. Pankreas kanseri tedavisinde en sik
kullanilan radyoterapi, radyasyon tedavisinin daha etkili olmasi nedeniyle genellikle
kemoterapi ile birlikte verilir ve adjuvan (ameliyat sonrasi) ve neo-adjuvan (ameliyat
oncesi) tedavi olarak smiflandirilir. Kemoterapi, pankreas kanseri hiicrelerinin

biiylimesini ve boliinmesini durdurmak icin kullanilir.
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Yaygin olarak kullanilan kemoterapi ilaglar1 gemsitabin, oksaliplatin, 5-florourasil,
kapesitabin, irinotekan ve sisplatindir. Bu ilaglar, reaktif bolgelerinin hiicrenin DNA
veya RNA'sindaki niikleotitlerle etkilesime girmesine izin veren bir ¢apraz baglama
mekanizmasina dayanir. Bu hiicre dongiisiiniin bozulmasina ve kanser hiicrelerinde
apoptoza neden olur [73]. Pankreas kanseri teshis ve tedavisinin zorlugu hedefe
yonelik tedavinin ritmini belirlemede Onemlidir. Kanser sagkalimini destekleyen
spesifik genlere yonelik proteinleri ve mikrogevreleri hedef alan tedavi stratejileri

hedeflenmelidir.

2.2. Pankreas Kanseri Hiicre Hatt1 (PANC-1)

Elli alt1 yasinda bir erkek bireyden elde edilen pankreas kanseri hiicre tipi PANC-1
(ATCC® CRL1469™), hiicreleri yapisik ozellikte epitel hiicreleridir. Bu hiicrelerin
kromozom sayist hipertriploididir. Karyotip’i 63’tiir. Marker kromozomu 3 farkli
kromozomdur. Ayrica ufak bir dairesel kromozomu vardir. CDKN2A/p16 homozigot
delesyonu, KRAS (12Asp) mutasyonu, TP53 (273.His) mutasyonu ve Dogal tip
SMAD/DPC4 genine sahiptir. Pankreas kanseri hiicre hatti (PANC-1) agresif ve

oldukca fazla yayilim gdsterme 6zelligine sahip olan hiicre hattidir [74].

2.3. insan Embriyonik Hiicre Hatti (HEK293)

Morfolojisi epitel olan HEK293 hiicre hatti {iretimi 1973 yilinda yapilmistir. Normal
insan embriyonik bobrek hiicrelerinin Adenoviriis-5 ile transforme edilmesiyle bu
{iretim saglanmistir. Insan embriyonik bobrek 293 (HEK293) hiicreleri, normal insan
hiicreleri i¢in yaygin olarak kullanilan standartlardan biridir [75]. Isik
mikroskobundaki hiicrelerin morfolojik yapisi birbirlerine aga benzer baglantilar ile

baglanmis yass1 yapisik 6zelikte hiicrelerdir.

2.4. Arum dioscoridis (Araceae)

Araceae, deniz seviyesinden 3000 m yiikseklige kadar genis bir ekolojik habitat
araliginda yayilan, Yiizonsekiz cins iginde 3800 tiire sahip biiylik bir bitki
familyasidir [76]. Arum dioscoridis, Araceae familyasia ait olup yirmialt1 tiire
sahiptir. Akdeniz, Kuzey Afrika ve Orta Asya'da yar1 kurak, nadas alanlarinda ve kiy1
bolgelerinde bulunur [77]. Tiirkiye'de Ege, Akdeniz, Marmara, Karadeniz ve
Glineydogu Anadolu bdlgelerinde ekim olmayan arazilerde, tarlalarda, yol
kenarlarinda ve bahgelerde dogal bir sekilde yetisir [78]. Arkeolojik kanitlar Arum'un
eski caglardan beri insanlar tarafindan kullanildigini géstermektedir [79].
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Bu tiirler genellikle 30-50 cm yiiksekliginde, ¢cok yillik, yumrulu ve otsu bitkilerdir.
Yapraklar1 ok seklinde, uzun sapli ve koyu yesil renklidir. Cigekler 06zel bir
ciceklenme olusturur. Bu durumda disi ¢igekler altta, erkek cicekler iistte yer alir [80].
Yorede "yilanpancar1”, "karaabar", "kangal" ve "tirsik" adlariyla da bilinir [81]. Arum
cinsine ait bitkiler, toksisitelerine ragmen yiizyillardir beslenme ve tibbi amaglar i¢in
kullanilmaktadir. Bu cinsin birkag alt tiirii, 6zellikle potansiyel terapdtik hedefler ve
ilag kesfi icin modern arastirmalar tarafindan kapsamli bir sekilde arastirilmustir.
Bazilarinin bilinen ve iyi belgelenmis geleneksel tibbi ve diger kullanimlar1 olmasina
ragmen, diger tlirler mevcut arastirmalar tarafindan higbir zaman incelenmemistir.
Simdiye kadar en c¢ok arastirllan Arum diocoridis, Arum maculatum ve Arum
palaestinum olmak iizere bircok Arum alt tirii ¢alistlmistir [82]. Arum L. Tiirleri,
kanser, mide asitligi, ateroskleroz ve diyabetes mellitus gibi cesitli metabolik/kronik
hastaliklar1 engellemek icin halk arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir [83,84].
Ayrica bu bitkiler geleneksel tedavi yontemlerinde kullanilmis ve giinliik besin
maddesi olarak tiiketilmistir. Arum L.'nin bir tiyesi olan A. dioscoridis, geleneksel
olarak Akdeniz gastronomisinde kullanilmaktadir [85]. Benekli Arum, tam bugday
unu, yumurta, yaprakli sebzeler ve kaynayan yogurtta pisirilen baharatlardan olusan
geleneksel bir Urdiin yemeginin (Cha'acheel) hazirlanmasinda yaygmn olarak
kullanilmaktadir [86]. Dogu Akdeniz bolgesinde tirsik bitkisinin yapraklarida yenir.
Taze yapraklar1 ve yumrusu sakiz, miisilaj, nisasta, saponin ve konesin igerir. Bu
bitkinin yapraklar1 aci1 bir tada sahiptir ve bu aci1 tadi gidermek icin yapraklar
kaynatilir, stiziiliir ve daha sonra pisirmeye hazirlanir. Baz1 yorelerde zehirli oldugu
icin tiiketilmemektedir [87]. Bitki ayrica Karaman yoresinde "El Gabardan Corbas1"

ad1 verilen ydresel bir yemek yapiminda da kullanilmaktadir.

Tablo 2.1: Arum dioscoridis siiflandirmasi

Regnum Plantae / Bitkiler Alemi

Divisio Magnoliophyta / Tohumlu bitkiler

Subclassis Magnoliidae / Manolya altsinifi

Familia Araceae / Yilanyastigigiller

Genus Arum / Yilanyastig

Species Arum dioscoridis var. dioscoridis Sm./ Tirsikpancari
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2.5. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, yiiksek farmasotik aktiviteye sahip onde gelen bitki sekonder
metabolitlerinden biridir. Aromatik halkaya bagli coklu hidroksil gruplarina
sahiptirler [88]. Fenolik bilesikler kimyasal yapilarina gore basit fenoller,
flavonoidler, kumarinler, fenolik asitler (benzoik ve sinnamik asit tiirevleri),
stilbenler, hidrolize olabilen ya da kondanse tanenler, ligandlar ve ligninler olarak
gruplara ayrilabilir [89]. Dogal bitkilerden elde edilen 8000 fenolik bilesik
bulunmaktadir [90,91]. Coziiciiler, yiiksek verimde antioksidan bilesikler elde etmede
onemli bir role sahiptir. Fenolik bilesikler, molekiiliin hidrojen baglarin1 olusturarak
suya baglanma yetenegine sahiptir ve alkolde yiiksek ¢Oziniirliige sahiptir. Tiim
fenolik maddeler veya bir fenolik sinifi i¢in 6zel bir ¢oziicii sistemi bulunmamaktadir.
Fenolik bilesiklerin ekstraksiyon isleminde kullanilan ¢dziiciiler etanol, metanol, su,
aseton, etil asetattir [92]. Fenolik bilesikler, bitki sekonder metabolitleri olarak
morfolojik gelisim, fizyoloji ve tozlasmaya genis katilimlari nedeniyle Onemli
metabolik iceriklerden biri olarak bulunmustur. Fenoliklerin dikkate deger biyolojik
terapotik ozellikleri, kanser, diyabet, Alzheimer hastaligi ve kardiyovaskiiler hastalik

gibi bir¢ok rahatsizliga kars1 sagligi koruyucu etkilere katkida bulunur [93-96].

2.6. Apoptoz

Programlanmis hiicre 6liimii veya apoptoz ile kanser hiicrelerinin etkili bir sekilde
ortadan kaldirilmasi, 30 yil1 agkin bir siiredir klinik kanser tedavisinin temel dayanagi
ve hedefi olmustur. Etkili proapoptotik ajanlarin klinik ¢evirisi, ilag kesfi,
biyoyararlaniom ve stabilite, tiimor penetrasyonu, akut veya kronik normal doku
toksisitesi, ilag etkilesimleri, hedef dis1 etkiler, timor heterojenligi, direngli klonlarin
ortaya ¢cikmasiyla gelismekte ve degismektedir. Apoptozun, gostermis oldugu cesitli
biyokimyasal 6zellikleri ve yapisal 6zelliklerinden dolay: 3 baslik altinda (Nekroptoz,
Otofaji ve Apoptoz) tanimlanmaktadir. Sistein proteaz olan kaspazlar, apoptozun
gerceklesme mekanizmasinda 6nemli rol almaktadir. S6z konusu enzimler ilk olarak
pro-formlar halinde sentezlenerek aspartat residiilerinde bulunan peptit baglarindaki
baglantisin1 kaybeder. Bu proteolitik kesimle enzimler birbirini aktiflestirir.
Kaspazlarin birbirini ayirma ve aktiflestirme 6zelliginden dolayi, proteaz kaskadi
yoluyla bir amplifikasyon mekanizmasi meydana gelir. Boylelikle programlanmis

hiicre 6liimiiniin uygun bi¢imde yiiriitiilmesi saglanmis olur.
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Ayrica kaspazlar, fazla sayida substratlar1 (niikleer laminler, DNaz inhibitorleri veya
hiicre iskelet proteinleri gibi) proteolitik kesime ugratarak yapisal degisiklige sebep
olur. Kaspazlar, Efektor (3,6,7), inflamatuar (1,4,5,11,12,13,14) ve baslatici kaspazlar
(2,8,9,10) olarak 3 farkli grupta toplanmaktadir. Kaspazlarin aktiflemesiyle DNA
tamiri ve replikasyonda gerekli enzimler inaktive olur. DNA’da geri doniistimsiiz bir
parcalanma meydana gelir. Kaspaz aracili apoptoz i¢in 2 farkli yolun aktive oldugu
bilinmektedir. ilki hiicre yiizey reseptorleri araciligiyla hiicre &liimiinden sorumlu
digsal (Ektrinsik) yol, ikincisi mitokondri aracilt apoptoz olan igsel (intrinsik) yoldur.
BCL-2 ailesinin anti-apoptotik iiyelerine karsi proapoptotik protein ailelerini kontrol
etme dengesi, mitokondriden sitokrom c salimimini diizenler [97,98]. Sitokrom c
salmmmiyla kaspaz aktivasyonu ile apoptozom olusur [99,100]. Bu proteinlerin
apoptoz ailesinin inhibitorleri (IAP) tarafindan negatif olarak diizenler [101]. igsel
mitokondriyal apoptoz, mitokondriyal dis zar gecirgenligini (MOMP), sitokrom c
saliimini, kaspaz aktivasyonunu ve apoptozu tesvik eden mitokondriyal dis zarda
bulunan proapoptotik BCL-2 ailesi iiyelerini (6rn. BAX veya BAK) igerir. Sitokrom
c, APAF1'i baglar ve ATP'ye baglh bir islemde multimerik apoptozom olusur. Pro-
kaspaz 9, apoptozoma baglanir, boliiniir ve aktive olur ve ardindan kaspaz 3’1 aktive
eder [102]. XIAP dahil olmak iizere IAP ailesinin liyeleri, kaspaz aktivasyonunu
negatif olarak diizenler ve SMAC tarafindan inaktive edilebilirler. BCL-2 ailesinin
anti-apoptotik tiyeleri (6rn. BCL-2, BCL-XL, MCL1, Bcl-w, A1), proapoptotik BCL-
2 ailesi iiyelerini inhibe eder. BIM, BAD, BID, PUMA ve NOXA gibi sadece BH3
proteinleri MCL1'i inhibe edebilir. I¢sel apoptoz yolunda, mitokondriyal gegirgenligin
kaspaz aktivitesinden bagimsiz olarak hiicre Oliimiine baglilik noktasini temsil

etmektedir (Sekil 2.4.).

Ekstrinsik apoptoz yolu, hiicre zarinda FADD ve kaspaz 8§ proteinleri ile ilgili ligand
tarafindan baglanan trimerik bir TNF ailesi reseptoriidiir (Fas-R, TRAIL-R1, TRAIL-
R2, TNF-R1, TNF-R2). DISC 6liime neden olan sinyal kompleksini olusturmak i¢in
gorevlidir. DISC'de kaspaz 8 veya 10 aktivasyonu, apoptoza yol agan sitokrom c
seviyesinde Oliim sinyalini gii¢clendiren Tip II hiicrelerde mitokondri ile capraz
baglanma saglayan Bid boliinmesiyle sonuglanir. c¢-FLIP kaspaz 8'e baglanir ve
aktivasyonunu engeller. Prototipik biiylime faktorii ile aktive edilmis reseptdr tirozin
kinazlar (RTK'ler), hiicre zarinda, PI3K ve Akt aktivasyonunu iceren asagi akis
olaylar ile dimerik proteinler (EGFR, Her2, ERBB3 gibi ERBB ailesinin iiyeleri)
olarak gosterilir. RAS-MAPK yolu da sematize edilmistir.
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Bu hayatta kalma yanlist yollar ayrica hiicre proliferasyonunu tesvik eder ve kismen
BCL-2 aile iiyelerinin fosforilasyonu yoluyla i¢sel hiicre 6liim yolu iizerinde olumsuz
etki yapar. TNF ve TRAIL reseptorleri, cekirdekteki anti-apoptotik genleri
transkripsiyonel olarak aktive eden ve bdylece hiicre Oliimiinii azaltan ve hiicre
hayatta kalmasini destekleyen NF-kappa B (NFkB)'yi aktive eder. Bagisiklik
mekanizmalari, Interferon etkisine tepki olarak Natural Killer (NK) hiicreleri
tarafindan tiretilen TRAIL yoluyla ya da PD-L1 gibi hiicre 6liimii ligandlariin blokaji
yoluyla hiicre Oliimiinii aktive eder. Sitotoksik T-hiicreleri veya NK hiicreleri
bagisiklik hiicreleri de kanser hiicreleri gibi hedef hiicrelerde apoptozu indiikleyen bir
serin proteaz olan granzim iiretir. Perforin adi verilen bir protein, granzim kaynakli
hiicre dliimiine aracilik etmek icin hedef hiicrelerde porlar olusturur. Timor mikro
ortaminin stroma, fibroblastlar ve fiziksel faktorler dahil olmak iizere diger cesitli
bilesenleri, hiicre 6liimii ve hiicre hayatta kalma yollarini, ilag tepkilerini degistirecek
sekillerde etkileyebilir. Endotel hiicrelerini hedef alan ilaglar, tiimor hiicrelerini besin
maddelerinden yetersiz birakarak hiicre 6liimiine yol agabilir. DNA hasar1 tepkisi
(ATM/ATR, Chkl/Chk2 gibi kontrol noktasi kinazlarini icerenler) ve hiicre stres
yanit1 yollar1 (ATF4 ve CHOP aktivasyonuna yol acan entegre yaniti), pS3'e ek olarak
hiicre Oliimiinii indiikleyen proapoptotik genleri nihai olarak aktive eder. pS53
aktivasyonunu takiben kopyalanan genler arasinda Bax, Puma, Noxa, DR5 ve FasL
onemlidir. Ancak bircok kinaz inhibitoriiniin sonucta Bim'in transkripsiyonel
aktivasyonunu isaret ettigi de belirtilmelidir. Ek hiicresel islemler (otofaji, anoikis,
ferroptoz, nekroz) apoptoz sinyal yollariyla ¢apraz iletisim kurabilir ve proapoptotik
ajanlarla kombinasyonlarda kullanilanlar dahil olmak iizere kanser terapdtiklerinden

etkilenir.
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Sekil 2.4: Apoptoz sinyal yollarina ve bunlar1 etkileyen hayatta kalma yanlisi,
bagisiklik veya tlimor mikro-ortam etkilerine genel bakis [102].

