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OZET

FARKLI KANSER HUCRE HATLARINDA BUGDAY CIiMi (Triticum
aestivum L.) EKSTRAKTININ APOPTOTIK VE OTOFAJIK
ETKILERININ BELIRLENMESI
YUKSEK LISANS TEZI
KAMIL TOK
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJIi VE GENETIK ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. HATICE YILDIRIM)

BALIKESIR, HAZIRAN - 2019

Kanser iilkemizde ve diinya ¢apinda ¢ok fazla rastlanan ciddi sorunlarla
yasami tehdit eden bir hastaliktir. Kanserli hiicrelerin yapisi degistiginde normal
fonksiyonlarini yapamayip baska fonksiyonlar kazamirlar. Bugdaym (7riticum
aestivum) gelismekte olan tlkelerde kullanimi giin gectik¢e artmaktadir. Buna
bagli olarak bugday c¢imeninin &nemi de her gecen giin tartismalara yol
agmaktadir. Yapilan calismalar tahil kokenli beslenmenin birgok hastaliga
(kanser, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar) karst koruyucu oldugunu
gostermistir. Bu ¢alismada, bugday ¢imi (7riticum aestivum L.) ekstresinin (BCE)
farkli konsantrasyonlarinin farkli hiicre hatlar1 prostat kanser hiicre hattt (PC3),
insan kordon bagi ven endoteliyal hiicre hatti (HUVEC), karaciger kanser hiicre
hattt (HEP3B), pankreas kanser hiicre hattt (PANC-1) lizerindeki 24, 48 ve 72
saatteki etkileri incelenmistir. Yapilan canlilik testleri sonucunda en yiiksek
etkinin PC3 hiicrelerinde oldugu belirlenmistir. BCE uygulamasi PC3 ve HUVEC
hiicrelerinde morfolojik olarak da degisikliklere sebep olmustur. PC3 hiicrelerine
BCE uygulamasinin pro apoptotik BAX ve otofaji iliskili Beklin 1 gen
ekspresyonuna etkileri mRNA seviyesinde Real Time PCR yontemi kullanilarak
ve protein seviyesinde ise Western Blot yontemi kullanilarak aydmlatilmistir.
Calismalarimiz sonucunda PC3 hiicrelerinde BCE uygulamasina bagl olarak
meydana gelen hiicre 6liimiinde apoptotik hiicre 6ltim yolagmin etkili olabilecegi
konusunda veriler elde edilmistir. Bu galisma sonucunda elde edilen verilerin
kanser tedavisi alaninda daha sonra yapilacak calismalara 151k tutacag
ongoriilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: PC3 hiicre hatti, HUVEC hiicre hatti, apoptoz,
otofaji, bugday cim suyu ekstrakti, Real Time PCR, Western Blot.



ABSTRACT

DETERMINATION OF APOPTOTIC AND OTOFAJIC EFFECTS OF
WHEAT GRASS (Triticum aestivum L.) EXTRACT IN DIFFERENT
CANCER CELL LINES
MSC THESIS
KAMIL TOK
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. HATICE YILDIRIM )
BALIKESIR, JUNE 2019

Cancer is a life-threatening disease with serious problems in our country
and worldwide. When the structure of cancerous cells change, they cannot
perform their normal functions and gain of new other functions. The use of wheat
(Triticum aestivum) in developing countries is increasing day by day.
Accordingly, the importance of wheat grass leads to controversy. Studies have
shown that cereal-based nutrition is protective against many diseases (cancer,
diabetes, cardiovascular diseases). In this study, the effect of different
concentrations of wheatgrass (Triticum aestivum L.) extract (WGE) on different
cell lines prostate cancer cell line (PC3), human umbilical vein endothelial cell
(HUVEC), HEP3B, pancreatic cancer cell line (PANC-1) at 24, 48 and 72 hours
time intervals ) was investigated. As a result of vitality tests, the highest effect
was observed in PC3 cells. WGE application also caused morphological changes
in PC3 and HUVEC cells. The effects of WGE administration on PC3 cells on pro
apoptotic BAX and autophagy-related Beclin 1 gene expression were elucidated
by using Real Time PCR method at mRNA level and by using Western Blot
method at protein level As a result of our studies, data have been obtained that
apoptotic cell death pathway can be effective in cell death due to WGE
application in PC3 cells. It is predicted that the data obtained as a result of this
study will shed light on future studies in the field of cancer treatment.

KEYWORDS: PC3 cell line, HUVEC cell line, apoptosis, autophagy, wheat
grass extract, Real Time PCR, Western Blot.
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1. GIRIS

1.1  Genel Bilgiler

Kanser hastalig1 iilkemizde ve diinyada yiiksek oranda goriilmekte ve ciddi
sorunlarla yasami tehdit etmesinden dolayr 6nemli saghk sorunlarinin basinda
gelmektedir. Hem sosyal hem de ekonomik olarak insan yasamimi tehdit etmekte ve
bu tehdit kitlesel boyutlara ulasmaktadir. Kanserli hastalarda hastaligi yenmek bir
yana seyrinde meydan gelen en ufak diizelmeler hastanin yasam kalitesini
arttirabileceginden yapilacak calismalar ¢ok Onemlidir. Bircok farkli kanser tipi
mevcut olup kisiden kisiye bile farklilik gdsterebilmesi nedeniyle uygulanan

tedaviler ilag madde konsantrasyonlari bile biiyiik farkliliklara sahip ve 6nemlidir.

T.C Saglik Bakanlig: Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu’nun 2015 yilinda yaptigi
calismada kanser daire baskanhigindan elde edilen istatiksel verilerine gore
erkeklerde en sik goriilen kanser tipleri arasinda 2. sirada prostat kanseri yer
almaktadir. Oliim oraninda bakildiginda yine ayni verilere gore prostat kanseri 5.
sirada goriilmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalar dogrultusunda birgok tedavi
yontemi gelistirilmis olup bunlarin basinda cerrahi tedavi, radyoterapi ve hormon
tedavisi gelmektedir. Yapilan bu tedavi ydntemleri yan etkileri agisindan biiyiik
kuskular uyandirmaktadir. Yan etkilerin azaltilmasina yonelik birgok calisma
yapilmaktadir. Hizli niifus artisi, bunun sonucu olusan kirlilik, hizli sanayilesme daha
fazla verim elde edebilme amaciyla kullanim yogunlugu arttirilan pestisit ve giibre
kullanimi, insan kaynakli kimyasal kontaminasyondaki artis ve bunlara bagli olarak
insan viicuduna ulasan kanserojen madde oranindaki artisa baglh olarak diger kanser
tirlerinde meydana gelen hastalik goriilme riskindeki artig prostat kanserinde de
rastlanmaktadir [1, 2]. Kanser hiicreleri kontrolsiiz ¢ogalmalariyla 6n plana

¢ikmaktadir. Kanser tedavisinde birgok yontem kullanilmaktadir.



Fakat kullanilan tedavilerin yan etkileri ve klinik diizeyde yeterli olmamalari
sebebiyle kanser hiicrelerinin yayilimini ve hayatta kalmalarini inhibe edecek yeni
anti kanser ajanlar1 arayisina yonelinmistir. Bu yonelim dogrultusunda yeni anti-
kanser ajanlarinin ortaya ¢ikarilmasi bir kez daha ©&nem kazanmustir. Kanser
hastaliginin tanimlanmasi teshisi ve tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi amaciyla
molekiiler diizeyde incelenmesinin gerektigi bilinmektedir. Bu nedenle yapilan
molekiiler ¢alismalar hangi yolaklarda sorunlara yol a¢tigi ve bu sorunlarin nasil
giderilecegi esasina dayanmaktadir. Cok hiicreli organizmalarda yasamin devami igin
gerekli olan hiicre ¢ogalmasi gergeklesirken bir yandan da homeostazi saglamak igin
apoptoz, otofaji adi verilen biyokimyasal yolaklarda islevini yitirmis ihtiyag
duyulmayan yapisi bozularak anormallesmis hiicrelerden programli sekilde
kurtulunmaktadir. Apoptoz saghkl hiicrelerde islevini devam ettirirken, kanserli
hiicrelerde bu yolagi baslatacak sinyaller algilanamamaktadir ve buna bagh olarak
kanserli hiicre yok edilememekte ve stirekli cogalmaktadir. Bu nedenle yapilan

calismalar bu ve benzeri yolaklara dogru kaymuistir [3].

Bugday insan yasaminda kullanilan en ©Onemli besleyici temel besin
maddeleri icerisinde yer almaktadir. Tam tahil tirlinlerinin birgok hastaliga iyi geldigi
ve tedaviye ek gida olarak tiiketildigi bilinmektedir. Tohumun ¢imlenmesi esnasinda
dis ortamdan gelebilecek her tiirlii tehdit ve strese karsi primer, sekonder metabolit
ve mineraller sentezlenir [4]. Biiylimeye bagli artan konsantrasyonlarda vitamin,
klorofil, antioksidan enzimler, flavonoid, ve bir¢ok mineral bulunmaktadir [5].
Bugday ¢iminde dikkate deger noktalardan en Onemlisi siphesiz ki kanser
hastalarina kemoterapiden sonra verildiginde ilacin yan etkilerini azalttig1 yoniindeki

gozlemlerdir [6].

Giiniimiizde yapilan caligmalar alternatif tip olarak adlandirilan bitkisel
kokenli tedavi iizerine yogunlagsmaktadir. Yapilan arastirmalar gosteriyor ki diinya
capindaki tim kanserlerin % 7-31’i yiiksek sebze ve meyve diyetiyle
azaltilabilmektedir [7, 8]. Bitki kokeninden gelen biyoaktif molekiillerin bir¢ogunda
Ozellikle ilaglarin yan etkilerini azaltma [6], ateroskleroz, diyabet, alzheimer benzeri
hastaliklarin énlenmesi [9, 10], oksidatif stresin &nlenmesi [11, 12], timor
hiicrelerinde ¢ogalmay1 engellemede ve apoptozun baslamasinda [13] ve oksidatif

stres Gnlenmesi gibi pozitif etkileri oldugu bilinmektedir.



Yapilan ¢aligmalardan ¢ikan olumlu sonuglar alternatif tip alaninda yapilan ve

yapilacak calismalara 6nayak olmustur [8].

Prostat kanseri erkekler arasinda diinya genelinde basi ¢ekmektedir.
Tiirkiye’de bu durumun ikinci siralarda oldugu goriilmektedir. Tedavi agisindan
bakilacak olursa bircok yontem gelistirilmis olup farkli yontemler i¢in arayislara
girisilmistir. Fitoterapi ismi verilen bitkisel kokenli tedavi yontemleri giiniimiizde
bliylik 6nem kazanmis ve yayginlasmaktadir. Bu alana yonelimin en biiylik sebebi
ameliyat sonrasi iyilesme siirelerindeki uzun siirlin siire¢ ve uygulanan
kemoterapdétik ilaglarin yan etkilerinin insan sagligi agisindan énemli sorunlara yol

acabilme potansiyeline sahip olma durumlaridir [14-17].

1.1.1 Kanser

Kanser genel olarak hiicrelerin mutasyonlar sonucu diizensiz ¢ogZalip
farklilasmasma ve yayilmasina bagli olarak olusan kotii urlara verilen isimdir.
Saglikli hiicreler ne zaman ve ne oranda ¢ogalacagini bilme egilimindedirler fakat
kanser hiicreleri sonsuz béliinme yetenegi kazanmis hiicrelerdir. Saglikl hiicrelerin
yani sinirlt hiicre béliinme yeteneginde olan ve hiicrede sinyal iletimi, DNA onarimi
ve apoptoz ve otofaji gibi hiicre 6limiinde rol alan genlerdeki mutasyona bagh
olarak kontrolsiiz ¢ogalma ve yayilim gosteren hiicrelerin olusturdugu kitleye timor
adint verilir [18]. Bu hiicrelerde gézlemlenen kontrolsiiz ¢cogalma yetenegi, kan veya
doku sivilariyla bagka dokulara gegebilme yetisi ve buralarda metastaz yapmasi

kanseri tehlikeli kilan olan karakteristik 6zelliklerinden bazilaridir.

Timor denilen kitleler ¢ogalma ve bagka dokulara sigrama o6zelligi
gostermezse yani sadece kiime halinde kalirlarsa bunlar iyi huylu (benign) timér
olarak adlandirilir. Kan ve lenf sivilar1 vasitasiyla cevre doku ve organlara yayilan
timorlere kotil huylu (malign) tiimo6r adi verilir. Kanserli hiicrelerde yapisal anlamda

bir¢ok degisiklik olmustur.



Kanserli hiicreler yapisal degisiklige ugradiklarinda normalde yaptiklar
fonksiyonlar1 yapamayacak duruma gelirler bunlarin disinda daha 6nce yapmadiklar:
farkl 6zellikler kazanirlar. Bu durumda baskilanma mekanizmalarini da kaybederek
kontrolsiiz gogalma egilimine gegerler apoptoza giremezler [19]. Bu morfolojisi
degismis hiicrelerde meydana gelen kontrolsiiz ¢ogalim ve yayilim tek basina
kanserlesmeye yeterli degildir apoptoz yolaklarinda meydana gelen mutasyonlar

temel neden igerisine yer almaktadir [19].

Tumorler  basladiklart  ve  koken  aldiklari  yere  bagh  olarak
siniflandirilmaktadir. Epitel hiicrelerden (deri, meme, tirogenital sistem) kéken alan
tiimor olusumlarina  karsinom [20], ko&keni salgi dokularindan geliyor ise
adenokarsinom [21], mezoderm kd&kenliler (kas, kemik, kikirdak) ise sarkom olarak

[22] adlandirilmaktadir.

Her sene yapilmakta olan istatistiklere gore kanserden 6lim ve kanser tani
sayist giin gectikce artmaktadir. Globocan 2018 verilerine gore 18,1 milyon kanser
vakast ve 9,6 milyon kanser 6liimii ortaya ¢ikmistir. Her iki cinsiyette de kanser
kaynakli 6ltimiin baginda bulunan kanser olarak akciger kanseri (tim kanserlerin
% 11,6’sim1 olusturmakta) tanimlanmustir. Ayrica tiim kanser 6liim oranlarinin da
% 18,4’tinli olusturmaktadir. Bunu takiben meme kanseri (% 11.6), prostat kanseri
(% 7.1), kolerektal kanser (% 6.1), mide kanseri (% 8.2), karaciger kanseri (% 8.2)
olim oranina sahiptir. Akciger kanseri erkekler arasinda en ¢ok goriilen kanser
tipidir bunu prostat, kalin bagirsak kanseri, karaciger ve son olarakta mide kanseri
izlemektedir. Kadinlar arasinda meme kanseri en sik tani alan kanserdir ve kanser
6liimiinde basta gelen nedendir, bunu kolorektal ve akciger kanseri (goriilme siklig
i¢in) ve tam tersi igin (6liim i¢in); rahim agzi kanseri hem insidans hem de mortalite
i¢in dordiincii siradadir. Kanser goriilme sikligi ve 6liim oranlarindaki artig ilkelerin
ekonomik gelismislik derecesine ve buna bagh olarak sosyal ve yasam tarzi gibi
unsurlara bagh olarak biiyiik 6l¢iide farlilik gosterip degistigi goriilmektedir. Bu
diisiik ve orta gelirli iilkelerde kanit tabanli kanser kontrol programlarinin miimkiin

olmayan planlanmasi ve uygulanmasi i¢in yliksek kaliteli kanser kayit verilerinin

kayda deger olmasi dikkat ¢ekicidir.



Kanser Kayit Gelistirme i¢in Kiiresel Girisim, ulusal kanser kontrol
cabalarina dncelik vermek ve degerlendirmek i¢in daha iyi tahminlerin yan sira yerel

verilerin toplanmasi ve kullanilmasini destekleyen uluslararasi bir ortakliktir [23].