Ekstrinsik yolun aktivasyonu, proapoptotik oliim reseptorlerini (DR'ler), TNF reseptor
siiper ailesinin (TNFR) transmembran protein lyelerini aktive eden hiicre disi
sinyaller tarafindan tetiklenir [103,104]. DR'ler TNFR1, Fas (CD95, APO-1), DR3,
DR4 (TRAILR1), DR5 (TRAILR2) ve DR6 olarak tanimlanmistir. ilgili ligandlarmin
baglanmasi iizerine Fas, TNFR1-2, DR4-5, kaspaz-8 ve -10'u aktive eden oOliimii
indiikleyen sinyal kompleksi (DISC'yi) birlestirmek icin Fas ile iligkili 6liim alam
(FADD) gibi adaptdr proteinleri asagi akis apoptoz kaskadinda gorev alir. Hiicresel
FLICE-inhibitor protein (c-FLIP) de DISC'ye alinabilir. Bazi hiicresel ortamlarda
kaspaz-8 ve -10 ile rekabet eder ve baslatici kaspaz aktivasyonunu ve apoptozu inhibe
eder (Sekil 2.5). DR4 ve DRS, mapatumumab, conatumumab, Apo2l/TRAIL,
ABBV-621 ve GEN1029 gibi agonist antikorlar, rekombinant TRAIL'in IgG1 (MM-
201) ile fiizyon proteini veya pegile rekombinant TRAIL (TLY012) tarafindan aktive
edilebilir.
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BH3 mimetikleri, anti-apoptoz BCL-2 ailesi iiyelerine (BCL-2, BCL-XL, MCL1)
baglanir. Dis mitokondriyal zarda gbzenekler olusturan BAX ve BAK'n
aktivasyonuna yol acgarak sitokrom C'nin salinmasina yol agar. BCL-nin secici
inhibitorleri 2 (venoclax, S55746, APG-2575), BCL-XL (ABBV-155) ve MCLI1
(AMG-176, S64315), AZD5991) klinik deneylerde ¢alisiimaktadir. Biiylime sinyal
yollarinin modiilasyonu ayrica apoptozu indiikler ve MEK inhibitorlerinin navitoclax
(BCL-2/BCL-XL inhibitorii) ile kombinasyonlar1 klinik deneylerde arastirilmaktadir.
AKT ve MEK gibi hayatta kalma yanlis1 yollar, BAD (BCL-2 ile iliskili hiicre 6lumii
agonisti) ve BIM (BCL-2 ile etkilesimli hiicre oliimii aracisi) gibi proapoptotik
proteinlerin fosforilasyonuyla apoptozu inhibe eder. Apoptozu indiiklemek icin p53
yolunu hedefleyen stratejiler, MDM?2 inhibitorlerini (yani, idasanutlin, AMG-232,
APG-115, DS-302b, BI-907828, ALRN-6924) igerir. U¢ halkali imipridon yapisina
sahip olan ONC201'in dopamin reseptorleri DRD2 ve DRD3'e baglandig
bulunmustur. Mitokondriyal kazeinolitik proteaz P'nin (CIpP) yani sira entegre stres
yanit proteini ATF4 [105,106]'nin aktivasyonuna yol agar. ONC201 tarafindan ATF4
aktivasyonu, CHOP'a bagli DRS yukar regiilasyonuna ve hiicre oliimiine yol agar
[107,108]. ClpP ve ONC201 tarafindan devreye alinan diger yollar arasindaki iliski,
baglanma ATF4 aktivasyonunun yukar1 akist gibi goriinse de (Lanlan Zhou ve WSE-
D, yaymlanmamis) ¢aligma asamasindadir. SMAC (ikinci mitokondri kaynakli kaspaz

aktivatorii), sitokrom c ile birlikte mitokondriden salinir.

Sitokrom s, kaspaz 9 ve APAF-1 (apoptotik proteaz aktive edici faktor 1) ile
apoptozom kompleksini olusturur. Apoptosis proteinlerinin (IAP) inhibitorleri kaspaz
aktivasyonunu engeller ve bu da mitokondriden salinan SMAC veya Omi/HtrA2
tarafindan bloke edilir. SMAC mimetikleri ve IAP inhibitorleri (6rn. LCLI161,
birinapant, Debio 1143) klinik deneylere ge¢cmistir.

tBid: kesilmis BH-3 etkilesimli alan 6liim agonisti; BCL-XL: B hiicreli lenfoma
ekstra biiyiik; MCL1: miyeloid hiicreli 16semi 1; BAX: BCL-2 ile iligkili X proteini;
BAK: BCL-2 antagonisti/oldiiriicii; MDM2: fare cift dakika 2 proteini; DRL: 6lim
reseptori ligandi; ER: endoplazmik retikulum. PERK: PKR benzeri ER kinaz; ATF4:
Transkripsiyon faktorii 4'i aktive etmek; CHOP: CCAAT arttirict baglayici protein

homolog protein.
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Sekil 2.5: Apoptozdaki yolaklar1 hedef alan kanser terapotik yaklagimlar [109].

2.7. inflamasyon

Enflamasyon genellikle kanserin gelisimi ve ilerlemesi ile iligkilidir. Kanserle iligkili
enflamasyondan sorumlu hiicreler genetik olarak stabildir. Bu nedenle hizli bir sekilde
ilag direncinin ortaya ¢ikmasina maruz kalmazlar. Enflamasyonun hedeflenmesi, hem
kanserin Onlenmesi hem de kanser tedavisi i¢in Onemli bir stratejiyi temsil eder.
Tiimdr dis1 inflamasyona, tiimii kanser riskini artiran ve kotii huylu ilerlemeyi tesvik
eden bakteriyel ve viral enfeksiyonlar, otoimmiin hastaliklar, obezite, tiitiin i¢imi,
asbeste maruz kalma ve asir1 alkol tiiketimi gibi bircok faktoér neden olur. Kansere
0zgli veya kansere bagli enflamasyon, kanseri baslatan mutasyonlar tarafindan
tetiklenebilir. Enflamatuvar hiicrelerin toplanmasi ve aktivasyonu yoluyla malign
ilerlemeye katkida bulunabilir. Digsal ve igsel enflamasyonlar, bagisiklik sisteminin
baskilanmasiyla sonuglanabilir. Boylece tiimor gelisimi i¢in tercih edilen bir arka plan
saglar. 19. ylizyilda Rudolf Virchow tarafindan gézlemlenen tiimorlerde 16kositlerin
varli8y, iltthaplanma ve kanser arasindaki olas1 baglantinin ilk gdstergesini saglamistir.
Yine de, enflamasyonun tiimorijenezde kritik bir rol oynadigina dair net kanitlar ancak
son on yilda elde edilmistir [110]. Bununla birlikte, iltihaplanma kronik hale

geldiginde veya ¢ok uzun siirdiiglinde zararli olabilir ve hastalia yol acabilir.
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Proinflamatuar sitokinlerin, kemokinlerin, adezyon molekiillerinin ve inflamatuar
enzimlerin rolii, kronik enflamasyonla iliskilendirilmistir [111]. Kronik
enflamasyonun, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, artrit, Alzheimer
hastaligi, akciger hastaliklar1 ve otoimmiin hastaliklar dahil olmak iizere ¢ok gesitli
hastaliklara aracilik ettigi bulunmustur [112]. Kronik inflamasyon, siirekli doku
hasari, hasara bagl hiicresel proliferasyon ve doku onarimi ile karakterizedir. Bu
baglamda hiicre proliferasyonu genellikle hiicre tipinde geri doniisiimlii bir degisiklik
olan "metaplazi" ile iliskilidir. Atipik hiicre iiretimine yol acan bir hiicresel
proliferasyon bozuklugu olan "displazi" bunu takip eder. Genellikle neoplazma
bolgesine bitisik bulundugu icin 6nceki karsinom olayr olarak kabul edilir [113].
Birka¢ yaygin tiimoriin sitokin agi, enflamatuar sitokinler, biiytime faktorleri ve
kemokinler acisindan zengindir, ancak genellikle spesifik ve siirekli bagisiklik
tepkilerinde yer alan sitokinlerden yoksundur [114]. IL-6, immiin yanit, inflamasyon
ve hematopoezde Onemli roller oynayan pleiotropik bir sitokindir. Monositler ve
makrofajlar dahil olmak iizere ¢esitli normal hiicreler tarafindan fretilir. Ayni
zamanda meme, prostat, kolorektal ve yumurtalik kanseri gibi ¢oklu tiimér dokusu
tipleri tarafindan da eksprese edilir. IL-6 ayrica apoptoz, tiimor biiylime hiicresi
proliferasyonu, migrasyon ve invazyon, anjiyogenez ve metastaz dahil olmak iizere

timor davraniginin ¢esitli yonlerinde 6nemli rol oynayabilir [115].
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3. GEREC ve YONTEM

Bu c¢alisma Gaziantep Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
TF.YLT.22.53 Proje Numarasi ile desteklenmistir.

3.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Calismada, kullanilan kimyasallar ve kitler (Tablo 3.1)’ te yer almaktadir.

Tablo 3.1: Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar ve kitler

KIMYASAL ADI FIRMA
Triton® X-100, 100 ml ALFA AESAR
IL-6 Polyclonal Antibody 100ul BIOSS
Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB ABCAM
IHC Detection Kit - Micropolymer IHCP 150

TEST (15 ML)

HYDROGEN PEROXIDE 35% EXTRA ISOLAB
PURE 2,5 L

DAB Substrate Buffer, 15 ML BIOLEGEND
Folin-Ciocalteu reaktifi Merck
DMSO Merck
Troloks Merck

Gallik asit Merck

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) Diagnovum RPMI 1640

RPMI 1640 Diagnovum

FBS (Fetal Bovine Serum) Diagnovum
Penisilin/Streptomisin Sigma-Aldrich

Dimetil Siilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich
Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline Gibco

(DPBS)

L-Glutamin Thermo Fisher Scientific
Trypan Blue Boyasi Sigma-Aldrich

cDNA Sentez Kiti (First Strand cDNA Thermo Fisher Scientific
Synthesis Kit)

25



SYBR Green qPCR Master Mix
Primer

BCL-2 Primer Antikor

BAX Primer Antikor

Caspase-3 Primer Antikor

P -Aktin Primer Antikor

Sekonder Antikor (Anti-Mouse IgG-HRP)

Antikor (Mouse Anti-Rabbit IgG-HRP)

RIPA Buffer

Tripsin

2-Merkaptoetanol
Akrilamid

Bisakrilamid

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
Trisma Base

Nitroselilloz Membran

Protein Marker

Skim Milk Powder (Yagsiz siit tozu)

Clarity Max Western ECL Substrates

Clarity Western ECL Substrates

Tween 20

Whatman Blotlama Kégid1 (Extra Thick Blot

Paper)
Metanol
Glisin

Etanol

N,N,N',N'-Tetramethyl ethylenediamine

(TEMED)

Bio-Rad

Sentebiolab

Santa Cruz Biotechnology
Cell Signalling Technology
Affinity Biosciences
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology Sekonder
Santa Cruz Biotechnology
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Macherey-Nagel

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

Bio-Rad

Bio-Rad

Sigma-Aldrich

Bio-Rad

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
ISOLAB

Sigma-Aldrich




izopropil Alkol (2-propanol)
Sodyum Kloriir (NaCI)
Potasyum Kloriir (KCI)
Hidroklorik Asit (HCI)
Sodyum Hidroksit (NaOH)
Coomassie-Brillant Blue G-250
Fosforik Asit (H3POy)

Sigir Serum Albiimin (BSA)
Hidrojen Peroksit (H,O-)

Amoyum Persiilfat (APS)

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fluka

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

3.2. Kullanilan Arac ve Gerecler

(Calismada, kullanilan malzeme ve cihazlar (Tablo 3.2)’ te yer almaktadir.

Tablo 3.2: Tezde kullanilan malzeme ve cihazlar

MALZEME VE CIHAZ FIRMA
Blotlama (Semidry Blotter) Cihaz Bio-Rad
Goriintiileme Cihaz Azure
Buzdolabi (+4°C) Ugur
Ceker Ocak Tolkim

Derin Dondurucu (-20°C)

Derin Dondurucu (-80°C)

Distile Su (dH20) Uretme Cihaz1
Etiiv

Mikroplaka Spektrofotometresi

15 mL ve 50 mL’lik Santrifiij Tiipleri
Hassas Terazi

Isttic1 Blogu

Vestel FT 280, Siemens

New Brunwick Premium U410
mp MINI Pure

Memmert

Epoch

Labsolute/ Isolab

Denver Instrument

Lab Line
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Karbondioksitli Etiiv (Inkiibator)
Kar Uretme Cihaz1

Magnetik Karistirici

Mikropipet Takim

Gii¢c Kaynag

Santrifiij

Nanodrop

Otoklav

PCR

pH Metre

Pipet Uclan

Real-Time PCR

Serolojik Pipetler

Sivi Azot Tanka

Steril Kabin (Biyogiivenlik Kabin)
Sogutmal Santrifiij

Sicak Su Banyosu

Ters (Inverted) Isik Mikroskobu
Vorteks

T-25 Flask (Filtreli, steril)

T-75 Flasklar (Filtreli, steril)
Vial (Cryogenic Tubes)

Strip Tiipler

6 Kuyucuklu Plaka

96 Kuyucuklu Plaka

1,5-2 mL’lik Tiip ve Rak

Cell Scraper (Hiicre Kaziyici)

UV-VIS Spektrofotometre

Nuaire Nu-4750

Scotsman

Wisd WiseStir MSH-20A
Nichipet

Thermo EC 135-90

Aosheng 40

Thermo Scientific Multiscan GO
HMC Hirayama

Bio-Rad C100 Thermal Cycler
Mettler Toledo

Isolab

BioRad

Labsolute

Taylor- Wharton LS750 Lab System
Nuaire 425-500E Esco Marka Class 2
Beckman Coulter

Memmert

Zeiss Primovert

Wisd WiseMix VM-10/ Heidolph
Labsolute

Labsolute/ Corning

Isolab/ Corning

Qiagen

Labsolute

Labsolute/ Greiner bio-one
Eppendorf

Labsolute

Beckman Coulter
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3.3. Cozeltiler ve Hazirlanma Sekli
Calismada, kullanilan ¢6zeltiler ve hazirlanis1 (Tablo 3.3) te yer almaktadir.

Tablo 3.3: Kullanilan ¢dzeltilerin hazirlanma sekli

COZELTI ADI

ICERIK

Lizis Buffer (%1 2- Merkaptoetanol)

1X Lizis Tampon (1 mM PMSF iceren
RIPA buffer)

Bradford (Commassie Brillant Blue)
Cozeltisi

%30’°luk Akrilamid-Bisakrilamid

%10’luk SDS

%10’luk APS

% 5’lik Bloklama Cozeltisi

10X TBS Cozeltisi

10X Transfer Cozeltisi

1X TBST Cozeltisi

10X Tris-Glisin Elektroforez Cozeltisi

1 M Tris/ HCI Tamponu

1,5 M Tris/HCI Tamponu

1X Transfer Cozeltisi

1X Tris-Glisin Elektroforez
Cozeltisi

RNA izolasyonunda kullanilmak iizere 1 mL Lizis buffer
tizerine 10 pL 2-Merkaptoetanol eklenerek hazirlandi.

Protein izolasyonunda kullanilmak {izere 1/10 oraninda
ddH,O ile seyreltilen RIPA buffer tizerine 1 mM PMSF
eklenerek hazirlandi.

100 mg Coomassie-Brillant Blue G-250, 50 ml %95 etanol
icinde eritildi ve 1 L'ye son hacme 110 ml %85 fosforik
asit ¢ozeltisi ilave edildi. Aliiminyum folyo ile kapatilarak
oda sicakliginda saklandi.

37,5 g akrilamid, 1 g bisakrilamid ve 128 mL dH20
alinarak 37°C'de eritilir..

1 g SDS tartild1 ve 9 mL distile suda ¢oziildii.

2 ml bagina 0,2 g APS tartild1 ve 1,8 ml distile su iginde
¢Oziildii.

5 g BSA alindi ve 95 mL TBST igerisinde ¢ozdiiriildi.

30 gr Tris 80 gr NaCl, 2 gr KCI tartildi ve 900 ml dH20
icinde ¢oziildi. 1 M HCI ile pH 7.4 olarak ayarlandi,
distile su ile 1 L'ye tamamlandi.

29 gr glisin, 58 gr Tris, 3.7 gr SDS tartildi. 900 mL distile
suda ¢0ziildii. Son hacim distile su ile 1 L'ye tamamlandi,
pH = 8.3'e ayarlandi.

100 mL 10X TBS almarak 900 mL dH20O ile 1 L'ye
tamamlandi, ardindan 1 mL Tween-20 eklendi.

188 g glisin, 30.2 g Tris ve 100 mL %10 SDS eklendi, 1 L
distile suda eritildi.

121,14 g Tris 900 mL saf suda eritildi, 1 M HCI ile pH
6,8'e ayarlandi ve distile su ile son hacmi 1 L'ye
tamamlandi.

181,7 g Tris 900 mL saf suda eritildi, 1 M HCI ile pH:
8.,8'e ayarland1 ve distile su ile son hacmi 1 L'ye getirildi.

10X transfer soliisyonundan 100 mL ekstrakte alindi, 700
mL distile su ve 200 mL metanol eklendi.

100 ml 10X Tris-Glisin Elektroforez soliisyonu alindi, son
hacmi 900 ml distile su ile 1 L'ye tamamlandi.

29



1X SDS-PAGE Yiikleme Tamponu

PBS Hazirlama

Crystal violet hazirlama

%0,1°lik Triton X soliisyonu
hazirlama

0.125 M Tris pH 6.8, %2 SDS, %10 (v/v) gliserol, %10
(v/v) B-merkaptoetanol, ve %0.01 (w/v) bromfenol mavisi)
karigtirilarak hazirlandi. -20°C de saklandi.

100ml 1x PBS i¢in 25x’lik Fosfat Tampon Soliisyonundan
(PBS, 003002, Invitrogen) 4 ml+ 96 ml distile su eklendi.

%0,1°1ik crystal violet soliisyonu hazirlamak i¢in 0,05 gr
crystal violet (Carlo Erba, France) hassas terazi ile
tartilarak 2,5 cc etil alkol (%96°l1ik) eklendi. 17,5 cc distile
su ile karistirilarak hazirlandi.

%0,1’lik Triton X soliisyonu i¢in 10 ml PBS’ye 10
mikrolitre TritonX100 (Merck, 1.08603) soliisyonu
eklendi.

3.4. Bitki Ornegi

Arastirmamizda kullanilan Arum dioscoridis (Araceae) bitkisi, 2022 Mart-Haziran
aylarinda  Kizilkag,  Saricam/Adana’da  toplandi.  (11.03.2022-18.05.2022)
Koordinatlar 37°06'24.4"N 35°27'40.1"E ve 37°05'20.9"N 35°26'59.5"E.

Resim 3.1: Arum dioscoridis (orijinal) arazideki resmi.
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Bitki orneklerinin teshisi, Anadolu Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Anabilim Dalnda gérevli Ogr. Gor. Dr. Omer Koray YAYLACI tarafindan
gerceklestirildi ve toplanan bitkiler teshis edildi (Resim 3.1).

Inonii Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Anabilim Dali'nda gérevli Prof.
Dr. BIROL MUTLU tarafindan birer &rnek kurutulup etiketlenerek Indnii
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Herbaryumu’na INU 16380-2022 numarasi

verilerek herbaryumda referans materyali olarak saklandi (Resim 3.2).