1.1.1.1 Prostat Kanseri

Prostat kanseri erkeklerde 6nemli 6lim orani ile baslarda gelen kanser
tipinden birisidir. Prostat kanseriyle ilgili birgok ¢alisma olmasina ragmen &zellikle
Tiirkiye’de ilag ve kimyasal onleyici kesfetme adina birgok calisma devam
etmektedir. Bu tiir ¢alismalarin yapilmasina ragmen giiniimiizde hala erkekleri tehdit
eden en onemli hastaliklar igerisinde yer almaya devam etmektedir. Tiirkiye Halk
Saglhigr Kurumu 2014 arastirma verilerine gore istatiksel analizler baz alindiginda

prostat kanseri erkekler i¢in 2. sirada bir tehdit oldugu goriilmektedir.

Uluslararas1 Kanser Aragtirmalar1 Ajansi (Internatioanal Agency for Research
on Cancer) erkeklerde goriilen prostat kanserinin ilerleyen zamanlarda artacagina
dikkat gekilmis goriilme sikliginin bir dnceki verilere gore arttigi gézlemlenmistir.
Diinya genelinde erkekler arasinda prostat kanserine yakalanma agisindan 2. Sirada

yer alirken 6liim orani agisindan 5. siralarda oldugu bilinmektedir [24].

Prostat bezi, pelvik boslukta bulunan erkek iireme sisteminin bir organidir.
Ince bir fibromiiskiiler tabaka ile sarilir ve dort bélgeye ayrilabilir: 6n bélge, gecis
bélgesi ve cevre bolge. Cogu benign prostat hiperplazisi (BPH), ge¢is bdlgesinde ve
merkezi bolgede gelisir. Dorsal ve rektuma en yakin periferik bdlge, prostat
hacminin % 70’ini olusturur. Cogu prostat karsinomu periferk zondan kaynaklanir.
On bolge disinda, prostat bir fibromiiskiiler stroma igine gémiilmiis salgilayic
prodostratif bir kolumnar epitel ile glandiiler dokudan olugur. Prostatin ana iglevi,
hafif asidik (pH=6.4) olan ve semenin % 20’sini (hacimce) olusturan prostat sivisini
salgilamakadir. Prostat salgilart ¢inko, sitrat ve PCa biyobelirteg, prostat spesifik

antijen (PSA) olmak tizere birgok 6nemli faktor icerir.

PSA, normal semenize edici fonksiyonel rolii olan prostat epitel hiicreleri
tarafindan salgilanan bir glikoproteindir. PSA ayrica kan dolasimina girer ve
dolasimdaki yiikselisi prostat kanseri varhigimin gostergesidir. Dolagimdaki PSA

seviyesi, prostatin biiyiikliigii ile dogru orantilidir ve BPH” de de yiikselebilir [25].
&



Prostat kanseri prostat adr verilen erkek tireme sitemindeki bezde meydana
gelir. Cogu prostat kanseri yavas biiylime gosterir ancak bazi tiplerinde hizli
biiyimede gozlemlenmektedir [26]. Kanser hiicreleri prostattan viicudun diger
bélgelerine, 6zellikle de kemiklere ve lenf bezlerine yayilabilir. Baglarda semptomlar
gozlemlenmeyebilir sonraki asamalarda idrar yaparken zorluk, idrarda kan agri gibi
semptomlarla varligini hissettirmeye baslar. Benign prostat hiperplazisi olarak
bilinen bir hastalik benzer semptomlara neden olabilir. Diger ge¢ semptomalar,

kirmizi kan hiicrelerindeki diisiis nedeniyle yorgun hissetmeyi igerebilir.

Prostat kanseri riskini arttiran faktorler arasinda yashilik, hastaligin aile
Oykusii ve ik sayilabilir [26]. Vakalarin yaklasik % 99°u 50 yasin ustiindeki
erkeklerde goriiliir [26]. Birinci dereceden hastalikli bir akrabaya sahip olmak
Devletleri’nde, Afro-Amerikan popiilasyonda, Beyaz Amerikan popiilasyonundan
daha yaygindir [26]. Ilgili diger faktorler arasinda yiiksek oranda islenmis et, kirmizi
et veya siit Uriinleri igeren bir diyet veya bazi sebzelerce diisiik diyet yer almaktadir
[26]. Bel sogukluguyla da iliskisi oldugu bulunmus fakat bu iliskinin nedeni heniiz
kesfedilememistir [27]. Prostat kanseri ayrica BRCA mutasyonlariyla da iliskilidir
[28]. Prostat kanseri genelde biyopsi ile teshis edilir [29]. Kanserin viicudun diger
boélgelere yayilip yayilmadigr ise tibbi goriintiileme yollariyla belirlenebilmektedir
[29]. Prostat kanseri taramasi tartismali bir konudur [30]. Prostat spesifik antijen
(PSA) testi kanser tespitini arttirir ancak sonuglart gelistirip gelistirmedigi konusunda
tartismalar stirmektedir [30-32]. 5a- rediiktaz inhibitorleri diisiik dereceli kanser
riskini azaltirken, yiiksek dereceli kanser riskini etkilemez bu nedenle kanserin

onlenmesi i¢in kullanilmasi 6nerilmez [26].

Bir¢ok vakada aktif gozlem ve kontrol altinda tutmak &nemli rol
oynamaktadir [33]. Diger tedavi yontemleri ise cerrahi, radyasyon tedavisi, hormon
tedavisi ve kemoterapinin bir kombinasyonunu igerebilmektedir [33]. Sadece prostat

icerisinde meydana geldiginde tedavi edilebilir.

Hastaligin kemiklere yayildigi durumlarda agri kesici ilaglar, bifosfonatlar, ve
hedefe yonelik tedavi yontemleri kullanilabilmektedir [33]. Tedaviden alinacak
sonuglar kisinin yasina, diger saglik sorunlarina ayrica kanserin ne kadar agresif

olduguna gore degisebilmektedir [33].



Prostatli hastalarin ¢ogu artik yasamim yitirmemektedir [33]. ABD’ de 5
yillik sag kalim oran1 % 99°dur [34]. Kiiresel olarak da erkeklerde yakalanma orani

en fazla olan 2.kanser tipi olup 6liim oraninda 5. siralarda yer almaktadir [35].

Erken dénemdeki prostat kanseri genellikle belirgin bulgulara sahip degildir.
Bazen prostat kanseri, iyi huylu prostat hiperplazisi gibi hastaliklara benzer
semptomlar gosterebilmektedir. Bunlar arasinda sik idrara ¢ikma, nokturi (gece
idrara ¢ikmada artis olmasi durumu), idrar1 baslatma ve siirdiirme zorlugu, hematiiri
(idrarda kan) ve diziiri (agril1 idrara ¢ikma) bulunur. ABD’de 1998 de Hasta Bakim
Degerlendirmesine dayanan bir ¢alismada, prostat teshisi konan hastalarin yaklagik
ticte birinde bir veya daha fazla semptom oldugunu, ligte ikisin de ise higbir semptom

olmadigini tespit etmistir [36].

Prostat bezi prostatik itretrayr cevreledigi igin lriner disfonksiyon ile
dogrudan iligkilidir. Bu nedenle, bez igerisindeki degisiklikler idrar fonksiyonunu
etkiler. Ciinkii vaz deferans (meni kanali) prostatik {iretra icine seminal sivi
biraktigindan ve prostat bezinden salgilanan sivilarda semen igerigine dahil
edildiginden, prostat kanseri ayrica ereksiyon veya agrili bosalma gibi zorluklara
yani cinsel fonksiyon ve performans sorunlarina nedende olmaktadir [36]. Viicudun
diger bsliimlerine yayilmis olan metastatik prostat kanseri, ek semptomlara neden
olabilir, En sik goriilen semptom kemik agrilaridir, genellikle omurlarda (omurganin
kemikleri), pelvis veya kaburgalarda goriilmektedir. Kanserin femur gibi diger
kemiklere yayilmasi genellikle kemigin proksimal veya yakin kisimlarinda gozlenir.
Omurgadaki prostat kanseri ayrica omuriligi sikistirarak karincalanma, bacak

gligstizltigti, istem digi idrar ve diski kagirmaya neden olabilmektedir [37].

1.1.1.1.1 Risk Faktorleri

Prostat kanseri nedenlerini hild tam olarak anlasilamamuistir [38]. Birincil risk
faktorleri arasinda obezite, yas ve aile &ykiisii bulunmaktadir. Prostat kanseri, 45
yasindan kiigiik erkeklerde ¢ok nadir goriiliir, ancak ilerleyen yasta daha yaygin hale
gelir. Tani sirasindaki ortalama yas 70'tir. Cogu erkek, prostat kanseri oldugunu asla

bilemez [39].



Bunu destekleyici bilgi olarak da baska nedenlerden dolay1 6len Cin, Alman,
Israil, Jamaika, Isve¢ ve Ugandalilarla yapilan otopsi ¢alismalarinda, ellili yaslardaki
erkeklerin % 30'unda, yetmisli yaslardaki erkeklerin % 80'inde prostat kanserinin

bulunmus olmasi gosterilebilir [40].

Birinci derece aile iiyelerinde prostat kanseri olan erkeklerin, ailede prostat
kanseri olmayan erkeklerle karsilastirildiginda hastaliga yakalanma riskinin iki kati
oldugu goriilmektedir [41]. Bu risk, prostat kanserine yakalanmis bir erkek kardesi
olan erkekler igin prostat kanserine yakalanmis bir babasi olan erkeklerden daha
biiylik gorinmektedir [42]. Ayrica kan basinci yiiksek olan erkeklerde prostat kanseri
gelisme olasiliginin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir [43]. Egzersiz eksikligi ile
iliskili olarak da prostat kanseri riskinin az da olsa bir artis gdsterdigi belirtilmistir

[44].

Prostat kanserinden tek bir gen sorumlu degildir, birgok farkli gen soz
konusudur. Kadinlarda yumurtalik kanseri ve meme kanseri icin 6nemli risk
faktorleri olan BRCA1 ve BRCA2'deki mutasyonlarin da prostat kanserinde rol
oynadigr belirtilmistir [45]. Ayrica diger iliskili genler arasinda Kalitsal Prostat
kanseri geni 1 (HPC1), androjen reseptorii ve D vitamini reseptdrii de bulunmaktadir
[46]. Tek niikleotid polimorfizmlerini (SNP'ler) prostat kanserine baglayan iki biiyiik
genom ¢apinda iliskilendirme ¢alismasi 2008'de yayimlanmistir. Bu caligmalar, bazi
SNP’lerin prostat kanseri riskini biiylik &l¢iide etkiledigini ortaya koymustur [47,
48]. Son olarak, obezite ve kandaki yiiksek testosteron seviyeleri prostat kanseri

riskini arttirmada rol oynadigi tespit edilmistir [49, 50].

Prostat, seminal sivinin hazirlanmasina ve depolanmasina yardimer olan erkek
tireme sisteminin bir parcasidir. Yetiskin erkeklerde, tipik bir prostat yaklasik 3
santimetre uzunlugunda ve yaklasik 20 gram agirligindadir. Pelviste, idrar kesesinin
altinda ve rektumun Oniinde bulunur. Yerinden dolayi, prostat hastaliklari sik sik
idrara ¢ikma, bosalma ve nadiren diskilamay:1 etkiler. Prostat, semen olusturan
stvinin yaklasik % 20'sini yapan birgok kii¢lik bez icerir. Prostat kanserinde bu
prostat bezlerinin hiicreleri kanser hiicrelerine dontisiir. Prostat bezlerinin diizgiin
¢alismasi i¢in androjenler olarak bilinen erkek hormonlari gerekir. Androjenler
testislerde yapilan testosteronu; adrenal bezlerde yapilan dehidroepiandrosteronu ve

prostatin igindeki testosterondan dontistiiriilen dihidrotestosteronu icerirler.



Androjenler ayrica yiiz kili ve artmis kas kiitlesi gibi sekonder cinsiyet

Ozelliklerinden de sorumludurlar [51-53].

Prostat kanserlerinin ¢cogu, normal semen salgilayan prostat bezi hiicrelerinin
kanser hiicrelerine donitismesiyle baslayan adenokarsinomlar veya glandiiler
kanserler olarak smiflandirilir. Adenokarsinomun en yaygm oldugu prostat bezi
bolgesi, periferik bolgedir. Baslangicta, kiigiik kanser hiicresi kiimeleri, in situ
karsinoma olarak bilinen veya prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) olarak bilinen
bir durumla normal prostat bezleriyle sinirli kalir. PIN'in bir kanser onciisii olduguna
dair kanit olmamasina ragmen, kanserle yakindan iliskili oldugu diisiiniilmektedir.
Zamanla, bu kanser hiicreleri cogalir ve ¢evresindeki bir prostat dokusuna (stroma)

yayilarak tiimor olusumuna neden olur.

Sonunda, tiimdr seminal vezikiiller veya rektum gibi organlar istila etmeye
yetecek kadar biiytiyebilir veya tiimor hiicreleri kan dolasiminda ve lenfatik sistemde
seyahat etme yetenegini gelistirebilir. Prostat kanseri, viicudun diger alanlarini istila
edebilen bir hiicre kiitlesi oldugu i¢in malign bir tiimér olarak kabul edilir. Bu diger
organlarin istilasina metastaz denir. Prostat kanseri en sik kemiklere, lenf bezlerine
metastaz yapar ve lokal ilerlemeden sonra rektum, mesane ve alt iireterleri istila

edebilir [52].

Kanser baskilayici genlerin kaybi, prostatik karsinojenezin baslarinda, 8p, 10g,
13q ve 16q kromozomlarinda lokalize edilmistir. Primer prostat kanserinde P53
mutasyonlar1 nispeten disiiktlir ve metastatik ortamlarda daha sik goriiliir, bu
nedenle, p53 mutasyonlari prostat kanseri patolojisinde ge¢ donemde gerceklesebilir.
Prostat kanserinde rol oynadig diisiiniilen diger tiimor baskilayict genler arasinda

PTEN ve KAII de bulunur.

RUNX2 transkripsiyon faktoriintin, kanser hiicrelerinin apoptoz gegirmesini
onledigi ve bdylece prostat kanseri gelisimine katkida bulundugu gosterilmistir [54].
PI3K/Akt sinyallesme kaskadinin, prostat kanseri hiicresinin hayatta kalmasini ve
apoptoza karsi korunmasini saglamak i¢in TGF-B/SMAD sinyal kaskad: ile birlikte
calistigr belirtilmistir [55]. X'e bagh apoptozis inhibitori (XIAP), prostat kanseri

hiicresinin hayatta kalmasini ve biiyilimesini tesvik ettigi tespit edilmistir [56].



Makrofaj inhibitor sitokin-1"in (MIC-1), prostat kanseri hiicresinin bilylimesine
ve hayatta kalmasina yol agan fokal adezyon kinazi (FAK) sinyal yolunu uyardigi

belirlenmistir [57].

1.1.2 Hiicre Oliimii

Hiicre 6liimil, islevlerini yerine getirmeye birakan hiicreler i¢in biyolojik bir
olaydir. Bu durum yaslanan hiicrelerin dogal yollarla &liip yerine yeni hiicrelerin
gelmesiyle olabildigi gibi hastalik lokalize yaralanma yada hiicrenin pargast oldugu
organizmasinin 6limii gibi faktdrlerden dolay: da olabilir. Apoptoz veya Tip I hiicre
olimi ve otofaji veya Tip 1l hiicre 6liiml, programlanmis hiicre &6lim
mekanizmasinin her iki formudur, nekroz yaralanma veya enfeksiyon sonucu ortaya

¢ikan fizyolojik olmayan bir siirectir [58].