Resim 3.2: Arum dioscoridis referans materyali resmi.
3.5. Kullanilan Yontemler

3.5.1. Arum dioscoridis bitki ekstraksiyonu

A. dioscoridis bitkisinin yaprak kismi toplandiktan sonra 25 “C'de karanlikta, nemsiz
ortamda kurutuldu. Kurutulan bitki yapraklar1 kiiciik pargalar haline getirildi.
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Numune 10 g hassas terazi ile tartildiktan sonra 250 mL'lik erlenlere konularak
tizerine 100 mL etanol (¢oziicii) eklendi. Ekstraksiyon islemi ultrasonik-destekli
ekstraksiyon yontemi kullanilarak gergeklestirildi. Hazirlanan numune ultrasonik
banyoda (Cole Palmer) 40-45°C'deki steril distile su icerisinde 30 dakika bekletildi.
Ekstrakt1 siizmek i¢in Whatman No:1 filtre kagidindan vakum filtrasyon yardimiyla
stiziildii. Siiziilen ekstraktlar, kullanilmis olan ¢6ziicli rotary evaporator (Heidolph
Laborota 4000) sayesinde diisiik basing ve 40°C’nin altinda tamamen ugurulduktan
sonra cam petrilerde 37-40°C sicakliktaki etiivde kurutuldu. Hazirlanan ekstrakt 5 mL
dimetil siilfoksit (DMSO) ile ¢o6ziilerek bulundugu yerden kaldirildi. Ekstrakte
edildikten sonra islemlerde kullanilincaya kadar karanlikta -20 °C'de buzdolabinda

saklandi.

Resim 3.3: Arum dioscoridis ekstresi, ultrasonikator ve evaporator.
3.5.2.Toplam fenolik madde miktar tayini

Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler antioksidan kapasitesi ve bilesimi agisindan
onemlidir. Fenolik bilesiklerin tayin yontemi, elektronlarin fenolik bilesiklerden ve
diger indirgeyici bilesiklerden molibdene transferine dayanmaktadir. 750-765 nm'deki

spektroftometre ile absorbans degerinin dl¢iilmesiyle belirlenir.
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Standart fenolik bilesik olarak ¢ogunlukla gallik asit kullanilir ve sonuglar Gallik Asit
Esderi (GAE) olarak verilmektedir. Singleton ve Rossi (1965) tarafindan Onerilen
yonteme gore; A. dioscoridis bitki etanoliiniin toplam fenolik igerigi Folin-Ciocalteau
reaktifi ile belirlendi [116]. Bu prosediire gore uygun diliisyonlar yapildi ve 200 pL.
ekstrakt soliisyonu ve 1 mL Folin-Ciocalteau reaktifi (10 kat seyreltilmis) eklendi.
800 puL %10 (w/v) Na;COs soliisyonu ilave edildi, tiipler karanlikta 25 °C'de
vortekste 120 dakika inkiibe edildi. Siirenin sonunda absorbans, bir UV-Vis
spektrofotometrede 765 nm'de belirlendi. Fenol igeriginin toplam miktar1 bir gallik
asit kalibrasyon egrisi kullanilarak belirlenerek ve gallik asit esdegeri olarak verildi.

Deneyler 3 kez tekrarland1 ve pg GAE A. dioscoridis etanol 6zii ile ifade edildi.
3.5.3.LC-MS/MS analizi

ADEE’nin igerisindeki fenolik bilesiklerin kantitatif tayini Dicle Universitesi Bilim
ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi (DUBTAM)’nde Dog. Dr. Mustafa
Abdullah YILMAZ tarafindan LC-MS/MS yontemi kullanilarak gergeklestirildi.
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Sekil 3.1: LC-MS/MS metodunda kullanilan fitokimyasal standartlarimin TIC

kromatogrami.
3.5.3.1.Kiitle Spektrometre ve Kromatografi Sartlar

53 fitokimyasalin kantitatif analizi, Shimadzu Nexera model UHPLC sistemi
kullanilarak tandem akis spektrometresi ile yapildi. Kullanilan ters fazli HPLC
sistemi, otomatik numune alici (model SIL-30AC), kolon firin1 (model CTO-
10ASvp), gradyan pompa sistemi (model LC-30AD) ve gaz gidericiden (model
DGU-20A3R) olusur. Agilent Poroshell 120 model EC-C18 (150 mm x 2.1 mm, 2.7

um) kolon ile kromatografik ayirma yapildu.
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Stitun sicakligr 40°C'ye ayarlanmigtir. Eliisyon gradiyenti mobil faz A (ultrasaf su+5
mM amonyum format+0.1% formik asit) ve mobil faz B (ultrasaf su+5 mM
amonyum format+0.1% formik asit)’den olusmaktadir. Su sekilde bir gradiyent
eliisyon profil kullanildi: %20-100 B (0-25 dakika), %100 B (25-35 dakika), %20 B
(35-45 dakika). Ayrica mobil faz akis hiz1 ve enjeksiyon hacmi sirasiyla 0,5 mL/dk.
ve 5 uL olarak belirlendi. Kiitle spektrometresi tayini i¢in kullanilan LC-MS/MS
sisteminde hem pozitif hem de negatif modda calisan elektrosprey iyonizasyon
kaynagi ile donatilmig Shimadzu LCMS-8040 model sirali kiitle spektrometresi
kullanilmistir. LC-ESI-MS/MS verileri alind1 ve LabSolution yazilimi (Shimadzu) ile
islendi. Fitokimyasal konsantrasyonlar1 6lgmek i¢in MRM (¢oklu reaksiyon izleme)
kullanildi. MRM yontemi, farkli kritik iyon par¢alanma iyon kaymalarinin analizine
dayali olarak fitokimyasallarin secici tespiti ve miktarinin belirlenmesi igin
uyarlanmistir. Carpigsma enerjisi (CE), optimum biyokiitle ayirma ve istenen
pargalanma iyonlarinin maksimum gocilinii elde etmek i¢in optimize edilmistir.
Kullanilan MS'nin ¢alisma kosullari: kurutma gazi akisi (N2), 15 L/dk; Nebulizer gaz
akist (N2), 3 L/dk; DL sicakligi, 250°C; Termal blok sicakligi 400°C'ye ve reaksiyon
sicakligi 350°C'ye ayarland1 [117].

3.5.4.in vitro antioksidan aktivitenin belirlenmesi
3.5.4.1.DPPH radikali giderici aktivite tayini

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) serbest radikal temizleme yontemi, antioksidan
aktiviteyi belirlemek icin kullanilir. Metod, kararli ve aktive edilmis bir radikal olan
DPPH'yi kullanir ve olgiimii, antioksidanin serbest radikal yakalama yetenegini
gosterir. A. dioscoridis'in konsantre ekstraktinin antioksidan aktivitesi DPPH radikal

siipiirme aktivitesi, deneyi ile belirlendi.
Radikal reaksiyonunun mekanizmasi antioksidan-DPPH i¢in su sekildedir;
DPPH. + Antioksidan-H — DPPH-H + A.

Koyu mor bir radikal olan DPPH, H+'y1 bir antioksidandan uzaklagtirir ve onu renksiz
bir a,-difenil-B-pikrilhidrazil molekiiliine doniistiiriir. DPPH, antioksidan madde
tarafindan indirgenir ve molekiildeki serbest elektron transferi nedeniyle rengi acilir.
DPPH'nin antioksidan madde ile reaksiyonunun absorbansi 515 nm'de maksimumdur.
Antioksidandan DPPH serbest radikaline proton transfer reaksiyonu 517 nm'de

absorbans degerinde azalmaya neden olur.
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Calismanin birinci asamasinda 250 ml’lik erlene 0,0237 g DPPH ve 5-10 ml metanol
ilave edilerek manyetik karistiricida 1 dakika homojen bir ¢ozelti elde edilinceye
kadar karistirilmistir. Elde edilen ¢ozelti daha sonra balona alinarak 100 ml'ye kadar
metanol ilave edildi. Yayilan rengin absorbans degeri 517 nm dalga boyunda
spektrofotometrede Ol¢iildii ve deger A0 degeri olarak kaydedildi. Hazirlanan
soliisyon ¢alisma ile aymi giin kullanildi. Cozelti, kullanima kadar karanlik bir yerde
saklanir. ADEE metanol ile 1/2, 1/4, 1/8 ve 1/16 oraninda seyreltildi. Kontrol grubu
icin 0,1 ml metanol; 1, 1/2, 1/4, 1/8 ve 1/16 diliisyonlarla hazirlanan 0,1 ml'lik
numune almarak tiiplere yerlestirildi. Uzerine 3,9 ml DPPH soliisyonu eklendi.
Ortaya ¢ikan ¢ozelti, 60 dakika boyunca karanlik bir yerde saklandi. Ortaya ¢ikan

rengin absorbansi, 517 nm dalga boyuna ayarlanmis bir spektrofotometrede okundu.
Elde edilen absorbans degerinden 6rneklerin % siipiirme kapasiteleri;

% DPPH = [A60 /A0]x100 formiilii kullanilarak hesaplandi.

% Inhibisyon = [100-%DPPH] formiilii kullanilarak hesaplandi.

AO: Antioksidan iceren 6rnegin 0.dakikadaki absorbansi

A60: Antioksidan iceren 6rnegin 60. dakikadaki absorbansi

Sonuglar, DPPH’nin %50’sini inhibe eden ICso konsantrasyon degeri, % DPPH

inhibisyon-6ziit konsantrasyonu grafiginden elde edilen dogruya gore hesaplandi.
3.5.5. Hiicre Kkiiltiirii

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda
hiicre kiiltiirii ve histolojik boyama agamalar1 yapildi. Uygulama asamalarinin tiimi,
ortam kosullar1 saglanarak, steril laminar hava akimli kabinlerde ve biyogiivenlik

onlemlerine dikkat edilerek gerceklestirildi.
Kullanilan hiicre hatlar

Calismada kullanilan PANC-1 ve HEK293 hiicre hatlar1t ATCC’den (American Type

Culture Collection) alindi.
Kullanilan etken madde ve 6zellikleri

Calismamizda kullandigimiz A. dioscoridis bitkisi Gaziantep Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Anabilim Dali’nda, bitki etanol ekstrakti haline

getirilerek ¢alismada kullanildu.
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Besiyerlerinin hazirlanmasi

Hiicrelerin ¢ogalmalarin1 ve yasamlarini siirdiirebilmelerini saglayacak ortam igin
PANC-1 ve HEK293 hiicreleri %10 fetal sigir serum (FBS) ve 10.000 U/mL Penisilin
10.000 ng/mL streptomisin eklenmis DMEM besiyerinde kiiltiire edildi.

3.5.5.1. Hiicrelerin c¢ozdiiriilme ve biiyiitiillme asamalari

-80°C’de dondurulmus olarak muhafaza edilen PANC-1 ve HEK293 hiicreleri
acilmaya baslanmadan laboratuvar ortami hazirlik asamalar1 kapsaminda sicak su
banyosunun sicakligt 37°C’ye ayarlandi. Kriyotiipler -80°C’den direkt 37°C’de
dengelenmis su banyosunda yaklasik 3 dakika icerisinde eritildi ve iizerine 5 ml taze
besiyeri eklendi. Falkon tiiplere aktarilan besiyer igerisindeki hiicreler 5 dakika
300xg’den santrifiij edildi. Santrifiij edildikten sonra siipernatant alinarak atildi. Pellet
kismina 5 ml %10 FBS, L-glutamin ve penisilin-streptomisin igceren taze besiyeri ile
karistirildi.  Siispanse hale getirilen hiicreler 25 cm?’lik flasklara ekildi. Ekimi
tamamlanan hiicreler %5 CO> ihtiva eden 37°C inkiibatorde inkiibe edildi. Hiicrelerin
ekimi yapildiktan sonra 2-3 giinde bir kontrol edildi. Kontrol esnasinda hiicrelerin ve

besiyerinin durumuna bagl olarak, 1X DPBS ile yikanarak besiyerleri degistirildi.
3.5.5.2. Hiicrelerin pasajlanmasi ve sayimi

Hiicreler laminar flow kabininde 25 cm?”lik flakslara ekildikten sonra 37°C'de %5
CO; ile inkiibatorde inkiibe edildi. Inverted mikroskop (OLYMPUS Inverted
Microscope) kullanilarak flaks dolulugu gozlemlenerek (%80-90 yogunluk) pasaj
islemleri gerceklestirildi. Flakslardaki besi ortami pasaj islemi sirasinda uzaklastirildi.
Fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikama yapildi. Hiicrelerin flask yiizeyinden nazikce
ayrilmast i¢in 2,5 ml %0.25 Tripsin-EDTA ortama eklendi ve 37 °C %5 CO:
inkiibatorde 5 dakika inkiibe edildi. Boylece hiicrelerin yiizer hale gelmeleri saglandi.
Hiicrelerin iizerine tripsin reaksiyonunu durdurmak icin 2,5 ml taze besiyeri eklendi.
FBS igeren besiyeri kullanildi. Tekrar 300xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
atildi. Elde edilen hiicreler 2 ayr1 T25 flaska boliindii. Hiicre pasajlama sayisi

HEK?293 hiicre hatt1 i¢in 49, PANC-1 hiicre hatt1 i¢in 11°dir.
Hiicre sayim

Hiicre sayimi deneyde kullanilacak hiicre miktarmi belirlemek amaciyla yapildi.
Hiicreler tripsinizasyon ile siispansiyon haline getirildikten sonra hiicre sayimi
asamasina gecildi.
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Oransal olarak degerlendirme ile toplam hiicre siispansiyonunda mililitre bagina hiicre
sayisint hesaplamak i¢in 10 pl hiicreye 10 pl Trypan mavisi eklenerek Thoma 35
lamina koyuldu ve iizeri lamel ile kapatildi. Canli hiicre zar1 negatif yiikliidiir, bu
halde trypan mavisi gecisine izin verilmez. Olii hiicre zar pozitif yiiklii oldugundan
trypan mavisi kolayca iceriye girebilir. Trypan mavisi ile boyanan hiicreler inverted
mikroskop ile hiicre sayim kriterlerine uygun sekilde sayim yapilarak oransal olarak
¢ozelti icin ml basina diisen hiicre sayis1 hesaplandi. Sayimi yapilan hiicreler deney
planina ve yogunluklarma gore 25 cm? ve 75 cm? ’lik flasklara ekilip %5 CO, ihtiva
eden 37°C inkiibatore kiiltiire edildi.

Deney gruplarimiz

Tablo 3.4: Deney gruplari

Grup 1 Kontrol (PANC-1)
Grup 2 Deney (PANC-1 + ADEE 48 saat uygulama)
Grup 3 Kontrol (HEK293)
Grup 4 Deney (HEK293+ ADEE 48 saat uygulama)

3.5.5.3. Hiicrelerin dondurulmasi ve saklanmasi

%90 FBS ve %10 DMSO karigtirilarak bu ¢ozelti icerisinde hiicre dondurma ve
stoklama islemi gergeklestirildi. -80°C’de soguga dayanikli kriyovial tiiplerde 1x10°

hiicre/ml olacak sekilde dondurularak stoklar halinde sakland.
3.5.6. ADEE ‘nin stok soliisyonunun hazirlanmasi

Hazirlanan ADEE’den ml’de 120 mg/mL olacak sekilde DMSO ile ¢oziildii. Soliisyon
once steril ortamda hiicre stizgeci filtreden gecirildi sonra steril 0.45 um filtreden ve
son olarak steril 0.22 pm filtreden gecirildi. Buzdolabinda +4°C’ saklandi. Deneyde
kullanilan farkli konsantrasyonlardaki ¢6zeltiler, PANC-1 ve HEK?293 hiicreleri i¢in
DMEM besiyeri ile seyreltilerek stok ¢ozeltilerden hazirlandi.
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3.5.7.ADEE’nin hiicrelerde sitotoksisite testi (MTT)

ADEE’nin PANC-1 ve HEK293 hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisini belirlemek
amactyla MTT  (3-(4,5-dimetidiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum  bromid) testi
uygulandi. MTT testi, hiicre canliligini belirlemek i¢in kolorimetrik bir yontemle
formazan kristallerini Olgerek hiicre metabolik aktivitesine ve formazan tuzu
tiiketiminin etkisine dayanan bir testtir. 96 kuyucuklu plate’e, kuyucuk basina yaklasik
5-10x10° hiicre igeren 100 pl besiyeri icinde ekim yapildi. 24 saat siireyle inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra eski besiyeri ¢ikarildi. DMSO (%0,1°lik) ve EtOH
(%]1°lik) ile A. dioscoridis’nin konsantrasyonlart 200, 400, 600, 800 ve 1000 pg/ml
yapilacak sekilde belirlendi. Ana stoktan seri diliisyonlar seklinde hazirlanan
besiyerlerinden kuyucuklara 100 pl eklenerek 24-48 saat 37°C’de %5 CO: ortamda
inkiibatorde inkiibasyon iglemine tabi tutuldu. Inkiibatdr isleminden sonra etken madde
iceren medyum uzaklastirildi. Hiicreler kuyucuk basma 100 pl 1X DPBS ile yikandi,
her oyuga 10 pl 10X MTT igeren 100 ul DMEM-RPMI 1640 besi ortami eklendi ve 4
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklardan MTT igeren besi ortami
uzaklastirilarak yerine 50 pl DMSO eklendi. 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibe
edildikten sonra mor formazan kristallerinin tamamen ¢oziilmesi beklendi. Sar1 MTT
boyasinin mor formazona indirgenme miktarinin spektrofotometrik 6l¢iimii temeline
dayanan bu yontem ancak canli hiicrelerde bulunabilecek mitokondriyal bir rediiktaz
olan siiksinat DHG aktivitesi ile NADH NAD’a donerken MTT ise formazon
kristaline doner. Bu indirgenme reaksiyonu yalnizca canli hiicrelerde
gerceklesebidiginden sar1 rengin mor renge doniis miktar1 ortamdaki canli hiicre say1si
ile koreledir. Baslangicta sar1 renkli olan MTT canli kalan hiicrelerin kullanimi ile mor
renk alir. Inkiibasyondan sonra mikroplate okuyucuda renk degisimi spektrofotometrik
olarak 570 nm dalga boyunda absorbans Olciimii ile tayin edildi. Yiizde hiicre canlilig1,
artan A. dioscoridis konsantrasyonlar1 ile PANC-1 ve HEK293 deney gruplarindan
elde edilen absorbans degerlerinin, kontrol grubundan elde edilen absorbans degerine

boliinmesi ve 100 ile carpilmastyla hesaplandi.
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3.5.8.Histopatolojik inceleme
3.5.8.1.Is1k mikroskobu i¢in hiicrelerin hazirlanmasi

Immunositokimyasal boyama asamasinda PANC-1 ve HEK293 hiicre hatlarinda
ADEE uygulamasi ile timor patogenezinde bilinen pro-inflamatuar sitokin olan IL-6
yolaginin nasil etkilendigini gdstermek amaclandi. Hiicreler 37°C ve %5 CO: igeren
inkiibasyon kosullarinda 24 saat inkiibe edildi. Ertesi giin kontrol grubuna taze
besiyeri, deney gruplarina MTT yontemiyle belirlenen dozlarda ADEE ile hazirlanmig
taze besiyeri uygulandi. 48 saat inkiibasyondan sonra besiyerleri hiicre blogu
hazirlamak i¢in oncelikle hiicre kaziyict (cell scapers) ile mekanik olarak hiicreler
yerlerinden kaldirildi. 4 dk. 4000 rpm devirde santrifiij edildi. Pellet kismina 3 ml
%96’1lik etanol ilave edildi. 15-30 dk. bekletildi. Kurutma kagidi iizerine hiicreler
alindi. Daha sonra (Tablo 3.5)’deki islemler uygulandi. Hiicreler parafin bloklara

gomiilerek hiicre blogu hazirlandi.