1.1.2.1 Programlanmis Hiicre Oliimii

Programlanmig hiicre 6liimi (PCD) , hiicre i¢i bir program vasitasiyla
gergeklesen hiicre olumudir [59, 60]. PCD, bir organizmanin yasam dongiisii
sirasinda genellikle avantaj saglayan diizenlenmis bir siirecte gergeklestirilir.
Ornegin, gelismekte olan bir insan embriyosunda el ve ayak parmaklarinin
farklilasmasi, parmaklar arasindaki hiicrelerde apoptoz nedeniyle meydana gelir.
PCD, hem bitki hem de metazoa yani ¢ok hiicreli hayvanlarda doku gelisimi

sirasinda temel islevler hizmet etmektedir[59, 61].

1.1.2.2 Apoptoz

Apoptoz terimi ilk olarak 1972'de Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan klasik bir
bildiride, apoptoz kavraminin bazi bilesenleri daha 6nce agike¢a belirtilmis olmasina
ragmen, morfolojik olarak farkli bir hiicre 6ltimii tanimlamak igin kullanilmistir [62].
Memeli hiicrelerinde apoptozis siirecinde yer alan mekanizmalarin anlasilmasi,
nematod Caenorhabditis elegans'in gelisimi sirasinda ortaya ¢ikan programlanmis

hiicre 6liimiiniin arastirilmasindan dogmustur [63].
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Apoptoz o zamandan beri, hiicrelerin genetik olarak belirlenmis bir sekilde
elimine edilmesini igeren, ayirt edici ve nemli bir programlanmis hiicre limt sekli
olarak kabul edilmistir [64]. Apoptoz normal gelisim ve yaslanma sirasinda ve
dokulardaki hiicre popiilasyonlarini korumak i¢in homeostatik bir mekanizma olarak

ortaya ¢ikar.

Apoptoz ayrica immiin reaksiyonlarda oldugu gibi bir savunma mekanizmasi
olarak veya hiicrelerin hastalik veya zararh ajanlar tarafindan zarar gérmesiyle de
ortaya ¢ikar. Apoptozu tetikleyebilen hem fizyolojik hem de patolojik gok ¢esitli
uyaran ve kosullar olmasina ragmen, tiim hiicrelerin ayni uyarana yanit olarak
mutlaka Olmesi gerekmez. Radyasyon veya kanser kemoterapisi icin kullanilan
ilaglar, baz1 hiicrelerde p53’e bagimli bir yolak {izerinden apoptotik dliime yol
agabilecek DNA hasarina neden olur. Kortikosteroidler gibi bazi hormonlar da, bazi
hiicrelerde apoptotik 6liime neden olabilirler [65]. Bazi hiicreler ligand baglama ve
protein gapraz baglama yoluyla apoptoza yol agabilen Fas veya TNF (Ttimor nekroz
faktor) reseptorlerini eksprese eder. Diger hiicreler, hormon veya biiylime faktorii
gibi faktorlerce engellenmesi gereken varsayilan bir 6liim yoluna (nekroz) sahiptir.
Apoptozun nekrozdan ayirt edilmesinde, ayni anda hem sirayla, hem de bagimsiz
olarak gerceklesebilecek iki islem s6z konusudur [66]. Baz1 durumlarda, hiicrelerin
apoptoz veya nekrozla 6liip Slmeyecegini belirleyen uyaranlarin tipi ve / veya
uyaranlarin derecesidir. Diisiik dozlarda, 1s1, radyasyon, hipoksi ve sitotoksik
antikanser ilaglar gibi ¢esitli zararli uyaranlar apoptozu indiikleyebilir, ancak bu ayni
uyaranlar daha yiliksek dozlarda nekroz ile sonuglanabilir. Son olarak, apoptozis,
“kaspazlar” adi verilen bir sistein proteaz grubunun aktivasyonunu ve baglangig
uyaricilarini hiicrenin nihai 6ltimiine baglayan karmasik olaylar kaskadini igeren

koordine ve siklikla enerjiye bagli bir prosestir [67].

1.1.2.2.1 Apoptoziste Morfolojik ve Biyokimyasal Degisiklikler

Morfolojik a¢idan apoptotik hiicreler, karakteristik bir sitoplazmik hiicre
biiziilmesini, plazma zarmin tomurcuklanmasini, kromatin yogunlagmasini ve DNA

fragmantasyonunu géosterirler [68, 69].
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Plazma zar1 tiim proses boyunca bozulmadan kalir. Fosfatidilserinin hiicre
zarmin dig katmanlarinda ekspresyonu, 6lii hiicrelerin makrofajlar tarafindan erken
taninmasimi saglar ve proinflamatuar hiicresel bilesenlerin salinmasina gerek
duyulmadan fagositoz ile sonuglanir [70]. Apoptozisin ilerleyen asamalarinda,
morfolojik degisiklikler, membran yiizeyinde ¢ikinti olusumu, sitoplazmik
organellerin ultrastriiktiirel modifikasyonu ve membran biitiinligiintin kayb: seklinde
karsimiza c¢ikar [71]. Genellikle fagositik hticreler, apoptotik cisimler meydana

gelmeden nce apoptotik hiicreleri i¢ine ¢eker [72].

Apoptozis esas olarak kaspazlar (sisteinil, aspartata 6zgili proteazlar) olarak
bilinen proteaz ailesi tarafindan gerceklestirilir [73]. Kaspazlar, hem baslaticilar
(Kaspaz-2, -8, -9 ve -10) hem de uygulayicilar (Kaspaz-3, -6 ve -7) olarak hiicre
6liimiiniin gergeklestirilmesinden sorumludurlar [74]. Inaktif proteinler (zimojenler
veya pro-kaspazlar) olarak tretildikten sonra, baslatici kaspazlar, spesifik adaptor
molekiilleri ile etkilesime girerek kolaylastirilan bir islem olan oto proteoliz yoluyla
otomatik olarak aktive olurlar [75]. Baglatict kaspazlar aktive edildiginde nihai
apoptotik hiicre 6liimiiyle sonuglanan belirli hiicresel substratlarin kritik béllinmesini
gergeklestiren uygulayict kaspazlardan ayrilir. Bu kaspazlarin aktivitesi, kromatin
yogunlagmasi, plazma zar1 asimetrisi ve hiicresel kanama gibi apoptotik isaretlerden
sorumludur [76]. Uygulayici kaspazlarinin aracilik ettigi genis ve geri dondiirtilemez
proteolitik aktivite, hem ekstrinsik hem de intrinsik apoptotik yollarin nihai sonucunu
temsil eder. Boylece, her iki yol da apoptozda tipik morfolojik degisiklikleri
indiikleyen DNA ve hiicresel bilesenlerin bozulmasina izin veren kaspaz-3, -6 veya

-7 tizerinde birlesir [77].

1.1.2.2.2 Ekstrinsik Apoptotik Yolak

Ekstrinsik apoptotik yol (6lim reseptdriine bagli olarak), timér nekroz
faktorii reseptoriiniin (TNFR) siiperailesine ait hiicre yiizeyine ekpoze edilen 6liim
reseptdrlerinin, ilgili TNF ailesi ligandlan ile etkilesime girmesiyle baglatilir [78].
Oliim reseptérleri yapisal olarak apoptoz indiikleyici sinyalizasyona kritik bir sekilde
dahil olan, 6liim bélgesi (DD) adi verilen hiicre igi bir protein-protein etkilesimi

domainiyle tanimlanir [79].

12



Oliim reseptdrlerinin daha genis bir sekilde karakterize edilmig sinyalizasyon
sistemleri arasinda TNFRI-TNF-a, FAS (CD95, APO-1) - FasL, TRAILR1 (DR4) -
TRAIL, TRAILR2 (DRS5) - TRAIL bulunur. Oliim reseptoriiniin karsilik gelen ligand
tarafindan uyarilmasi tizerine, ayni reseptdr, diger DD igeren proteinlerle homotipik
etkilesimleri  desteklemek ve sitoplazmik DD'yi ortaya ¢ikarmak i¢in
oligomerizasyona ve konformasyonel bir degisiklige ugrar [78]. Apoptozisin
ekstrinsik fazini tanimlayan olaylarin sirasi, en iyi FasL / FasR ve TNF-a / TNFR1

modelleri ile tanimlanir.

Bu modellerde, alici kiimelenmesi ve homolog trimerik ligand ile baglanma
vardir. Ligand baglanmasi iizerine, reseptdrlerle baglanan karsilik gelen 6liim

domainlerini sergileyen sitoplazmik adaptér proteinleri kullanilir.

Fas ligandinin Fas reseptoriine baglanmasi, adaptér proteini FADD'ye
baglanmasiyla ve TNF ligandinin TNF reseptoriine baglanmasi, TRADD adaptér
proteinine FADD ve RIP’i rekruite ederek baglanmasiyla sonuglanir [80-82]. FADD
daha sonra &liim efektdr bdlgesinin dimerizasyonu ile prokaspaz-8 ile birlesir. Bu
noktada, prokaspaz-8'in otomatik Kkatalitik aktivasyonuyla sonuglanan 0lim
indiikleyici bir sinyal kompleksi (DISC) olusur [83]. Kaspaz-8 aktive edildiginde,
apoptozun yiiriitme faz1 tetiklenir. Oliim reseptorii aracili apoptoz, FADD ve kaspaz-
8'e baglanacak ve onlari etkisiz hale getirecek olan c-FLIP adli bir protein tarafindan

inhibe edilebilir [84, 85].

1.1.2.2.3 Intrinsik Apoptotik Yolak

Igsel apoptotik yolaga (mitokondriye bagimli), farkli stres kosullarina
(radyasyon, kemoterapotik ajanlarla muamele, vb.) cevap olarak mitokondriyal
seviyede birlesen hiicre i¢i sinyaller aracilik eder [86]. Onarilamaz genetik hasar,
hipoksi, asir1 yiiksek sitozolik Ca” konsantrasyonlar1 ve siddetli oksidatif stres gibi
igsel uyaranlar, i¢ mitokondriyal yolagin baslamasinin tetikleyicileridir [87]. Bcl-2
familyasinin (Bax, Bak) apoptotik BH3-liyelerinin daha sonraki aktivasyonu,
antiapoptotik  proteinler olan Bel-2, Bel-xL ve Mcl-1'i nétralize ederek,
mitokondriyal membranin dig membran gegirgenliginin (MOMP) bozulmasina neden

olur.
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Boylece normalde hiicreler arast boslukta siirli kalan proteinler sitozole
yayilma firsat1 bulurlar. Bu proteinler, sitozolde mitokondriyal bagimli 6liimi aktive
etmede ©nemli rol oynayan sitokrom-c gibi apoptojenik faktorleri igerir [88].
Sitokrom-c, sitozolik Apaf-1’e (apoptoz proteaz aktive edici faktdr-1) baglanir ve
baslatici prokaspaz 9'u kaspaz alim bolgesine (CARD) rekruit eden, otoaktivasyona
ve ardindan proteolize izin veren apoptozom adli bir kompleks olusumunu tetikler.
Proses sirayla apoptotik hiicre Sliimiine yol acan hiicresel substratlarin b&liinmesi

icin downstream yiiriitiicii kaspazlar-3, -6 ve -7'yi aktive eder [89, 90].

1.1.2.2.4 B Hiicreli Lenfoma 2 (BCL-2) Ailesi Proteinleri

Intrinsik yol, hiicre i¢i proteinlerin B-hiicreli lenfoma 2 (Bcl-2) ailesi
tarafindan diizenlenir. Bu protein ailesi, MOMP'nin degisimini kontrol eden hem

pro-apoptotik hem de anti-apoptotik intrinsik yolaklari diizenler [91].

Bu nedenle Bcl-2 proteinleri, mitokondriyal zarin gegirgenlestirilmesine
aracilik ederek, apoptotik bir anahtar olarak gérev yapar [92]. Bcl-2 proteinleri, BH1
ila BH4'te listelenen tipik BH (Bcl-2 Homoloji) domain adlarinin bilesimine bagh
olarak, bir grubu anti-apoptotik ve iki grubu da pro-apoptotik fonksiyona sahip
olmak tizere ti¢ alt gruba ayrilir [93, 94].

Pro-apoptotik proteinlerle dimerizasyon igin BH1 ve BH2 Bcl-2 domainlerine
ihtiyag duyulurken, BH3 domaini pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler
arasindaki etkilesim igin ¢ok dnemlidir ve tiim aile Giyelerinde mevcut olarak bulunur
[95]. Anti-apoptotik proteinler, sitokrom-c'nin mitokondriyal saliverilmesini bloke
ederek apoptozu diizenlerken, proapoptotik proteinler, bu salivermeyi tesvik ederek
etki eder. Bel-2 ailesi liyeleri arasindaki denge ve protein-protein etkilesimleri, bir
hiicrenin hiicre sagkalimi veya apoptoz gegirip gegirmedigini belirlemek igin
gereklidir. Bax ve Bak'in aktivasyonu, mitokondriyal membran gegirgenligini
degistiren sonda homo-oligomerik protein komplekslerinin olusumunu tetikleyen

konformasyonel degisiklikleri icerir [96, 97].
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Sekil 1.1: Apoptoz Yolaklar1 [98].

1.1.2.3 Otofaji

Otofaji, mayadan insana kadar tiim &karyotik hiicreli canlilar1 kapsiyan
hiicresel stres yanit mekanizmasidir. Hiicre igerisinde sorunlu olan, yanls katlanmis,
birikimi olmus proteinlerin, hasara ugramis organellerin, hiicre igerisindeki uzun
Omiirli proteinlerin sindirilip geri dontisiimiinde ve kalitesinin kontroliinde gérev
alan bir sistemdir. Otofaji bu geri doniisiim mekanizmasi disinda stres durumlarinda
hiicre canlilig i¢in temel yapitaslarinin {iretilmesinden de sorumludur ve bu amagla

da aktive olur [99].

Yunanca kendini yemek anlamina gelen otofaji terimi, ilk olarak 40 yil 6nce
Christian de Duve tarafindan ve biiyiik dl¢tide, pankreatik bir hormon olan glukagon
ile perflize edilen sigan karacigerinin lizozomlarindaki mitokondri ve diger hiicre igi
yapilarin gézlemlenen bozulmasina dayandirilarak kesfedildi [100]. Karacigerde
glukagonla indiiklenen otofaji mekanizmasi, molekiiler seviyede hala tam olarak
anlagiimamistir, bunun disinda, kinetik-A'nin siklik AMP kaynakli aktivasyonunu
gerektirmektedir ve dokuya spesifiktir [101].
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Son yillarda, bilim diinyasi, molekiiler anlayisimiza ve sayisiz laboratuvardan
gelen bu siirecin fizyolojik onemini takdir etmemize sundugu biiyiik katkilarla,
otofajiyi yeniden kesfetti [102, 103]. Otofajinin 6nemi memeli sistemlerinde iyi
taninmasina ragmen, otofajinin molekiiler diizeyde nasil diizenlendigini ve
uygulandigini belirleyen mekanik atilimlarin ¢ogu ilk olarak mayada yapilmistir
[102, 104]. Halen, 32 farkl otofajiye bagli gen, mayadaki genetik tarama ile
tanimlanmistir ve dnemli Glgiide, bu genlerin birgogu balgik kiiflerinde, bitkilerde,
kurtlarda, sineklerde ve memelilerde korunmakta olup, filogenetikte aghiga karsi
tepkilerde otofajik siirecin 6nemini vurgulamaktadir [102]. Hepsi lizozomdaki
sitozolik bilesenlerin proteolitik parcalanmasini destekleyen tanimlanmis (g tiir
otofaji vardir: makro-otofaji, mikro-otofaji ve saperon aracili otofaji. Makro-otofaji,
bir otolizozom olusturmak i¢in lizozomla kaynasan, bir otofagozom olarak
adlandirilan, bir ¢ift membran bagh vezikiil aracisi vasitasiyla lizozoma sitoplazmik
kargo saglar. Buna karsilik Mikro-otofajide, sitozolik bilesenler lizozomal
membranin invajinasyonuyla dogrudan lizozom tarafindan alinir. Hem makro hem de
mikro-otofaji, secici ve segici olmayan mekanizmalar yoluyla biiyiik yapilari icine
alabilir. Saperon-aracili otofajide, hedeflenen proteinler, lizozomal zar reseptorii
lizozomal-iligkili zar proteini 2A tarafindan taninan, ¢dziilmelerine ve bozulmalarina

yol agan bir kompleks i¢inde, lizozomal zar boyunca yer degistirir [105].