Tablo 3.5: Hiicre blogu icin kisa takip protokolii

Kimyasal Siire

%80 Etanol 10 dk.
%96 Etanol 8 dk.
%96 Etanol 10 dk.
Xylene I 10 dk.
Xylene II 10 dk.
Parafin I 10 dk.
Parafin IT 10 dk.
Gomme 1 dk.

3.5.8.2.Kesitlerin alinmasi ve boyanmasi

Leica RM 2245 mikrotomunda (Almanya) bloke edilen hiicrelerden 4-5 pm kalinliginda
kesitler pozitif yiiklii lamlara yerlestirildi. 80 °C'ye ayarlanmig etiivde 20-25 dk.
bekletildi. Hematoksilen — Eozin (H-E) boyama yontemi uygulandi.

Ksilen ile 15 saniye c¢alkalandi. 3x1 dk. ksilende, 3x1 dk. %100 etanolde bekletildi, 1
dk. distile su ile yikama islemi yapildi. Hematoksilen 5-6 dakika bekletildi. 2 dk. distile
su ile yikama islemi yapildi. 5 saniye %1’lik hidroklorik asitte (100 ml etanol, su 1 ml
HCL) calkalandi. 2 dk. yikama islemi yapildu.
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5 saniye %1’lik amonyakta (99 ml distile su, 1ml amonyak) bekledi. 2 dk. yikama
yapildi. Eozin 1-2 dk. bekledi. 1 dk. yikama islemi yapildi. 2x1 dk. etanolde bekletildi.
3x1 dk. ksilen bekletildi. Lamlara 2 damla entellan damlatilip 45 derecelik agiyla
lameller kapatildi. Tiim gruplara ait hiicre blogu kesitlerinde Hematoksilen Eozin
boyama islemi Kamera entegreli 151k mikroskobunda 100x, 200x ve 400x biiyiitmelerde

(Olympus DP26-CU;Leica MD750) ile fotograflandirilda.

3.5.8.3.immiinositokimyasal incelemeler

Leica RM 2245 mikrotomunda (Almanya) bloke edilen hiicrelerden 4-5 pm kalinliginda
kesitler pozitif yiiklii lamlara yerlestirildi. Alinan kesitler 70 °C'ye ayarlanmis etiivde 1-
2 saat bekletildi. Immiinositokimyasal incelemenin diger adimlarini asagidaki
prosediirler izledi.

1. Lamlar 3x5 dakika ksilen icinde bekletildi.

2. %100’liik alkolde 5 dk. bekletildi.

3. PBS 5-10'er dakika araliklarla gegirildi.

4. Hiicrelerin etrafi PAP Pen ile isaretlendi.

S. Hiicreler 3x5 dk. PBS ile yikandi.

6. Hiicreler, 1/200 pl seyreltilmis primer IL-6 antikoru (100 uL poliklonal anti-IL-6
antikoru, BS-4539R) ile 2 saat boyunca sicak suda buhariyla bekletildi.

7. PBS ile 3x5 dakika yikama islemi yapildi.

8. Biyotinlenmis sekonder antikor, hiicrelere 30 dakika siireyle uygulandi.

9. PBS ile 3x5 dk. yikama islemi yapildi.

10. 30 dakika 1- 2 damla streptavidine maruz birakildu.

11. PBS ile 3x5 dakika yikama islemi yapildi.

12. Hiicreler 100 ul DAB kromojen ile (kahverengi bir renk goriinene kadar) 5-6 dakika
boyandi.

13. Lamlarin yikama islemi PBS yapildi ve 3-4 dakika boyunca Mayers Hematoksilen
ile boyama iselemine tabi tutuldu.

14. Lamlara yeniden yikama islemi yapildi ve 10 saniye alkol ardindan 10 saniye
ksilende bekletildi.

15. Lamlara 2 damla entellan damlatilip 45 derecelik aciyla lameller kapatildi.
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3.5.8.4.immiinohistokimyasal incelemeler

Spesifik immiinoreaktiviteyi kontrol etmek icin antikor ile negatif ve pozitif kontrol
boyamasi yapildi. IL-6 antikoru i¢in pozitif doku olarak timus dokusu kullanildi ve
negatif kontrol olarak primer antikor uygulamasi yapilmadan PBS soliisyonu kullanildu.
Bloke edilen timus dokusundan 4-5 pm kalinliginda kesitler pozitif yiikli lamlara
yerlestirildi ve 70 °C'ye ayarlanmus etiivde 1-2 saat bekletildi. Immiinositokimyasal
incelemenin diger adimlarini agagidaki prosediirler izledi.

1. Lamlar 3x5 dakika ksilen icinde bekletildikten sonra azalan alkol serisinden (100-90-
80-70) saf su ve PBS sirasiyla S'er dakika araliklarla gecirildi.

2. Antijen kurtarma asamasi i¢in lamlar %10 sitratl tampon ¢ozeltisi ile 700 watt’a 1-2
dk. 1sitma 1-2 dk. sogutma agamasi 6-7 defa tekrarlandi.

3.Tiim lamlar ayn1 soliisyonda 15 dakika sogutulma islemine tabi tutuldu.

4. Hiicrelerin etraft PAP Pen ile isaretlendi.

S. Hiicreler 3x5 dk. PBS ile yikandi.

6. Hiicrelere %3 hidrojen peroksit (H202) soliisyonu damlatildi ve 20 dakika inkiibe
edildi.

7. PBS ile 3x5 dakika yikama islemi yapildi.

8. Hiicreler 15-20 dakika protein blok ( large UV blok) islemine maruz birakildu.

9. Hiicreler, 1/200 pl seyreltilmis primer IL-6 antikoru (100 puL poliklonal anti-IL-6
antikoru, BS-4539R) ile 2 saat boyunca sicak suda buhariyla bekletildi.

10. PBS ile 3x5 dakika yikama islemi yapildu.

11. Biyotinlenmis sekonder antikor, hiicrelere 30 dakika siireyle uygulandi.

12. PBS ile 3x5 dakika yikama islemi yapildi.

13. 30 dakika 100 pl streptavidine maruz birakildi.

14. 3 PBS ile 3x5 dakika yikama islemi yapilda.

15. Hiicreler 100 ul DAB kromojen ile (kahverengi bir renk goriinene kadar) 5-6 dakika
boyandi.

16. Lamlarin yikama islemi PBS yapildi ve 3-4 dakika boyunca Mayers Hematoksilen
ile boyama iselemine tabi tutuldu.

17. Lamlara yeniden yikama islemi yapildi ve 10 saniye alkol ardindan 10 saniye
ksilende bekletildi.

18. Lamlara 2 damla entellan damlatilip 45 derecelik aciyla lameller kapatildi.
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Tiim gruplara ait hiicre blogu kesitlerinde IL-6 immiinreaktivitesi, kamera entegreli
151k mikroskobunda 200x biiyiitmede (Olympus DP26-CU;Leica MD750) her bir
gruba ait preparatta, rastgele secilen 10 alanda histolojik skoruyla (HSCORE)
degerlendirildi [118]. Skorlama, kesitlerde immiinoreaktivite gosteren hiicrelerin
yiizdesi (Pi) ve boyanma derecesi (i) baz alinarak gergeklestirildi. Boyanmanin
siddeti; 0, boyanma yok; 1+, zayif fakat tespit edilebilir boyanma; 2+, orta ya da
belirgin boyanma; 3+, yogun boyanma seklinde skorlandi. Ortalama HSCORE degeri,
her bir yogunluk kategorisine ait boyanmis hiicre yiizdesinin yogunluk ile ¢arpimi
seklinde hesaplandi. Her bir gruba ait ortalama skorlari istatistiksel analizlerde

kullanildi.

Calismamizda kullandigimiz ADEE, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji ve Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda, g-PCR ve Western blot yontemleri
calisildi.

3.5.9. PANC-1 ve HEK293 hiicre hattindan total RNA izolasyonu

Oncelikli olarak A. dioscoridis’nin PANC-1 ve HEK293 hiicre hatlarinda hedef
genlerin ifade diizeylerindeki degisikligi saptamak i¢in RNA izolasyonu yapildi.
Yaklasik 4x10° hiicre olacak sekilde, 5 ml besiyeri igerisinde 25 cm? flakslara ekildi.
24 saat inkiibasyonda inkiibe edildi. Inkiibe edildikten sonra flasklara PANC-1 hiicre
hatt1 i¢cin 210 pg/ml ve HEK293 hiicre hatti i¢in 430 pg/ml konsantrasyonlarinda
ADEE uygulanarak 48 saatlik siirede inkiibasyona birakildi.

RNA izolasyonu TRI-Reagent soliisyonu (Sigma, 93289) kullanimi ile gergeklestirildi.

e ADEE igeren besiyeri uzaklastirildi, hiicreler 2 kez 1X DPBS ile yikandiktan
sonra her kuyucuga 1 ml TRI-Reagent soliisyonu eklendi. Pipetleme yapilarak 1.5
ml'lik tiipe aktarild1 ve buz kasetlerin tizerinde 5 dakika inkiibe edildi.

e 250 pl kloroform eklendi. Tiipler ters ¢evrilerek karistirildiktan sonra 30 saniye
vortekslendi ve 10 dakika buz kasetler iizerinde inkiibe edildi.

e Inkiibasyonun ardindan karisim +4°C'de 15 dakika 14000 rpm’de santrifiijlendi.
Santrifiijlemeden sonra, slipernatan yeni bir 1.5 ml'lik tiipe aktarildi.

e 400 pl soguk izopropanol karigim iizerine ilave edildi ve 10 dakika buz kasetlerin
tizerinde inkiibe edildi.

e inkiibasyonun ardindan karisim +4°C'de 14000xg’de 10 dakika santrifiijlendi.
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e Santrifijj edildikten sonra siipernatant ¢ikarildi ve 1 mL soguk %70 etanol pelete
eklendi, tekrar 14000xg’de 5 dakika +4°C'de santrifiijlendi. Islem 2 defa yapildi.

e Santrifiij isleminin ardindan siipernatant ¢ikarildi ve kalan RNA pelleti kurumaya
birakildi.

e DNaz muamelesi asagida belirtildigi gibi yapildu.
e Kurutulduktan sonra, RNA peleti 50-100 pl niikleaz icermeyen dH20 ile ¢oziildii.

e RNA konsantrasyonu ve saflik tayini nanodrop spektrofotometre ile belirlendi.

e RNA -80°C'de sakland:.

DNaz muamelesi

Bu yontem, RNA preparasyonlarini kirleten genomik DNA'y1 cogaltarak ve yanlis
pozitif yanitlara neden olabilmesiyle RT-qPCR testlerinde hatali sonuglar1 dnlemek
amciyla yapilmaktadir. onuglar daha giivenilirdir [119]. Yapilan c¢alismada biitiin

gruplar icin 6rneklerin DNaz ile muamelesi (Tablo 3.6)’da belirtilmistir.

Tablo 3.6: DNaz muamelesi i¢in gerekli reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Bileseni Hacim

RNA Sug

DNaz I (RNaz icermeyen) 1ul

10X reaksiyon buffer 1ul

Niikleaz Igermeyen Su 20 pl” ye tamamlanana kadar

0.2 mI’lik tiiplere hazirlanan karisim (Tablo 3.6)’a gore, Biorad T100 Thermal Cycler
cihaza yerlestirildi ve 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Ardindan 1 pl 0.5 mM EDTA
eklenerek DNaz enziminin inaktivasyonu saglandi. RNA ornekleri Monarch RNA

CleanUp kit ile cleanup yapildu.
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3.5.10. cDNA sentezi

Toplam RNA'dan cDNA sentezi, mevcut kit protokoliine gore First Strand cDNA
Synthesis Kit (#K1612, Fermentas Thermo Fisher Scientific, Hudson, NH, ABD)
kullanilarak yapildi. Bir tiipte 500 ng RNA, 1 ul 100 pM random hexamer primer, 2 pl
10 mM dNTP karigimi eklenir. Daha sonra 4 pl 5X reaksiyon tamponu, 2 ul 20 U M-
MuLV ters transkriptaz enzimi, 1 pul Riboock dNTP 20 ul Riboock 20 ul Riboock ul
Niikleaz icermeyen Riboock RNA tozu ilave edilerek 25 °C'de 5 dakika sentezi
tamamlanir. 37°C'de 60 dk. 70°C'de 5 dakika inkiibe edildi. Sentezlenen cDNA, 1:1

oraninda sulandirilarak PCR igin kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.
3.5.11. Kantitatif gen ekspresyon analizi (QRT-PCR)

Elde edilen cDNA’lar kullanilarak ADEE 'nin, ERK1/2, MTOR, BCL-2, CASP3,
BAX, MYC, TP53 ve HMGBI1 gen ekspresyon seviyeleri iizerindeki etkisini
belirlemek amaciyla gergek zamanli kantitatif PCR (q-PCR) analiz ¢aligsmasi yapildi.

Tiim RT-qPCR deneyleri, CFX96 Touch Real-Time PCR sistemi ve SYBR Green
Master Miks (iTaq Universal SYBR Green Supermix, BioRad-1725121) cihazlan
kullanilarak yapildi (Tablo 3.2).

Tablo 3.7: qPCR i¢in hazirlanan reaksiyon karisimi

Reaksiyon Bileseni Hacim
SYBR Green Master Miks Spul
Forward Primer (10 pM) 0,2 ul
Reverse Primer (10 uM) 0,2 ul
cDNA 1ul
Niikleaz icermeyen Su 3,6 ul
Toplam 10 pl

Her reaksiyon, ayni plaka iizerinde iki kopya halinde gerceklestirildi. RT-qPCR, 95
°C'de 1 dakika denatiirasyon, ardindan 95 °C'de 15 saniye ve 59 °C'de 30 saniye 39
dongii amplifikasyon uygulandi. PCR amplifikasyonundan hemen sonra, 65 °C ile 95
°C arasinda 0,5 °C/sn'lik bir sicaklik gecis hizi ile 95 °C'de 10 saniye boyunca erime

egrileri olusturuldu.
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Her hiicrede eksprese olan ve degisiklik gozlenmeyen gliseraldehit-3-fosfat
dehidrojenaz (GAPDH) geni referans gen olarak kullanildi. Ct degerleri, Real Time
PCR cihaz1 (Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time PCR) kullanilarak hesaplandi. Gen
ekspresyonlarindaki rolatif degisim karsilastirmalarr 2-44Ct

edildi.

yontemine gore analiz

3.5.12.Primerlerin ¢ozdiiriilmesi ve hazirlanmasi

Liyofilize primerler 3000 g’de 3 dakika santrifiij edildi ve 100 umol/pl
konsantrasyonda niikleaz icermeyen suda ¢oziildii. Her gen i¢in forward ve reverse

primerinden 10 uM'lik alt stoklar hazirlandi ve -20°C'de saklandi.

Gergek Zamanli PCR (RT-qPCR) analizinde kullanilmak iizere BAX, BCL-2, CASP3,
TP53, MYC genleri icin primerler NCBI (National Center for Biotechnology
Information) platformu kullanilarak dizayn edildi. GAPDH, MTOR, HMGBI1 ve
ERK1/2 genleri i¢in primerler ise ¢izelgede belirtilen referanslardan alinmistir (Tablo

3.8).

45



Tablo 3.8: Ger¢ek Zamanli PCR (RT-qPCR) deneyinde kullanilmak iizere 8 gen i¢in
Forward ve Reverse primer ciftleri
Gen Ad1  Primer Primer Dizisi (5°—3°) Referans

Forward CAAGGTCATCCATGACAACTTTG [120].

GAPDH
Reverse ~ GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG
Forward CCAAGAAGCTGAGCGAGTGT Gen ID: 581
BAX Reverse = GCTGGCAAAGTAGAAAAGGGC Self Dizayn
Forward ATCGCCCTGTGGATGACTGAGT Gen ID: 596
bet-2 Reverse = GCCAGGAGAAATCAAACAGAGGC Self Dizayn
Forward TGTCGATGCAGCAAACCTCA Gen ID: 836
CASP3 Reverse = CCTTCTTCACCATGGCTCAGA Self Dizayn
Forward CAGACCTATGGAAACTACTTCCTG Gen ID: 7157
"] Reverse =~ GCATTCTGGGAGCTTCATCT Self Dizayn
Forward CAGATCAGCAACAACCGAAA Gen ID: 4609
mre Reverse =~ GGCCTTTTCATTGTTTTCCA Self Dizayn
ERKL)2 Forward TCAAGCCTTCCAACCTC [121].
Reverse ~ GCAGCCCACAGACCAAA
Forward TTCGTGCCTGTCTGATTCTC [122].
MTOR Reverse =~ ATCCCGATTCATGCCCTTC
HMGBI Forward TATGGCAAAAGCGGACAAGG [123].

Reverse CTTCGCAACATCACCAATGGA

3.5.13.Semi- kantitatif protein ekspresyon (Western blot) analizi

ADEE’nin PANC-1 ve HEK?293 hiicre hatlarinda CASP3, BAX ve BCL-2
proteinlerinin ifade diizeylerindeki degisikligini saptamak i¢in Western blot analiz

calismasi yapildi. ACTB (Beta-aktin) geni housekeeping gen olarak kullanildi.
3.5.13.1.Total protein izolasyonu

25 cm? flasklara 5 ml besiyeri icerisinde yaklasik 4x103 hiicre olacak sekilde ekim
yapildi. 24 saat inkiibasyon sonrasi flasklara PANC-1 hiicre hatt1 i¢in 210 pg/mL ve
HEK?293 hiicre hatt1 i¢in 430 pg/mL konsantrasyonlarinda ADEE uygulanarak 48 saat

inkiibasyon islemi gerceklestirildi.
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1. Uygulama yapilan ve yapilmayan hiicre gruplarimin besiyeri uzaklastirildi.

Yikama islemi soguk PBS ile yapildi.

2. Hiicreler soguk PBS ile flask yilizeyinden kaldirildi ve 1,5 ml’lik ependorf

tiiplere alindi.
3. Hiicreler, 1500 rpm’de 4 dk. santrifiij edildi.

4. Siipernatant uzaklastirildi, Ripa Lizis Buffer ile hiicre pelleti 2x10” /ml oranina

uygun miktarda ¢oziildii.
5. 4°C’de 60 dk. 1500 rpm’de ¢alkalandi.

6. Siire sonunda 16000 g’de 20 dk. 4°C’de santriflij edildi. Santrifiij sonrasi

slipernatant ayr1 bir tiipe alind1 ve pellet atildi.
7. Hiicre lizatlar1 -20°C’de islem siiresince saklandh.
3.5.13.2. Qubit ile protein konsantrasyon analizi

Elde edilen hiicre lizatinin protein konsantrasyonunu belirlemek amaciyla Qubit™
Protein Assay Kit (Catalog number: Q33211) kullamldi. Olgiim kitin mevcut
protokoliine gore gercgeklestirildi. 200:1 oraninda Protein BR Assay Buffer: Protein
BR Reagent hazirlandi. Standartlar i¢cin 190 pl, 6rnekler icin 199 pl olacak sekilde bu
karistmdan 0.5 ml ependorf tiiplere eklendi. Sonrasinda standartlar sirasiyla 10 pl
olacak sekilde, her bir protein 6rneginden de 1 ul olacak sekilde karigima eklendi,
pipet yardimiyla karistirildi. 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra

standartlar ve 6rnekler Qubit 2.0 Fluorometer’de ol¢tildii.
3.5.14.SDS jelinin hazirlanmasi ve yiiklenmesi

Deneyin amacina gore hangi yiizdelik jeli hazirlamamiz gerektigi belirlendikten sonra
SDS-PAGE elektroforez icin jel hazirlandi. SDS jeli ayirma jeli (Tablo 3.9) ve
yiikleme jeli (Tablo 3.10) olmak {izere iki kisstmdan olusmaktadir. Her bir 6rnekten 30-
50 pg protein (total hacim 20 uL) jele yiiklendi. Orneklerijele yiiklemeden 6nce icine
4X SDS-PAGE yiikleme tamponu (0.125 M Tris pH 6.8, %2 SDS, %10 (v/v) gliserol,
%10 (v/v) B-merkaptoetanol, and %0.01 (w/v) bromfenol mavisi) ve 1:50 oraninda B-
merkaptoetanol ilave edildi. 95°C 1sitma blogunda 5 dk. proteinler denatiire edildi ve

ornekler 10 dk. boyunca buz iizerinde bekletildi.
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Denatiire olan ornekler yiikleme jeline yiiklendikten sonra 110 Voltta yaklasik 15
dakika elektroforezde yiiriitiildii. Ornekler ayirma jeline gegmeye basladiginda voltaj

150 volta ¢ikarilarak 60 dakika daha yiiriitiillmeye devam edildi.

Tablo 3.9: SDS jel elektroforezinde kullanilan ayirma jelindeki degerler

Bilesenler (1 jel icin) %12 (mL)
Distile Su 1,6
Akrilamid-Bisakrilamid (%30) 2,0
Tris pH:8,8 (1,5M) 1,3
SDS (%10) 0,05
APS (%10) 0,05
TEMED 0,002
Toplam 5

Tablo 3.10: SDS-PAGE jel elektroforezinde kullanilan yiikleme jelindeki degerler

Bilesenler (1 jel icin) %5 (mL)
Distile Su 0,68
Akrilamid-Bisakrilamid (%30) 0,17

Tris pH:6,8 (1 M) 0,13

SDS (%10) 0,01

APS (%10) 0,01
TEMED 0,001
Toplam 1

3.5.15.Jeldeki proteinlerin membrana transfer edilmesi (blotlama), bloklanmasi

ve goriintiillenmesi

SDS poliakrilamid jeli tizerinde molekiiler agirliklarina gore ayrilan proteinlerblotlama
cihaz1 kullanilarak nitroseliiloz membrana transfer edildi. Blotlama prosediirii
asagidaki sekilde gerceklestirildi. Jel boyutunda kesilen nitroseliiloz membran,
blotlama isleminde kullanilmadan 6nce 5 dk. boyunca 1X Transfer buffer ile muamele

edildi.
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Blotlama cihazi igerisine sira ile 1 parca blotlama kagidi, nitroseliiloz membran, jel, 1
parca blotlama kagidi konularak 2,5 Amper, 25 Volt’da 30 dk. siire ile proteinler
transfer edildi. Membran 1 saat (h) oda sicakliginda bloklama ¢ozeltisi ile muamele
edildi. Bloklama c¢ozeltisi olarak 1X TBS-T ile hazirlanan %5’lik BSA kullanildi.
Bloklama islemi bittikten sonra membran 3 kez 10 dk. boyunca 1X TBS-T ile yikandi.
Membran 4°C‘de 1 gece bloklama ¢6zeltisi igerisinde hazirlanmis birincil antikorlar ile
(Tablo 3.11)’deki gibi diliie edilerek inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda
membran 3kez 10 dk. boyunca 1X TBST ile yikandi. Membran 1 saat oda sicakliginda
bloklama c¢ozeltisi igerisinde hazirlanmis ikincil antikor ile (Tablo 3.12)’daki gibi
dilite edilerek inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda membran 3 kez 10 dk.
boyunca 1X TBST ile yikandi. Antikorun kimyasal sinyal olusturmasini saglamak
amaciyla ECL reagent substratlar1 (BIORAD, Clarity Max Western ECL
Substrate/Clarity™ Western ECL Substrate) kullanildi. Membranin kemiliiminesans

goriintlisti Azure c600 Gel Imaging System cihazi kullanilarak elde edildi.

Tablo 3.11:Western blot tayini i¢in kullanilan birincil antikorlara ait bilgiler

Marka/ Kod Bloklama  Bloklama Seyreltme Antikorile Protein

Soliisyonu  Siiresi Oram Inkiibasyon Biiyiikliigii
B-Aktin Santa Cruz/ %5 BSA Oda 1:5000 +4 °C’de 43 kDa
sc-69879 sicakliginda 12 saat
60 dakika
CASP3 Affinity %5 BSA Oda 1:2000 +4 °C’de 37 kDa
Biosciences/ sicakliginda 12 saat
AF6311 60 dakika
BCL-2 %5 BSA Oda 1:1000 +4 °C’de 26 kDa
Santa Cruz/ <
sicakliginda 12 saat
sc-7382 60 dakika
BAX Cell %5 BSA Oda 1:1000 o 20 kDa
< +4 °C’de
Sionalin sicakliginda
1eralng 60 dakika 12 saat
Technology/
#2774

Tablo 3.12: Western blot tayini i¢in kullanilan ikincil antikorlara ait bilgiler

ikincil Antikor Marka/ Kod Seyreltme Oram  Inkiibasyon siiresi
Mouse Anti- Rabbit Santa Cruz/ sc-2357 1:5000 Oda sicakliginda 60 dakika
Anti- mouse Santa Cruz/ sc-516102 1:5000 Oda sicakliginda 60 dakika
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3.6. istatistiksel Analizler

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shaphiro wilk testi ile test edilmis, normal dagilan
degiskenlerin iizerine 2 farkli faktoriin diizeylerinin etkisinin degerlendirilmesinde 2
yonlii Varyans analizi uygulandi. Anlamli bulunan interaksiyon etkileri LSD c¢oklu
karsilagtirma testi ile degerlendirilmistir. Analizlerde SPSS for Windows 22 yazilimi

kullanildi, p degerinin 0,05 den kiiciik olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Ayrica, ADEE’nin PANC-1 ve HEK?293 hiicrelerine 48 saat uygulanmasi sonrasi
ERK1/2, MTOR, HMGBI, P53, MYC, BAX, BCL-2 ve CASP3 genlerin ifade
diizeyleri, Ct degerleri sonuglar1 baz alinarak yorumlandi. Real Time PCR sonrasi gen
ekspresyonu sonuglari her bir ornege ait ilgili genin Ct degeri, o 0rne8in referans
geninin Ct degerinden cikarilarak delta Ct (ACt) degerleri hesaplandi. ADEE uygulanan
ornegin ACt degerinden ADEE uygulanmayan kontrol grubu &rneginin ACt degeri
cikarilarak delta delta Ct (AACt) degerleri standart sapmalariyla hesaplandi. Bu degerler
Excel programia girildi ve ( 274 ACt=2-A A (Gen Ct=Referans €y formijlijyle analizleri yapilds.
Livak tarafindan onerilen bu yontem ile ADEE uygulanmayan kontrol grubu genleri ve
ADEE uygulanan hiicrelerdeki genlerin ifade diizeyleri karsilastirildi [124]. 2742
formiiliinden elde edilen verilere gére Graphpad Prism 8 yazilim programi kullanilarak
grafikler ¢izildi ve istatistiksel degerlendirmesi yapildi. Unpaired t-testi yapilarak p
degerleri belirlendi.  p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
p>0,05=ns (not significant) 6nemsiz, *p<0,05= (significant) 6nemli, **p<0,01= (very
significant) ¢cok Onemli, ***p<0,001 (highly significant) yiiksek derecede Onemli,
*HEp<0,0001 (very highly significant) cok yiiksek derecede Onemli olarak
degerlendirildi.

Western blot metodu ile analizi gerceklestirilen proteinlerin kemiliiminesans sinyal
yogunlugu Imagel] software programi kullanilarak semi-kantitatif olarak belirlendi.
Deneyler 5’er kez tekrarlanarak hedef protein, housekeeping protein olan Beta (f§)-aktin
ile kars1t normalize edildi. Elde edilen verilere gore Graphpad Prism 8 yazilim programi
kullanilarak grafikler ¢izildi. Unpaired t-testi yapilarak p degerleri belirlendi. p<0,05

degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

50



Immiinositokimya metodu ile analizi gerceklestirilen IL-6 proteininin H-skor
yontemiyle belirlendi. Deneyler 5’er kez tekrarlanarak PANC-1 ve HEK?293 hiicreler
arasinda ADEE uygulanmayan kontrol grubu IL-6 varligi ve ADEE uygulanan
hiicrelerdeki inflamasyon diizeylerinde karsilastirma yapildi. Elde edilen verilere gore
Graphpad Prism 8 yazilim programi kullanilarak grafikler ¢izildi. Unpaired t-testi
yapilarak p degerleri belirlendi. p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. ADEE’nin Toplam Fenolik Madde Miktar Sonuclari

Bitki ornekleri 10:100 w/v etanol ekstraksiyonu yapildi. Evaporatorde yogunlastirildi,
stvi ekstreden ¢Oziicli uzaklastirildi, etiivde 3-5 giin bekletildi ve kalan kati1 kisimlar
hassas terazide tartilarak ortalamalari1 alindi. Ekstredeki madde miktarinin 600 mg
oldugu bulundu. 5 ml DMSO ile cozdiiriildii. 120 mg/ml olarak konsantrasyon
yogunlugu hesaplandi. ADEE’nin toplam fenolik madde miktar1 Gallik asit
konsantrasyonu- absorbans kalibrasyon grafiginden elde edilen dogruya gore

(y=0,6628x+2,9305 ve R?=0,9244) 2,473+0,05 ug GAE/mg ekstrakt olarak saptandi.

Resim 4.1. a: 1,25 mg/ml ADEE’nin 2 saat sonra toplam fenolik madde miktari
etkisinin gosterilmesi. b: 2,5 mg/ml ADEE’nin 2 saat sonra toplam fenolik madde
miktar1 etkisinin gosterilmesi. ¢: 5 mg/ ADEE’nin 2 saat sonra toplam fenolik madde
miktar etkisinin gosterilmesi
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Resim 4.2. Farkli konsantrasyonlardaki Gallik asit i¢cin gozlenen toplam fenolik madde
miktar1 deney sonuglari.

4.2. LC-MS/MS ile ADEE’nin Fenolik I¢erik Analiz Sonuclari

A. dioscoridis toprak istii yaprak kisimindan hazirlanan etanol ekstresinin igerisinde
bulunan fenolik bilesikler ve baz1 diger bilesikler LC-MS/MS analizi ile belirlendi
(Tablo 4.1 ve Sekil 4.1). Sonuglar incelendiginde yaprak etanol ekstresinde Asetat,
Amentoflavon, Apigenin, Luteolin, Naringenin, Kuersetin, Kinik asit, Kafeik asit,
Sinarosid, Astrogalin, Kumarin, p-Kumarik asit, Protokatequik aldehit ve Cosmosiin
ekstrede miktar 6l¢iilebilen maddeler oldugu gbzlendi. En fazla degere sahip bilesigin
Sinarosid oldugu bunu sirasiyla p-Kumarik asit, Kinik asit, Kafeik asit ve Kuersetin
takip ettigi goriildi. Bunun yani sira Akonitik asit, Gallik asit, Epigallokatesin,
Protokatekuik asit, Katehin, Gentisik asit, Klorojenik asit, Epigallokatesin gallat, 1,5-
dikaffeoilkinik asit, 4-OH Benzoik asit, Epikatehin, Vanilik asit, Siringik asit,
Vanilinin, Siringik aldehit, Daidzin, Epicatehin gallat, Picid, Ferulik asit, Sinapik asit,
Rutin, Mikuelianin Salisilik asit, Izokuersitrin, Hesperidin, O-Kumarik asit, Genistin,
Rosmarinik asit, Ellajik asit, Nikotiflorin, Kuersitrin, Fisetin, Daidzein, Krisin,
Kemferol, Genistein ve Hesperetin ekstredeki miktarlarinin hesaplanmayacak diizeyde

oldugu goriildii.
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Tablo 4.1: ADEE’ deki fenolik bilesiklerin miktarlar1 (mg/kg)

# Analiz Yaprak-EtOH

Kinik asit 0,528

Fuomarikasit L
Akonitikasit
Gallikasit
Epigallokatesn .
Protokatekuik asit ...
Katehin ..

Gentisikasit

O 0 3 O L B~ W N =

Klorojenik asit .
Protokatekuik aldehid 0,041

Tannikasit

—_— = =
N = O

Epigallokatesin gallat ...
1,5 dikaffeoilkinik asit ...
4-OH Benzoik asit ...
Epikatehin .
Vanilikasit .
Kafeik asit 0,457

e e e
N N L AW

—
oo

Siringikasit .

—_
Nel

Vanilinm .

Siringik aldehit

[\CT (]
- O

Daidzin

N
\S]

Epikatehin gallat ...
picd .

[N\
W

p-Kumarik asit 0,81
Ferulik asit- D3-IS N.A.

Ferulikasit

NN
~N N WD

Sinapikasit .
Kumarin 0,027
Salisilikasit
Sinarosid 4,948
Miquelianin .
Rutin-D3-IS N.A.
Rutn .

W W W W N DN
W o = O O o
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Tablo 4.1: ADEE’ deki fenolik bilesiklerin miktarlar1 (mg/kg) devam

34 izokuersetn .

35 Hesperidm .
36 O-Kumarikasit ..
37 Genistin
38 Rosmarinikasit
39 Elgikasit

40 Cosmosiin 0,176
41 Kwersittt .
42  Astragalin 0,018
43 Nikotiflotin
44  Fisetn .
45 Daidzein .
46 Kuersitrin D3-IS N.A.
47 Kuersetin 0,387
48 Naringenin 0,006
49 Hesperetn .
50 Luteolin 0,122
51 Genistein
52 Kemferol .
53 Apigenin 0,004
54 Amentoflavon 0,005
55 Krism .
56 Asetat 0,003
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Sekil 4.1: ADEE ‘nin LC-MS/MS kromatogrami1

4.3. ADEE’nin in vitro Antioksidan Aktivite Sonuclari

ADEE’de DPPH’nin %50’sini inhibe eden ICso konsantrasyon degeri, % DPPH
inhibisyon-oziit  konsantrasyonu  grafiginden elde edilen dogruya  gore
(y=0,6268x+2,053 ve R? = 0,99) ICso = 76,494 ng /ml olarak saptandi. DPPH radikali
giderici aktiviteye sahip oldugu goriildii.

ADEE Antioksidan Aktivite

50

5 40.658
2 4 y = 0.6268x + 2.053
>

(%2)

‘5 30

T

Z 20

z

& 10

a

X 0
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KONSANTRASYON (mg/ml)

Grafik 4.1: ADEE’ nin, antioksidan aktivite bulgulari
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Resim 4.3: Farkli konsantrasyonlardaki ADEE’ nin 1 saat sonra DPPH iizerine etkisinin
gosterilmesi.