1.1.2.3.1 Temel Otofaji Sistemi

Otofaji, endoplazmik retikulum ve / veya trans Golgi ve endozomlarin
katkida bulundugu lipid ¢ift katmanindan tiiretilen bir fagofor olarak da bilinen bir
izolasyon membrani ile baslar, bununla birlikte memeli hiicrelerinde fagoforun tam
kékeni tartismalidir [106, 107]. Bu fagofor, protein agregatlari, organeller ve
ribozomlar gibi hiicre i¢i kargolari igine alacak sekilde genisler, boylece kargoyu cift
membranli bir otofagozom i¢inde sekestre eder [108]. Yiiklenen otofagosom,
lizozomla fiizyon yoluyla olgunlasir ve bu, otofagozomal igeriginin lizozomal asit
proteazlarla bozunmasini saglar. Lizozomal permeazlar ve tasiyicilar, amino asitleri
ve diger bozunma tirlinlerini, sitoplazmaya geri gonderirler, burada makromolekiiller

olusturmak ve metabolizma igin tekrar kullanilabilirler [108].
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Dolayisiyla, otofaji, ATP tiretme yoluyla enerji verimliligini destekleyen ve
islevsel olmayan proteinleri ve organelleri kaldirarak hasar kontroliine aracilik eden

hiicresel bir 'geri dontisiim fabrikasi' olarak dusiintilebilir.
Bu karmasik islem molekiiler diizeyde 5 asamada diizenlenir.

Bunlar (a) fagofor olusumu veya g¢ekirdeklenme (b) Atg5-Atgl2
konjugasyonu, Atgl6L ile etkilesim ve fagoforda multimerizasyon (c¢) LC3 prosesi
ve uzayan fagofor zarma insersiyonu (d) degredasyon icin rastgele veya segici
hedeflerin yakalanmasi ve (e) otofagozomun lizozomla flizyonu, ardindan yutulmus

molekiillerin lizozomal proteazlari ile proteolitik degredasyonu.

1.1.2.3.2 Secici Otofaji Sistemi

Secici otofaji, hasarli organeller, yanlis katlanmis proteinler veya istilaci
patojenler gibi belirli kargo tiplerinin taninmasi ve indirgenmesi igslemi anlamina
gelir. Secici otofajinin ti¢ formu vardir: mayaya 6zgii sitoplazmadan vakiiole otofaji

(Cvt), secici makrootofaji ve saperon aracili otofaji (CMA) [109].

Selektif makrootofaji, otofajide yaygin olarak bilinen bir selektivite formudur
[110]. LC3 ile etkilesime giren bolgeleri igeren baglanma reseptorleri veya
bagdastiricilart  vasitasiyla  belirli  yiikleri otofagozoma yoneltme, tanima

mekanizmasi tarafindan diizenlenir [111].

Selektif makrofatofaji, patojenlerin yikilmasi, lipidlerin yikimi ve protein
agregatlarinin yikimi gibi spesifik yiiklerinin dogasina bagli olarak birkag tipte
siniflandirilabilir. Buna ek olarak, organellere 6zgli makroatofaji, endoplazmik
retikulum otofajisi, peroksizomlarin otofajik yikimi ve otofajinin mitokondri yikimi
olarak siniflandirilabilir [112]. Segici otofaji birgok hastalikta ortaya ¢ikar. Ornegin
agrefaji, Alzheimer ve Parkinson da déhil olmak iizere nérodejeneratif hastaliklara
bagli patojenik protein agregatlarinin temizlenmesi igin kritik bir role sahiptir [113].
Patojenleri degredasyonu (Xenophagy) dogustan gelen bagisiklik sistemi ile
iliskilidir ve akciger hastaliklari ile iligkilendirilir [114].



Mitofaji, mitokondriyal kalite kontrol aracidir ve Parkinson ile
iliskilendirilmistir [115]. CMA, Hsc70 ve CMA fonksiyon bozuklugu olan hedef
proteinler iizerindeki spesifik bir motifin taninmasi ile ciddi hastaliklarin, 6zellikle de

norodejeneratif hastaliklar ve kanserin patogenezinde kilit rol oynar [116].

_Makrootofaji

Saperon Arach Otofaji

Aok Dgmsme w3 Qeeysiing: & Eusssigeme

s A A

Sekil 1.2: Otofaji ve selektif otofajinin siiflandirilmasi [117].

1.1.2.3.3 Otofajiyi Diizenleyen Sinyal Yollari

Otofaji, hiicre i¢i organellerin ve proteinlerin biitlinliigliniin korunmasinda
temizlik gorevini tstlendigi dusiiniilen ¢cogu hiicre tipinde bazal seviyelerde aktiftir
[118]. Bununla birlikte, otofaji, genellikle a¢lik durumunda uyarilir. Hiicrelerin ve
organizmalarin, besinler tekrar mevcut oluncaya kadar hayatta kalmay tesvik eden

besin yoksunluguna adaptif tepkisinin kilit bir bilesenidir.

TOR kinaz besinlerin algilanmasinda ve hiicre biiylimesinin ve otofajinin
diizenlenmesinde ©nemli bir oynar. Bununla birlikte biiylime faktorii reseptorii
sinyalinin, hipoksinin, ATP seviyelerinin ve insiilin sinyalinin altinda bir sinyal

kontrol noktasi olma gérevini de tistlenir.
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TOR kinazi, Akt kinazinin, PI3-kinazin ve biiylime faktorii reseptdriiniin
downstreaminde aktive edilir, besinler mevcut oldugunda sinyal verir ve ribozomal
protein ekspresyonunun indiiksiyonu ve artan protein translasyonu yoluyla biiylimeyi
tesvik etmek iizere hareket eder. Daha da 6nemlisi, TOR, bu gibi biiylimeyi tesvik
edici kosullar altinda otofajiyi inhibe eder ve bunun maya ve Drosophila'daki Atgl
kinaz aktivitesi tizerindeki inhibe edici etkilerine aracilik ettigi bilinirken, memeli
hiicrelerinde nasil gergeklestirildigi hentiz acik degildir. TOR kinazi, hipoksi dahil
olmak tizere besin yoksunlugunu algilayan sinyallerle represe edilir [119]. TOR un
upstream bolgesinde, diisiik ATP seviyelerine karsilik olarak adenosin 5'-monofosfat
(AMP) ile aktiflestirilmis protein kinazin (AMPK) aktivasyonu, mTOR aktivitesi
i¢in gerekli olan kiiglik bir GTaz olan Rheb tizerindeki Tscl / Tsc2 tiimor baskilayici
proteinlerinin inhibe edici aktivitesini arttirir [120]. Blylime faktorii reseptor
aktivitesine cevaben azalmis Akt aktivitesi, Tsc kinazini Tscl ve Tsc2 yoluyla da
baskilamakta, TOR ise, rapamisin ile hiicrelerin islenmesiyle yapay olarak inhibe
edilebilmektedir [119]. Boylece azalmis TOR aktivitesi; hiicrenin degisen biiyilime
ortamina, artan biiyiime ve artan katabolizma yoluyla uyum sagladigindan emin
olarak, otofajiye neden olur. TOR, Akt gibi onkogenlerin downstreaminde rapamisin
kullanimi, kanser tedavisine ydnelik klinik deneylerde test edilmistir, burada protein
translasyonunu bloke ederek ve otofajiyi indiikleyerek timér bliylimesini inhibe etme

eylemi oldugu varsayilmigtir [121].