4.4. ADEE’nin Sitotoksik Etkisinin Sonuclari

ADEE’nin PANC-1 ve HEK293 hiicrelerindeki etkisi, konsantrasyon (Kontrol-200-400-
600-800-1000 pg /ml) ve zaman (24 48 ve 72 saat) siirelere bagimli olarak hiicre MTT
ile degerlendirildi. PANC-1 ve HEK293 hiicre hatti i¢in ICso veri sonuglart Microsoft
Excel 2016 programu ile belirlendi.

4.4.1. ADEE’nin PANC-1 pankreas kanser hiicrelerine sitotoksik etkisi

ADEE, PANC-1 hiicre hatt1 lizerinde 24 saatlik uygulama sonrasinda yiiksek dozlarda
(>500 pg/ml) antiproliferatif etki gosterdi. 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda ise
daha diisiik dozlarda antiproliferatif etki gosterdi (Resim 4.4, Grafik 4.2).
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Resim 4.4: MTT Testi (PANC-1) a. PANC-1 hiicre hattinda Kontrol-200-400-600-800-
1000 pg /ml ADEE’nin 24 saat sonra canlilik tizerine etkisinin MTT testi ile gosterilmesi.
b. PANC-1 hiicre hattinda Kontrol-200-400-600-800-1000 pg /ml ADEE’nin 48 saat
sonra canlilik iizerine etkisinin MTT testi ile gosterilmesi. ¢. PANC-1 hiicre hattinda
Kontrol-200-400-600-800-1000 pg /ml ADEE’nin 72 saat sonra canlilik iizerine etkisinin
MTT testi ile gosterilmesi.

PANC-1 hiicre hattinda ADEE’nin 24 saat siireli inkiibasyonu sonrasi ICso degeri 616,37
ug /ml, 48. saatteki ICso degeri 211,4 pg /ml ve 72. saatteki ICso degeri 156,9 ug /ml
olarak belirlendi (Grafik 4.2).

PANC-1
100~ 24 saat -8~ 48 saat -8~ 72 saat
X 80-
»0)
= 60-
[=
1]
O 40-
e
3
T 20+ \
_' ;'
0 T 1 T T T
200 400 600 800 1000
ADEE (pg/ml)

Grafik 4.2: PANC-1 hiicre hattinda ADEE’nin, canlilik iizerine etkisi



4.4.2.ADEE’nin HEK293 insan embriyonik bobrek hiicrelerine sitotoksik etkisi

ADEE, HEK293 hiicre hattinda 24 saat siireyle uygulama sonrasinda yiiksek dozlarda
(>500 pg/ml) antiproliferatif etki gosterdi. 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda ise
daha diisiik dozlarda antiproliferatif etki gosterdi (Resim 4.5, Grafik 4.3).

Resim 4.5: MTT Testi (HEK293) a. HEK293 hiicre hattinda Kontrol-200-400-600-800-
1000 pg /ml ADEE’nin 24 saat sonra canlilik iizerine etkisinin MTT testi ile
gosterilmesi. b. HEK293 hiicre hattinda Kontrol-200-400-600-800-1000 pg /ml
ADEE’nin 48 saat sonra canlilik iizerine etkisinin MTT testi ile gosterilmesi. ¢. HEK293
hiicre hattinda Kontrol-200-400-600-800-1000 pg /ml ADEE’nin 48 saat sonra canlilik
tizerine etkisinin MTT testi ile gosterilmesi.

HEK?293 hiicre hattinda ADEE’nin 24 saatlik inkiibasyonu sonras1 ICso degeri 653,55 pg

/ml, 48. saatteki ICso degeri 437,3 pug /ml ve 72. saattreki ICso degeri 181,5ug /ml olarak
belirlendi (Grafik 4.3).
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Grafik 4.3. HEK293 hiicre hattinda ADEE’nin, canlilik iizerine etkisi

4.5.Is1k Mikroskobu Bulgulari

Calismada kullanilan PANC-1 ve HEK293 hiicrelerinin kanser ve normal hiicrelerinin
histolojik yapilari1 degerlendirmek icin (parafin bloklardan elde edilen kesitlerde) H-E
boyama yontemi kullanilmistir (Resim 4.6). H-E boyama yontemi ile PANC-1 hiicreleri
ile HEK293 hiicreleri arasindaki farkliliklar1 gsteren histolojik degisiklikler incelenmistir.
Kontrol grubu HEK293 olan Grup 3’e kiyasla Kontrol grubu PANC-1 olan Grup 1’de
hiicreler ¢ok ¢ekirdekcikli (‘), cekirdek boyutlar kiiciik (:>) ve biiyiiktiir (=), genellikle
diizensiz yap1 gozlendi. ADEE uygulanan gruplarda (Grup 2 ve Grup 4) hiicre azalmasi
gbzlendi @). Grup 3’te normal hiicreler gdzlendi (»).
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Resim 4.6: A: PANC-1 kontrol grubu olan Grup 1’in histolojik goriinimii (H-E, x400). B:
PANC-1 uygulama grubu olan Grup 2’nin histolojik goriiniimii (H-E, x400). C: HEK293
kontrol grubu olan Grup 3’iin histolojik goriiniimii (H-E, x400). D: HEK293 uygulama grubu
olan Grup 4’lin histolojik goriiniimii (H-E, x400).

4.6.immiinositokimya Bulgular

Immiinohistokimyasal incelemede negatif kontrol timus doku boyamasinda PBS olarak
kullanilirken pozitif kontrol timus dokusu IL-6 antikoru kullanildi (Resim 4.7: A ve B).
Immiinositokimyasal incelemede PANC-1 48 saat ADEE uygulama sonrasinda (Grup 2)
IL-6 immiinoreaktivitesinin PANC-1 kontrol grubundaki (Grup 1) artan sitokin
seviyesinin (#)azalmamyla antienflamatuar etkisi oldugu saptandi (q) (Resim 4.7: C
ve D). HEK293 ADEE uygulama grubu olan Grup 4’te, HEK293 kontrol grubu olan Grup
3’e kiyasla hiicre sayisinda azalma gozlemlendi ve istatistiksel olarak anlamli fark

gozlenmedi (Resim 4.7: E ve F).
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Resim 4.7: A: IL-6 antikorunun negatif kontrol boyamasi (Timus, x200). B: IL-6 antikorunun
pozitif kontrol boyamasi (Timus, x200). C: PANC-1 kontrol grubu olan Grup 1 boyamas1 (IL-6,
x400). D: PANC-1 uygulama grubu olan Grup 2 boyamasi (IL-6, x400). E: HEK293 kontrol
grubu olan Grup 3 boyamasi (IL-6, x400). F: HEK293 uygulama grubu olan Grup 4 boyamasi
(IL-6, x400).
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ADEE’nin gruplar aras1 belirlenen, ICso dozunun 48 saat uygulanmasi sonucunda PANC-
1 (Grup 1- Grup 2) ve HEK293 (Grup 3- Grup 4) hiicrelerinin kontrol gruplari olan Grup
1- Grup 3’e kiyasla IL-6 immiinreaktivite ortalama ve standart sapmalar1 karsilastiriimasi
gosterildi (Tablo 4.2). Gruplar arast (Grup 1- Grup 3) IL-6 immiinreaktivite
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli etkisi bulundu (P=0,006). Ekstrakt diger
etkilerden bagimsiz degerlendirildiginde anti-enflamatuar etkisi {izerine istatistiksel
olarak anlamli bulundu (Grup 2, P=0,001). Grup ve ekstrakt arasinda etkilesim etkisi
anlamli bulundu (Grup 1- Grup 2 ve Grup 3- Grup 4, P=0,001). Grup ve ekstrakt
faktorleri bir araya geldiginde IL-6 immiinraektivite etkisi %81 oraninda agiklamaktadir.

Kontrol ve deney gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gozlendi (P<0,05).

Tablo 4.2: IL-6 antikorunun ADEE’nin gruplar aras1 immiinreaktivite ortalama ve
standart sapmalari

Sitokin Gruplar Ortalama + Standart Sapma
Grup 1 208 + 13,04
Grup 2 40 + 36,74
IL-6
Grup 3 84 + 48,79
Grup 4 68 +27,75¢

*: P<0,05, a: PANC-1 kontrol grubu olan Grup 1’e, b: PANC-1 uygulama grubu olan Grup 2’e
gore, ¢: HEK293 kontrol grubu olan Grup 3’e gore, d: HEK293 uygulama grubu olan Grup 4‘e

gore anlamll.

Ayrica, Graphpad Prism 8 yazilim programi kullanilarak grafikler ¢izildi ADEE’nin,
gruplar arast belirlenen 210 pg/ml ve 430 pg/ml ICso dozunun 48 saat uygulanmasi
sonucunda kontrol gruplarina kiyasla IL-6 immiinreaktivitesi gruplar arasi karsilastirmasi
gosterildi  (****P=0,0001). Bu degisimler istatistiksel olarak anlamli bulundu (ns,
P=0,5416) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2: IL-6 antikorunun ADEE’nin gruplar aras1 immiinreaktivite etkisi.

4.7 Kantitatif Gen Ekspresyonu (Real-Time PCR) Sonuclar

4.7.1. ADEE’nin PANC-1 ve HEK293 hiicre hattinda hedef genlerin ifade diizeylerine

etkisi

ADEE’nin, PANC-1 hiicre hattina belirlenen 210 pg/ml ICso dozunun 48 saat uygulanmasi
sonucunda kontrol grubu olan Grup 1’e kiyasla biitiin genlerde ¢cok dnemli derecede azalis
tespit edildi. Gen ifadesindeki bu azalis istatistiksel olarak anlamli bulundu. TP53,
ERK1/2, CASP3, HMGB1, MYC ve MTOR (**** P=0.0001). (Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil
4.6 Sekil 4.8, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10). BAX ve BCL-2 (***, P=0,0004 ve ***, P=0.003).
(Sekil 4.5 ve Sekil 4.7). ADEE’nin, HEK293 hiicre hattina belirlenen 430 pg/ml ICso
dozunun 48 saat uygulanmasi sonucunda kontrol grubu olan Grup 3’e kiyasla TPS53,
ERK1/2, CASP3, HMGBI1 ve MTOR gen ifadesinde onemli derecede artis tespit edildi.
CASP3, ERK1/2, HMGB1, TP53 ve MTOR genlerindeki bu degisimler istatistiksel olarak
anlamli bulundu (****, P=0.0001) (Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.6 Sekil 4.8 ve Sekil 4.10).
BAX, MYC ve BCL-2 genlerindeki degisimler istatistiksel olarak anlamsiz bulundu. (ns,
P=0,1384, P=0,0550 ve P=0,3909). (Sekil 4.5, Sekil 4.9 ve Sekil 4.7).
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TP53 Gen ifadesi
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Sekil 4.3: ADEE’nin, gruplar arasinda TP53 genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon

profillerinin belirlenmesi.
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Sekil 4.4: ADEE’nin, gruplar arasinda ERK1/2 genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon

profillerinin belirlenmesi.
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BAX Gen ifadesi
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Sekil 4.5: ADEE’nin, gruplar arasinda BAX genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon

profillerinin belirlenmesi.
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Sekil 4.6: ADEE’nin, gruplar arasinda CASP3 genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon

profillerinin belirlenmesi.
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BCL-2 Gen ifadesi
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Sekil 4.7: ADEE’nin, gruplar arasinda BCL-2 genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon

profillerinin belirlenmesi.

HMGB1 Gen ifadesi
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Sekil 4.8: ADEE’nin, gruplar arasinda HMGB1genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon

profillerinin belirlenmesi.
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MYC Gen ifadesi
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Sekil 4.9: ADEE’nin, gruplar arasinda MYC genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon

profillerinin belirlenmesi.

MTOR Gen ifadesi
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Sekil 4.10: ADEE’nin, gruplar arasinda MTOR genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon

profillerinin belirlenmesi.
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Grup ve ekstrakt diger etkilerden bagimsiz degerlendirildiginde TP53 geninin ekspresyon
seviyeleri PANC-1 kontrol grubu olan Grup 1’in PANC-1 uygulama grubu olan Grup 2’ye
gore istatiksel olarak anlamli bulundu (P=0,001). HEK293 kontrol grubu olan Grup 3’iin,
HEK?293 uygulama grubu olan Grup 4’e gore istatiksel olarak anlamli bulundu (P=0,042).
MYC geninin Grup 1’in ekspresyon seviyeleri Grup 2’e gore istatiksel olarak anlamli
bulundu (P=0,001). Grup 3’iin Grup 4’e gore istatiksel olarak anlamli bulundu (P=0,001),
MTOR geninin Grup 1’in ekspresyon seviyeleri Grup 2’e gore istatiksel olarak anlamli
bulundu (P=0,001). Grup 3’iin Grup 4’e gore istatiksel olarak anlamli bulundu (P=0,004).
HMGBI1 geninin Grup 1’in ekspresyon seviyeleri Grup 2’e gore istatiksel olarak anlamli
bulundu (P=0,001). Grup 3’iin Grup 4’e gore istatiksel olarak anlamli bulundu (P=0,001).
ERK1/2 geninin Grup 1’in ekspresyon seviyeleri Grup 2’e gore istatiksel olarak anlamli
bulundu (P=0,001). Grup 3’iin Grup 4’e gore istatiksel olarak anlamli bulundu (P=0,001).
Apoptotik CASP3 geninin Grup 1’in ekspresyon seviyeleri Grup 2’e gore istatiksel olarak
anlamli bulundu (P=0,001). Grup 3’iin Grup 4’e gore istatiksel olarak anlamli bulundu
(P=0,355). BAX geninin Grup 1’in ekspresyon seviyeleri Grup 2’e gore istatiksel olarak
anlamli bulundu (P=0,001). Grup 3’iin Grup 4’e gore istatiksel olarak anlamli bulundu
(P=0,004). BCL-2 geninin Grup 1’in ekspresyon seviyeleri Grup 2’e gore istatiksel olarak
anlamli bulundu (P=0,001). Grup 3’iin Grup 4’e gore istatiksel olarak anlamli etkisi bulundu
(P=0,001). Ayrica grup ve ekstrakt arasinda interaksiyon etkisi de anlamli bulundu
(P=0,001).

Grup ve ekstrakt faktorleri bir araya geldiginde TP53 %94, MYC %99, MTOR %97,
HMGB1 %99, CASP3 %99, BAX %80 BCL-2 %87 ve ERKI1/2 %98 oraninda
aciklamaktadir. Ayrica grup ve ekstrakt faktorlerinin biitlin p degerleri istatiksel olarak
anlaml1 bulunmustur (P=0,001) (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3: 8 genin ADEE nin farkli gruplarda 222 degerleri ortalamalar1 ve standart sapmalari

Genler Gruplar Ortalama * Standart Sapma
Grup 1 1,02 + 0,29%¢"
Grup 2 0,11 0%
TP53 Grup 3 1 +0,03b"
Grup 4 1,63 £ 0,052b¢"
Grup 1 1 £0,04%
Grup 2 0,07 £ 0%
MYC Grup 3 1 +0,034"
Grup 4 1,03 £0,01%"
Grup 1 0,97 + 0,144
Grup 2 0,03 + 02"
MTOR Grup 3 1 £0,01%4
Grup 4 1,64 + 0,138
Grup 1 0,99 + 0,045
Grup 2 0,04 + Q2ed
HMGBI1 Grup 3 0,99 + 0,044
Grup 4 1,26 + 0,042
Grup 1 1 + 0,094
Grup 2 0,03 + 02"
CASP3 Grup 3 1,01 + 0,01
Grup 4 2,02 + 0,058
Grup 1 0,97 + 0,33¢"
Grup 2 0,08 = 0¢*
BCL-2 Grup 3 1 +0,06"
Grup 4 1,03 £ 0,032
Grup 1 1,02+0,1%
Grup 2 0,21 +0,3%"
BAX Grup 3 0,99 + 0,03¢"
Grup 4 1,19 + 0,278
Grup 1 0,95 +0,13b"
Grup 2 0,06 % 0d*
ERK1/2 Grup 3 1,03 0,155
Grup 4 2,8 +£0,112¢

*: P<0,05, a: PANC-1 kontrol grubu olan Grup 1’e, b: PANC-1 uygulama grubu olan Grup 2’e gore,
c: HEK293 kontrol grubu olan Grup 3’e gore, d: HEK293 uygulama grubu olan Grup 4°‘e gore anlamli.
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4.8.Semi- Kantitatif Protein Ekspresyon Tayin (Western blot) Sonuc¢lari

4.8.1. ADEE’nin PANC-1 kanser hiicrelerindeki etkisinin Western blot ile analizi

ADEE’nin, PANC-1 hiicre hatt1 iizerine belirlenen ICso dozunun uygulanmasi sonucunda
apoptotik CASP3, BAX ve BCL-2 proteinlerinin nasil etkilendigi gozlemlendi. Beta
Aktin ile normalize edildiginde BAX proteininin ve BCL-2 proteininin PANC-1’in
kontrol grubu olan Grup 1’e kiyasla ifade seviyesinin PANC-1’in uygulama grubu olan
Grup 2°de arttigi, CASP3 proteininin ifade seviyesi ise Grup 2’de azaldig1 gbzlemlendi.
BAX, BCL-2 ve CASP3 proteinlerindeki bu degisimler istatistiksel olarak anlamli
bulundu ( P=0,0001 ****) (Sekil 4.11).

Beta Aktin Wil emss DBeta Aktin S amm  poio Akfin S -

BAX eum R BCL-2 —_ CASP3 i
BCL2 CASP3
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2 0 —— )
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o > >
> 15 o 1.04 8 1.0
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& 2 £
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Sekil 4.11: Semi-kantitatif olarak ADEE’nin belirlenen ICso konsantrasyonunda PANC-1
hiicrelerinde (Grup 1 ve Grup 2) protein ekspresyonuna etkisi.
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4.8.2. ADEE’nin HEK?293 hiicrelerindeki etkisinin Western blot ile analizi

ADEE’nin, HEK293 hiicre hatt1 lizerine belirlenen ICso dozunun uygulanmasi sonucunda
apoptotik CASP3, BAX ve BCL-2 proteinlerinin nasil etkilendigi gdzlemlendi.

Beta Aktin ile normalize edildiginde HEK293{in kontrol grubu olan Grup 3’e kiyasla
BAX proteini, BCL-2 proteini ve CASP3 proteininin ifade seviyesi HEK293 uygulama
grubu olan Grup 4’te azaldig1 gozlemlendi. BAX, BCL-2 ve CASP3 proteinlerindeki bu
degisimler istatistiksel olarak anlamli bulundu ( P=0,0001 ***%*) (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: Semi-kantitatif olarak ADEE’nin belirlenen ICso konsantrasyonunda HEK293
hiicrelerinde (Grup 3 ve Grup 4) protein ekspresyonuna etkisi.

Grup ve Ekstrakt diger etkilerden bagimsiz degerlendirildiginde Beta aktin, apoptotik
CASP3, BAX ve BCL-2 proteinlerinin iizerine anlamli etkisi bulundu (P=0,001). Buna
karsin, grup ve ekstrakt arasinda interaksiyon etkisi anlamli bulundu (P=0,001).

Grup ve ekstrakt faktorleri bir araya geldiginde Beta aktin degisimi %93, CASP3 %99,
BAX %99 ve BCL-2 %99 oraninda agiklamaktadir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4: ADEE’nin farkli gruplarda protein ekspresyon degerleri ortalamalar1 ve
standart sapmalar1

Proteinler Gruplar Ortalama + Standart Sapma
Grup 1 61109,8 + 2330,79"¢
Grup 2 39391,2 + 1856,63*%"
Beta aktin Grup 3 61499 + 3329,41%¢
Grup 4 60370,6 + 3165,61%"
Grup 1 64544,2 + 4136,63 <"
Grup 2 78451 £ 1484,31 ¢
BAX Grup 3 70567 + 1553,15 24
Grup 4 5412,6 + 932,86 ¢
Grup 1 49961,2 + 1893,53 4"
Grup 2 34544 +2932,94 24
BCL2 Grup 3 64394,4 +2001,53 ¢
Grup 4 5571,4 +1228,76 ¢
Grup 1 64325 + 1848,41 ><¢*
Grup 2 6874,8 £ 1121,89 *¢*
CASP3 Grup 3 51805 + 2554,07 ¢
Grup 4 3604,6 + 1432,09 ¢

*: P<0,05, a: PANC-1 kontrol grubu olan Grup 1’e, b: PANC-1 uygulama grubu olan
Grup 2’e gore, ¢: HEK293 kontrol grubu olan Grup 3’e gore, d: HEK293 uygulama
grubu olan Grup 4‘e gore anlamli.
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5. TARTISMA ve SONUC

Pankreas kanserinin taranmasi ve erken teshisi, prognozunun iyilestirilmesinde ¢ok onemli
oldugu i¢in tan1 ve tarama yontemleri her gegen giin gelistirilmektedir. Tedavide de yeni
stratejiler gelistirmek i¢in, pankreas kanserinin molekiiler 6zelliklerinin daha iyi anlasilmasi

gerekmektedir.

Geleneksel dogal ilaglar, kanser ve bulasici hastaliklarin tedavisinde uzun siiredir 6nemli
bir rol oynamaktadir. Sentetik ilaglarin yiiksek maliyeti ve istenmeyen yan etkileri, kabul
edilmis tibbi ilaglara ek olarak bitki ekstraktlarinin da kullanimini arttirmistir. Béylece bu
ekstraktlarin malign hiicreler iizerindeki biyolojik etkilerinin belirlenmesi konusuna ilgi
duyulmustur. A. dioscoridis'in geleneksel tedavi yontemlerinde siklikla kullanilmasi, bu
bitki ile ilgili bilimsel ¢calismalarin popiilaritesini her gegen giin artirmaktadir. Yapilan bazi
calismalarda bu bitkinin ekstraktlarinda 15 c¢esit antioksidan madde analiz edilmistir
[8,10,125-127]. Bu analizler sonucunda flavonoid ve fenolik igerigi bilinen A.
dioscoridis’in anti-kanser aktivitesi; anti-migratif [128], anti-lipoperoksidasyon [129],
antimikrobiyal [130], anti-bakteriyel [131] anti-inflamatuar [132] etkisine ve enzim

inhibisyon [133] kapasitesine, bagli oldugu saptanmigtir.

Literatiir taramas1 sonucu A. dioscoridis ile yapilmig caligmalarin yetersiz olmasi sebebiyle,
bu tez calismasinda PANC-1 hiicre hatlarinda A. dioscoridis’in sitotoksik etkisi
arastirtlmistir. Bu anlamda ADEE uygulamasi sonrasi aktive ve inhibe olan farkli sinyal

yolaklari, mRNA ve protein seviyesinde incelenmistir.

ICs0 dozunda ADEE uygulamasiin olasi anti-kanser etkileri; sinyal yolaginin ana hatti
olan ERK1/2, MYC, TP53, MTOR ve HMGBI genleri ve apoptozis yolaginda goérevli
CASP3, BCL-2 ve BAX genlerinin ekspresyon seviyeleri ol¢iilmiistiir.

ADEE’nin pankreas kanseri hiicreleri iizerine olan apoptotik etkisi gosteren CASP3, BAX
ve BCL-2 proteinlerinin Western-blot analiziyle dl¢lilmiistiir. Ek olarak, anti-enflamatuar
etkisinin  tespiti i¢cin IL-6’min  immiinoreaktivitesi, immiinositokimya analiziyle

belirlenmistir.
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Ik asamada A. dioscoridis’deki toplam fenolik madde icerigi arastirilmis ve 3 farkl
konsantrasyonda ADEE’nin fenolik madde igerigine sahip oldugu saptanmistir. Ayrica A.
dioscoridis toprak istii yaprak kistmindan hazirlanan etanol ekstresinin igerisinde bulunan
fenolik bilesikler LC-MS/MS analizi ile belirlenmistir. Sonuglar incelendiginde en fazla
degere sahip bilesigin Sinarosid oldugu bunu sirasiyla Kinik asit, Kafeik asit ve Kuersetin
takip ettigi gorlilmiistiir. Bunun disinda calismamizda antioksidan tayini i¢in uygulanan
DPPH metodu sonucunda hazirlanan ADEE’de, DPPH’nin %350’sini inhibe eden ICso
konsantrasyon degeri saptanmistir. DPPH radikali giderici aktiviteye sahip oldugu
goriilmistiir. A. dioscoridis yaprak ekstraktlarinin antioksidan aktivitelere sahip oldugunu

ortaya koymustur.

Yapilan farkli calismalarda etanol ile ¢coziinmiis A. dioscoridis tedavisi diger ekstraksiyon
uygulamalarina gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur [8,131]. Bunun nedeni
flavonoidlerin ve fenolik maddelerin OH™ gruplart daha yiiksek polariteye sahip
olduklarindan, polaritesi yiiksek coziiciilerde daha fazla ¢Oziiniir olmalaridir. Etanol,

DMSO'dan daha yiiksek polariteye sahiptir.

Baska bir calismada Arum alaestinum'un metanolik, kloroform ve etil asetat ekstraktlarinin
fenolik ve flavonoid igerikleri, antioksidan aktiviteleri degerlendirilmistir. En yiiksek
fenolik (mg gallik asit esdegeri/g kuru ekstrakt) ve flavonoid (mg quercetin esdegeri/g kuru

ekstrakt) icerikleri metanolik ekstratta gozlenmis, bunu kloroform izlemistir [134].

DPPH’1n temizleme aktiviteleri, ¢esitli hastaliklarda yer alan oksidatif strese karsi
antioksidan koruyucu role sahip oldugu bildirilmistir. A. maculatum yaprak Ozlerinin,
serbest radikalleri siipiiriicii bilesikler icerdigini ve bu nedenle oksidasyonun neden oldugu
farkli patolojik hasarlar icin terapotik uygulamalarini aciklamaktadir. A. maculatum
ekstrakti ile yapilan tedavinin, kontrol kiiltiirlerine kiyasla hiicre biiylimesini 6nemli 6lgiide

inhibe ettigini gostermistir [135].

A. palaestinum'un kapsaml1 fitokimyasal analizi incelenmis, sivi kromatografi-tandem kiitle
spektrometrisinin dogru ve kabul edilebilir verileri birlikte kullanarak A. palaestinum'da

toplam 180 metabolit gegici olarak tanimlanmistir.
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A. palaestinum ekstraktlarinin antioksidan kapasitesi incelenmis ve bu bitki ekstraktlarinin
antioksidan aktiviteleri arastirilmistir. Urdiin popiilasyonu tarafindan geleneksel anti-
diyabetik ajanlar olarak kullanimlar1 ile uyumlu radikal siipiirmedeki potansiyel rolii

gosterilmistir [136].

A. maculatum ile ilgili bir diger calismada metanolik ekstraktinin oral olarak uygulanmasi

fare karacigerinde farkli histolojik ve antioksidan aktiviteler gdstermistir [137].

Arum palaestinum’un bulundugu 6 bitkinin etanolik 6zleri ile arastirilan calismada
antioksidan ve antikanser aktiviteleri acisindan test edilmis, DPPH analizleriyle farkli

antioksidan aktivite araliklar1 gostermistir [138].

Literatiirdeki c¢alisilan Arum tiirleri ve kendi sonuglarimiz hiicre oliimiine karsi aktif ajan
olarak goérev yapan flavonoidler, glikozitler, polifenoller ve saponinlerin varligindan
kaynaklanabilir. S0z konusu giiclii antioksidan etkinin meydana gelmesinde bitki
ekstraktlarinin igerdigi polifenollerin ve diger sekonder metabolitlerin rol aldigi

distiniilebilir.

Calismamizda, PANC-1 (Grup 1/Grup 2) ve HEK293 (Grup 3/Grup 4) hiicre hatlarinda
kontrol gruplart olan Grup 1 ve Grup 3 arasinda enflamatuar sitokin seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmistir. ADEE uygulanan Grup 2- Grup 4 sitokin
seviyeleri arasinda Grup 2’de anti-enflamatuar etki agisindan anlaml fark gozlenmistir.
Kontrol gruplariyla ekstraktli gruplar arasinda da (Grup 1-Grup 2 / Grup 3-Grup 4)

istatistiksel olarak anlamli fark g6zlenmistir.

2022’de asetik asit ile iilseratif kolit olusturulan hayvan modelinde Arum dioscoridis bitki
ekstrakti uygulamasmnin antioksidan ve anti-inflamatuvar etkisi arastirilmigtir. Ulseratif
kolitli siganlarin kolon biyopsilerinin, enflamatuar sitokin seviyelerini arttirdig1 ve anti-
enflamatuar sitokin seviyelerini azalttig bildirilmistir. Tedavide etanolik ¢oziicii ile verilen
A. dioscoridis'in ve profilaksi i¢cin DMSO'lu coziicii ile verilen A. dioscoridis'in kolon
inflamasyonunu 6nemli dl¢lide azalttigi gozlenmistir. Bu nedenle A. dioscoridis iilseratif
kolon hasarina kars1 koruyucu rol oynayabildigi diisiiniilmektedir. Sonug¢ olarak oral tedavi
(etanolik solvent) ve profilaksi grubunda biyokimyasal, mikroskobik ve makroskobik
lyilesme saglanmistir.
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A. dioscoridis'in  hasarli kolon mukozasinda hiicre biitiinligiinii koruyarak lipid
peroksidasyonunu azalttigin1 (anti-lipoperoksidasyon) desteklemektedir. Bu g¢aligma, A.
dioscoridis'in ratlarda olusturulan kolit modelinde olumlu etkileri oldugunu ve 6zellikle
etanol ile ¢ozdiiriilen ve profilaksi amacli kullanilan gruplarda barsak iltithabin1 6nemli

Olciide iyilestirdigini gostermistir[132].

Bir diger ¢alismada isoproterenol ile kalp dokusunda olusturulan hasar1 Arum 'un alt tiirii
olan A. orientale (160 mg/kg) uygulanmasiyla kardiyak nekrozun, nétrofil infiltrasyonunun
ve miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesinin 6nemli 6l¢iide azaldig1 gosterilmistir. Boylece A.
orientalemin hidroalkolik ekstrakti ile tedavi sonrasi bu bitkinin, antiinflamatuar ve
antioksidan etkileriyle miyokard enfarktiisiinde kardiyoprotektif olabildigi distinlilmiistiir

[139].

A. maculatum'dan izole edilen monokot lektinin bilesigiyle yapilan bir caligmada,
proinflamatuar aktivitesinin notrofil goctinii  arttirdigr  bildirilmistir [140]. TNF-a,
interlokin-1B (IL-1B) ve IL-6 gibi sitokinlerin uyarilmast yoluyla lokal veya sistemik
inflamasyonu baglatir. [141]. IL-1B, hem lokal hem de sistemik inflamasyon belirtilerini
indiikler. [142]. Bitkisel ilaclarin kullanilmasi, etkili bir iyilestirme giicii saglamak i¢in
sinerjistik olarak hareket edebilen birkac biyolojik aktif bilesigin ortaya ¢ikmasi nedeniyle

avantajlidir. Ote yandan, toksik bilesenlerin olasi varligi nedeniyle zararli da olabilir [143].

Araceae familyasina ait olan Arum cinsinin Orta Dogu, Giliney Avrupa ve Kuzey Afrika'da
uzun bir geleneksel tibbi kullanim geg¢misi vardir. Halk arasinda A. dioscorides ve A.
palaestinum gibi Arum tiirleri kanser tedavisi amaciyla kullanilmaktadir [134,144-146]. A.
palaestinum'un farkli insan kanser hiicreleri iizerindeki antitiimor aktivitesi, Farid ve
arkadaglar1 tarafindan arastirilmistir. Bu ¢alismada onemli anti-proliferatif aktivite rapor

edilmistir [147].

Yapmis oldugumuz ¢alismada ADEE’nin, konsantrasyon ve zamana bagli olarak PANC-1
ve HEK293 canliliga olan etkisi belirlenmistir. MTT testi sonucglarina gore ADEE’nin
uygulama yapilan HEK293 ve PANC-1 hiicrelerinde anti-proliferatif etkili oldugu

gozlenmistir.
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2017°de CFPAC-1 Pankreas Karsinoma Hiicre Hattinda Tozasertib ve A. dioscoridis
sitotoksisitesi ile ilgili yapilan bir ¢alismada 48 saat ADEE uygulamasi sonrasinda
xCELLigence E-Plate 16 sistemi ile Oziit ICso degeri 48 saat igin 540 pg/ml olarak

hesaplanmistir. Bu dozun hiicreleri 6nemli derecede inhibe ettigi gorilmistiir [132].

Calismamizda HEK293 ekstrakt grubu olan Grup 3’te de antiproliferatif etkinin goriilmiis
olmasi, bu bitkinin toksik bilesenlerin olas1 varligini diisiindiirmektedir. Mekanizmanin

aydinlatilmasi i¢in daha detayli ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Calismamizda ADEE’nin apoptotik etkisi i¢cin pankreas kanseri hiicrelerinde BAX ve BCL-
2 seviyeleri qRT- PCR ile mRNA ve Western blot ile protein diizeyinde kontrol edilmistir.
gRT- PCR sonuglarina gore PANC-1 hiicrelerinde proapoptotik BAX geninin mRNA
ekspresyonu anlamli bir azalma gostermistir. Western blot sonuglarinda ise PANC-1
hiicrelerinde BAX protein miktarinin énemli derecede arttigi gézlemlenmistir. Bu durum,
PANC-1 kontrol grubu hiicrelerinde BAX mRNA ekspresyonunun post transkrisiyonel

olarak baskilanmis oldugunu gostermektedir.

Yine HEK293 hiicrelerinde ise ADEE uygulamasi sonras1 gPCR sonuglarina gére BAX’1n
mRNA ekspresyonunun degismedigi, Western blot sonuglarina gére BAX protein
seviyesinin azaldig goriilmiistiir. Bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu

durumun, mRNA ve protein yarilanma omiirleriyle iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

PANC-1 hiicrelerinde ADEE uygulamasi sonrasi anti-apoptotik molekiil olan BCL-2
mRNA seviyelerinde azalis gozlenirken, HEK293 hiicrelerinde ise qPCR sonuglarina gore
BCL-2 mRNA ekspresyonunun degismedigi goézlemlenmistir. Her iki hiicre hattinda da
protein diizeyinde dnemli derecede azalma gozlenmistir. Bu sonuclar da bize ADEE’ nin,
pankreas kanseri hiicrelerini BCL-2 protein ekspresyonunun baskilanmasi1 yoluyla

apoptozise yonlendirebildigini diisindiirmektedir.

ADEE’nin apoptotik etkileri, BAX ve BCL-2’ye ek olarak CASP3 ekspresyon seviyeleri
kontrol edilerek belirlenmistir. PANC-1 hiicrelerinde ADEE uygulamasi sonrast mRNA ve
protein diizeyinde azalma gozlenmistir. Bu ters yonde aldigimiz sonug apoptozun, kaspaz-

3’ten bagimsiz yollarla da meydana gelebilme 6zelligi ile aciklanabilir.
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ADEE’nin apoptozu indiikleyen faktoriiniin (AIF) mitokondriden ¢ekirdege translokasyonu

yolu ile pankreas hiicrelerinin apoptozuna aracilik edebilecegini diisliindiirmektedir.

ADEE, HEK?293 hiicrelerinde CASP3 geninde mRNA ekspresyonunda artis ve CASP3
protein ekspresyonunda azalma yoniinde etkinlik gostermistir. Bu durum mRNA ve protein
ekspresyonu sonrasit post-transkripsiyonel ve post-translasyonel modifikasyonlarin

gerceklesme olasiligini diistindiirmiistiir [ 148-150].

ADEE uygulanan PANC-1 pankreas kanseri hiicrelerinde TP53 geninin ifadesinin, hiicrede
azalmis bulunmasi ADEE’nin anti-kanser etkinligini dogrulamamaktadir. HEK?293
hiicrelerinde ADEE’nin TP53 genindeki etkinligi incelendiginde ise, PANC-1
hiicrelerinden farkli olarak TP53 geninin arttigt sonucuna ulasilmistir. Bu sonuclar
degerlendirildiginde PANC-1 hiicre hattinda TP53 seviyesinin azalmis olmasi, ADEE’nin
bu proteinden bagimsiz bir sekilde hiicre oliim yolagini ¢alistirdigini gostermektedir.
HEK293 hiicre hattindaki artig apoptozla uyumludur. TP53 genine ek olarak TP21 genide
bakilabilir. Bdylece hiicrelerin hangi yolak {izerinde etkin rol aldigi hangi genin

baskilandig1 daha dogru sekilde gézlenmis olabilir.

Cesitli Arum tiirlerinin, g¢esitli Artemisia tiirlerinin, Calotropis procera, Citrullus
colocynthis, Nigella sativa, Pulicaria crispa, cesitli Urtica tiirleri, Withania somnifera ve
digerlerinin Yakin Dogu iilkelerinde kanser hastalar1 arasinda en sik kullanilan bitkiler
arasinda oldugunu ortaya koymaktadir. Yakin Dogu'dan bitki 6zleri ve izole edilmis
bilesikler icin arastirilan molekiiler mekanizmalar, p53 ve p21, Bcl-2, Bax, sitokrom c
salinimi, poli (ADP-riboz) polimeraz boliinmesi ve kaspazlarin aktivasyonu arastirilmistir.
Sonugta, kanser tedavisinde en ¢ok kullanilan bitki tiirleri arasinda yer alan Arum tiirleri (A.
dioskoridis, A. palaestinum, A. maculatum), gesitli Artemisia ve Urtica tiirleri gesitli etki
mekanizmalariyla sitotoksik aktivite gostermistir. Bu ii¢ bilesen tarafindan p53 hiicrelerinde
apoptozun indiiklenmesi, artan Bax/Bcl-2 ve fosforile pS3/fosforile olmayan p53 oranlari,
mitokondriyal membran potansiyelinin kaybi, kaspaz-3'iin boliinmesi ve aktivasyonu ve

sitokrom c salinimu ile iliskilendirilmistir [151].

Farkli bir ¢alismada Artemisia absinthium'un toprak {istii kisimlarinin metanol ekstrakti,

insan meme kanseri hiicreleri lizerinde antiproliferatif etkiler gostermistir.
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Bcl-2 ailesi proteinlerinin modiilasyonu ve MEK/ERK yolu ile apoptozu tetiklemistir [ 152].

Calismamizda ADEE uygulanan pankreas kanseri hiicre hattinda qRT- PCR ile mRNA
diizeyinde incelenen ERK1/2 ekspresyonu, PANC-1 hiicre hatlarinda azalmig, HEK293
hiicrelerinde anlaml1 bir sekilde artmistir. Bu sonuglar degerlendirildiginde PANC-1 hiicre
hattinda ERK1/2 seviyesinin azalmis olmasi MTT sonuglart ile paralellik gostererek
antiproliferatif etki gostermistir. Bcl-2 ailesi proteinlerinin modiilasyonu ve MEK/ERK

yolu ile ADEE, insan pankreas kanseri hiicreleri iizerinde proliferasyonu baskilamistir.

Deney sonuglarimiz PANC-1 hiicre hatlarinda HMGBI1 ekspresyonunun ADEE uygulama
sonras1 azaldig1 yoniindedir. HMGB1’in pankreas kanserinin gelisimi ve ilerlemesi i¢in ¢ok
onemli bir proteindir. Bu bilgi dahilinde verilerimiz ADEE’nin pankreas kanseri {izerinde
HMGBI1 bagimli yollar ile etkili oldugunu gostermektedir. Calismamizda ayrica ADEE nin
HEK?293 hiicre hattinda HMGB1 ekspresyonunu onemli derecede arttirdigi sonuglarina
ulagilmigtir. Bu artis glinlimiizde kemoterapdtik ilaglarin biliylik probleminin kanser
hiicrelerinin yaninda normal hiicrelerin de proliferasyonuna engel olup, apoptoza
yonlendirdigi gbéz Oniine alindiginda, sonuglarin apoptoz ile uyumlu olmamasi iyi bir

sekilde degerlendirilebilir.

ADEE’nin anti-kanser etkinligini arastirdigimiz bu tez ¢alismasinda MTOR geninin
ekspresyonu qRT-PCR ile degerlendirilmis; PANC-1 hiicrelerinde ADEE uygulamasi
sonrast MTOR ekspresyonunu azalttigi, HEK293 hiicrelerinde ADEE uygulama sonrast
MTOR ekpresyonunu arttirdigi gozlenmistir. PANC-1 hiicrelerinde azalmis olmasi
ADEE’nin pankreas kanserinde PI3K/AKT/MTOR vyolu iizerinde inhibe edici bir
etkinliginin oldugunu diistindiirmiistiir. Ancak kesin sonuclar i¢in yolak iizerindeki tiim
proteinlerin ekpresyonu incelenmeli ve farkli test sistemleri ile dogrulanmalidir. Normal
hiicrelerde ADEE’nin etkinligini degerlendirmek i¢cin HEK293 hiicrelerinde MTOR diizeyi
kontrol edilmis ve sonu¢ olarak ADEE’nin MTOR’un ekspresyonunu arttirdigi
belirlenmistir. Bu artis ADEE’nin kanser olmayan, normal hiicrelerde MTOR
ekpresyonunu negatif yonde etkiledigini ve hiicre proliferasyonuna MYC yolu iizerinden
etki ettigini diistindiirmektedir. ADEE uygulamasi sonucunda PANC-1 hiicrelerine MYC

gen ekspresyonu incelenmistir.
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Calismamizin sonucunda PANC-1 hiicre hattinda MYC ekspresyonu azalis gOstermistir.
PANC-1 hiicrelerinin proliferasyonunu baskilama iizerine etki gdstermistir. MTOR ve c-
MYC yollarmin birbirini ayn1 yonde etkiledigi ele alindiginda PANC-1 hiicreleri icin her

iki genin ekspresyonunun azalmasi birbirine paralellik gostermektedir.

Kontrol grubu olarak ele aldigimiz HEK293 hiicrelerine ADEE uygulanmasi sonrasinda
MYC gen ekspresyonunda degisiklik gozlenmemistir. PANC-1 hiicrelerinin  ADEE
uygulama sonras1t MYC aktivitesinin inhibe edilmesiyle, otofaji uyarilmasi saglanmis olur.
Bu durum hiicrelerin otofaji ile o6liime gitmesi sonucunu diisiindiirmektedir. Memeli
canlilarda Atg6 otologa sahip olan ve ilk olarak 1998'lerde Beth Levine grubunun
mayalardan klonladiklar1 Beclin-1’in otofajide merkezi bir role sahip oldugu bilinmektedir
[153]. Baz1 calismalar, Beclin-1'in, bircok fizyolojik ve patolojik siireclerle iliskili
oldugunu gostermekte ve hiicrelerin otofajide membran uzamasinda 6nemli role sahip
oldugunu gostermektedir. Bu 6zelliginden dolay1 Beclin-1 bu bitkinin otofaji iizerindeki
etkisi hakkinda bilgi verebilicegini diisiindliirmektedir. A. dioscoridis bitkisinin potansiyel

olarak anti-kanser etkinliginin olmasi, daha ileri ¢aligmalar yapilmasi gerekmektedir.

Arum bitkisinin alt tiirli olan Arum palaestinum 1ile ilgili yapilan bir ¢calismada, ii¢ farkl
kanser hiicre hattinda, kas hiicreleri (C2CI2), preadiposit hiicreler (3T3-L1), serviks
hiicreleri (Hela) tlizerinde arastirma yapilmistir. Bu calisma ekstraktlarin direkt inhibitor

etkisini ortaya ¢ikarmistir [ 154,155].

Arum palaestinum ekstraktlar ile yapilan bir diger ¢aligmada etil asetat ekstraktlarinin
insan normal cilt fibroblasti, 16semi (k562) ve kolon kanseri (HCT-116) iizerinde anti-

proliferatif etkisi gdsterilmistir [156].

Yine A. palaestinum'un agresif androjenden bagimsiz prostat kanseri modellerine kars1 in
vivo ve in vitro anti-kanser aktivite ¢aligmasi incelenmistir. A. palaestinum Bioss'un kaspaz
6 aktivasyonu ve prostat kanseri hiicrelerini baskilama iizerindeki etkisi acikca
gosterilmistir. [155]. Farkli hiicre dizileri icin, tiim ekstraktlar en yiiksek antikanser etkisini
(ICs0 1le) kronik miyeloid 16semi (K562) ve kolorektal karsinom (HCT-116) iizerinde

gostermistir. ICso, su ekstrakti hari¢ tiim ekstraktlar i¢in < 20 pg/ml olarak saptanmustir.
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Sonrasinda prostat adenokarsinomu (PC3) ve meme adenokarsinomu (MCF-7) hiicre hatti
iizerinde yapilan ¢alismalarda ayni etki gosterilmistir. Normal dermal fibroblast hiicre hatti
ise kontrol grubu olarak kullanilmistir [157]. A. palaestinum ekstraktinin ICso degerleri bu

dort hiicre hatt1 i¢in (<20 pg/ml’de) direng gostermistir.

Bagka bir ¢alismada A. palaestinum'dan izole edilen alkaloidin, bazi tiimor hiicre hatlarina

kars1 6nemli bir in vitro sitotoksik aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir [158,159].

Arum palaestinum ekstraktinin dietil eter ve etil asetat ile izole edilen iki fraksiyonu ve dort
flavonoid bilesigin (luteolin, chrysoeriol, isoorientin, isovitexin) antitiimor aktivitesi
gosterilmistir. Dort insan karsinoma hiicre hattinin, larinksin epidermal karsinomu (Hep2),
serviks (HeLa), karaciger (HepG2) ve meme (MCF-7), in vitro sitotoksik aktivitesi
bildirilmistir. Sonugta, fraksiyone ekstraktin ve izole edilmis bilesiklerin, dort hiicre hattina

karg1 6nemli antitimor aktivite gosterdigi saptanmistir [160].

A. palaestinum ile yapilan bir baska calismada ise, insan prostat kanseri (PC3), kolon
kanseri (HCT116), iskelet kas1 (L6) ve akciger kanser (A549) hiicre hatt1 kullanilmis ve bu
bitkinin test edilen tim konsantrasyonlarda sitotoksik etkiye sahip olmadig1 gosterilmistir.
Ayrica, biitlin hiicre dizilerinde apoptoz indiiksiyonu gozlenmemis ve A. palaestinum ile
tedavi edilen hiicrelerde kontrole kiyasla morfolojik degisikliklerin olmadig1 tespit

edilmistir.

Bagka bir calismada etanolik A. palaestinum ekstraktinin diisiik konsantrasyonunun (50
ug/ml) 72 saat boyunca tedavi edilen meme adenokarsinomu hiicre hattt (MCF7) tizerinde

sitotoksik bir etkiye sahip olmadigi bildirilmistir [157].

A. graveolens tohumlari, S-fazinda hiicre dongiisii durmasindan sonra insan BGC-823 mide
kanseri hiicrelerinde antiproliferatif aktivite ve indiiklenmis apoptozu gosterilmistir [161-

162].
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Sonug olarak, calismamizda elde ettigimiz veriler ve literatiirde yer alan sonuglar birlikte
degerlendirildiginde A. dioscoridis’in DPPH testleri, toplam fenolik madde miktar1 tayini
ve LC-MS/MS ile ADEE’nin fenolik igerik analizi A. dioscoridis yaprak ekstraktlarinin,

antioksidan aktivitelere ve fenolik bilesiklere sahip oldugunu ortaya koymustur.

ADEE, MTT sonuglarina gére HEK293 ve PANC-1 hiicrelerinde hiicresel proliferasyonu
inhibe etmistir. A. dioscoridis’in PANC-1 hiicrelerinde ICso dozunda ADEE uygulamasi
sonrasi inhibe olan sinyal yolaklaridan ERK1/2 ve MYC, MTT sonuglariyla uyumlu sekilde

proliferasyonu baskilamistir. Daha detayli ¢caligmalar yapilmalidir.

ADEE’nin PANC-1 hiicrelerinde apoptotik etkisi, BAX’1n protein ekspresyonun artmast,
BCL-2 protein ekspresyonun azalmasi protein ekspresyon diizeyinde anlamli etkinliginin

oldugunu gostermistir.

Anti-apoptotik bir gen olan BCL-2 geninin mRNA ekspresyon seviyesinin azalmis olmasi
klasik apoptoz ile uyumlu etki gostermistir. CASP3 ve BAX genleri iizerindeki apoptoz ile
uyumsuz etkilesim durumu, post transkripsiyonel mRNA baskilanmast sonucu meydana

gelmis olabilecegi ihtimalini diisindiirmektedir.

Son olarak inflamasyon tespitine iliskin pro-inflamatuar sitokinlerin salinimini igeren IL-
6’nin immiinoreaktivitesi ADEE uygulanan PANC-1 hiicrelerinde anti-inflamatuar etkinlik

gostermistir.

Ozetle, A. dioscoridis’in bu dzelligi ile pankreas karsinogenezinin tedavisi igin anti-kanser
etkilerinin mekanizma yoniinde agiklanabilmesi i¢in daha detayli calismaya ihtiyac
oldugunu gostermektedir. Ayrica bitkisel ila¢ giivenligi agisindan sitotoksikoloji hakkinda
daha fazla arastirma yapilmasi gerektigini soyleyebiliriz. Yapilacak kapsamli ¢aligmalarla

A. dioscoridis bitkisinin tedavi alanlar1 aydinlatilmaya ihtiya¢ duyuldugu kanaatindeyiz.
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Tel: (222) 335 29 32 veya 335 05 80/ 3661-3662 Faks: (222) 335 01 27
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web:

BITKISEL MATERYAL TANIMLAMA RAPORU

Miisteri Bilgileri
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Adresi Osmangazi mah. G.U.T1p Fak. Temel Bilimler-Histoloji 3. Kat Sehitkamil / Gaziantep
Rapor Teslim Adresi | Osmangazi mah. G.U.Tip Fak. Temel Bilimler-Histoloji 3. Kat Sehitkamil / Gaziantep

Vergi Dairesi ve No

40102139000

Telefon 05534923553
E-Posta bermal.basbug@hotmail.com

Ornek Bilgileri
Barkod No Ornek Kodu Kayit Tarihi Analiz Tarihi Rapor Tarihi
BMT-202200019 Arum-01 06.06.2022 13.06.2022 14.06.2022
SONUC

Ornegin teshisi yapildiginda;

Regnum: Plantae / Bitkiler Alemi

Divisio: Magnoliophyta / Tohumlu bitkiler

Subclassis: Magnoliidae / Manolya altsinifi

Familia: Araceae / Yilanyastigigiller

Genus: Arum / Yilanyastigi

Species: Arum diescoridis var. diescoridis Sm./ Tirsikpancari
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TEZ & PROJELER

Yiiksek Lisans Tezi:

PANKREAS KANSERI HUCRE HATTINDA Arum dioscoridis BITKI
EKSTRAKTININ ANTI-KANSEROJENIK ETKILERININ ARASTIRILMASI.

Eserler Uluslararas1 Hakemli Dergilerde Yayimlanan Makaleler:

Liman R, Basbug B, Ali MM, Acikbas Y, Cigerci IH. Cytotoxic and genotoxic
assessment of tungsten oxide nanoparticles in Allium cepa cells by Allium ana-
telophase and comet assays. J Appl Genet. 2021 Feb;62(1):85-92. doi: 10.1007/s13353-
020-00608-x. Epub 2021 Jan 6. Erratum in: J Appl Genet. 2021 Jan 18;: PMID:
33409932.

Uluslararasi bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitaplarinda (proceedings)
basilan bildiriler poster sunumlari:

Basbug B, Liman R. The 4th International Conference on Engineering and Natural
Sciences (ICENS) is pleased to inform you that your paper entitled “GENOTOXIC
EFFECT OF TUNGSTEN (VI) OXIDE NANOPOWDER IN ALLIUM CEPA ROOT
MERISTEMATIC CELLS” has been accepted for Poster presentation at the ICENS
2018 conference. This decision is made based on a double- blind peer review process.
The conference will be held in Kiev, Ukraine between May 2 to 6, 2018.

Tubitak projesi:

2209-A Projesi “TUNGSTEN (VI) OKSIT NANOPARTIKULUNUN GENOTOKSIK
ETKILERININ ALLIUM TEST] ILE ARASTIRILMASI”. 2016-2018

Proje Yiiriitiiciisii: DOC. DR. RECEP LIMAN
Arastirmaci: Bermal BASBUG
Deneyimler:

Kromozom analizi, Prenatal tan1 (Realtime PCR), Hiicre Kiiltiirii, Transfeksiyon, RNA
Izolasyonu, Protein Izolasyonu, Bakteri Ekimi, Bakteri Kiiltiirii, Plazmid
Transformasyonu, Plazmid DNA Izolasyonu ve Jelde yiiriitiilmesi, Klasik PCR, in vitro
transkripsiyon ile RNA elde etmek.

KURS / SERTIFiKA BiLGILERI

Hayvan Deneyleri Kullanim Sertifikasi.

Pedagojik Egitim ve Formasyon Sertifikasi.
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EGITIM BILGILERI
Yiiksek Lisans Histoloji ve Embriyoloji ABD.
Gaziantep Universitesi 2020 —2023
Lisans Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Usak Universitesi
2014 -2018
IS DENEYIMI
2023-2020

Gaziantep Universitesi Temel Tip Bilimleri

Histoloji pratik ders asistanligi,

Tip fakiiltesi 6grencilerine 6zel ders deneyimi, Biyoloji, Kimya, Matematik 6zel ders
egitimi

2017

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesi Stajyer
(genetik/sitogenetik/mikrobiyoloji lab.)

2016- 2018

Usak Universitesi (UBATAM) Hiicre Kiiltiirii (Allium Testi, Comet Assay Testi, Ecso
testi).

Yabanai Dil Bilgisi: Ingilizce/Almanca Okuma: Iyi Yazma: Iyi Konusma: lyi

Bilgisayar Bilgisi: Word, Excel, Powerpoint, Outlook, SPSS, Mikrosoft Windows
7/8/8.1/10, Mikrosoft Office.

ilgi Alanlari: Embriyo, CRISPR-CAS9, Kok Hiicre, Kanser.
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