Bununla birlikte TOR; TORCI ve TORC2 olarak bilinen iki farkl
kompleksin katalitik bileseni olarak islev gorebilir ve rapamisin, hem TORC1 hem
de TORC2'yi hedef alan "rapalog" denen TORCI'e karsi daha fazla inhibe edici
aktiviteye sahip olarak gorinmektedir [122]. Hipoksi ayrica, hem hipoksi
indiiklenebilir faktoriin indiikledigi hedef genlere bagli olan hem de AMPK, REDDI
ve Tscl / Tsc2'nin asagisindaki TOR inhibisyonu ile aracilik edilen HIF’in bagimsiz
etkileri yoluyla otofajiyi aktive eder [120, 123, 124]. Hipoksinin katlanmis protein
yaniti {izerinden ER stresini indiikledigi ve mitokondrinin hipoksi altinda oksidatif
fosforilasyonda azalmis islevi oldugu g6z oOniine alindiginda, otofajinin
indiiklenmesi, hiicrenin sikigtirilmis ER  boliimlerini ortadan kaldirmasina ve
oksijenin olmadig1 zamanlarda solunum zincirinden serbest elektronlari almasina izin

vererek mitokondriyal kiitleyi azaltabilir,
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Hipoksiye verilen bu adaptif cevap, ER'de gereksiz ATP tiiketimini 6nler ve
mitokondride reaktif oksijen tiirlerinin tiretimini simurlar. Artan otofaji, oksidatif
fosforilasyon ile ATP tiretiminin smirli oldugu bir zamanda hiicrenin katabolizmadan

ATP liretmesini de saglar.

Otofajideki spesifik HIF hedefleri, hiicre 6ltimii diizenleyicilerinin Bel-2 {ist

ailesinin kanonik olmayan tiyeleri olan BNIP3 ve BNIP3L'yi igerir [125, 126].

Hiicre &liimiiyle baglantili olmasina ragmen, bu proteinlerin normal
fonksiyonu mitofajide gortinmektedir [125, 126]. BNIP3L-NIX, olgunlasan
retikiilositlerden mitokondriyal klirenste fizyolojik bir rol oynar [127, 128], BNIP3
ise oksidatif strese yanit olarak kalp ve iskelet kas1 {izerinde benzer bir role sahiptir

[129, 130].

BNIP3 / BNIP3L'nin, Bcl-2 ile etkilesiminin kesilmesi yoluyla Beclin-1'in
derepresyonunda BNIP3'tin roliinii de iceren mitofajide nasil ¢alistigini agiklamak
i¢in gesitli modeller dnerilmistir [131]. Bununla birlikte, BNIP3L'nin, LC3 ile iligkili
molekiil GABARAP [y-aminobutyric type A (GABA)-receptor associated protein]
ile etkilesime girerek mitokondriyal klirensi arttirmada daha dogrudan bir rolii

oldugu da gosterilmistir [132, 133].

Otofajinin hiicre déngiisli durmasini tetikledigi bilinmektedir ve bunun biiyiik
olgtide TOR aktivitesinin besin yoksunluguna bagli inhibisyonu ve siklin D1 gibi
anahtar hiicre dongiisii genlerinin translasyonu iizerindeki asagi yonde etkileri

tarafindan ortaya g¢ikabilecegi goriilmiistiir.

Bu, otofajinin tiimoriin ilerlemesinde nasil ve hangi asamada etkili oldugunu
anlamak i¢in 6nem verdigi dikkate alindiginda, buyiik ilgi ¢ekecek bir arastirma

alanmidir [134].
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1.1.3 Bugday Cimi

Bugday tohumu temel gida olarak diinya capinda ekimi fazlaca yapilan tek
yillik otsu bir bitkidir [135-137]. Birgok bugday tiiri Triticum cinsini

olusturmaktadir.

En yaygin yetistirilen 7. aestivum’dur. Bugday yetistiriciligi arkeolojik
kazilar géz 6niinde bulunduruldugunda M.O 9600’ lere kadar dayanmaktadir. Bugday
cekirdegi karyopsis meyve olarak adlandirilan kuru meyve tiiriine girmektedir.
Bugday tiim gida mahsulleri icerisinde tarlada en fazla yetistirilendir (220,4 milyon
hektar, 2014 FAOSTAT). Bugdayda diinya ticareti diger trlinlere gore ¢ok fazladir
[138]. 2016 yilinda diinya bugday tiretimi 749 milyon tondu ve misirdan sonra en
fazla tiretilen tahil haline geldi. Bugday iiretimi 1960°dan bu yana 3 kat artt1 ve 21.yy
ortalarina dogru artmasi da beklenmektedir [139-141].

Bugday onemli bir karbonhidrat kaynagidir [142]. Kiiresel olarak, insan
gidalarinda 6nde gelen bitkisel protein kaynagidir. Protein igerigi yaklasik %13 olup
diger tahillara gore fazladir. Fakat esansiyvel aminoasitlerin saglanmasi igin protein
kalitesi agisindan nispeten diigliktir [143]. Giinimiizde genelde bugdayin mutant
formalar1 kullanilmaktadir. Bunun yapilmasindaki temel amag¢ bugdayn tekrar tekrar
hizl1 hasat verebilmesidir. Yerli bugdayda tahillar daha biiyiiktiir ve tohumlar daha
kalin ve serttir. Mutant formlar daha kirilgan ve ezilmesi daha kolay oldugu igin
ciftciler tarafindan tercih edilmektedir. Bugday: bir besin kaynag olarak gelistiren
ozellikler ayni zamanda bitkinin dogal tohum dagilim mekanizmalarinin da
igerdiginden oldukc¢a evcillesmis mutant bugday tiirleri vahsi dogada hayatta
kalamamaktadir [144].

Bugdayda yapraklar stirgiin apikal meristemden, teleskobik bir bicimde
tireme ¢iceklenmesine gecene kadar ortaya ¢ikar [145]. Bir bugday bitkisi tarafindan
tiretilen son yaprak, bayrak yapragi olarak bilinir. Gelismekte olan bu yaprak
karbonhidrat saglamak i¢in daha yogundur ve diger yapraklara oranla daha yiiksek

fotosentetik hiza sahiptir.

[liman tilkelerde bayrak yapragi bitkideki ikinci ve lglincii en yiiksek yaprak
ile birlikte, tahildaki karbonhidratin biiyiikk kismmi saglar ve biiylimenin

tamamlanmasi igin ¢ok 6nemlidir [146, 147].
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Bugday yapraginin {ist tarafinda alt tarafa gére daha fazla stomaya sahip olan
alisiimadik duruma sahip olan bir bitkidir [148]. Bu durumun sebebinin herhangi bir
bitkiden daha uzun siire evcillestirilip ekilmesiyle iligkili olabilecedi teorize
edilmistir [149]. Kislik bugday, genel olarak siirgiin basina 15 yaprak ve 9°a kadar
bugday tretir [150]. Bugday kokleri ekilebilir mahsullerin en derine inenleri
arasindadir ve bu derinlik 2 metreyi bulabilmektedir [151]. Bugday genetigi diger
tiirlerin ¢ogundan daha karmasiktir. Bazi bugday tiirleri iki kiime kromozomlu
diploiddir, ancak birgogu dort kiime kromozomlu (tetraploid) veya alti (hekzaploid)
ile stabil poliploittir [152]. Bugday genlerinin belirli varyasyonlarinin varligi, mahsul
verimi i¢in énemli olmustur. Evcillestirme sirasinda antik donemde segilen genlerin
mutant versiyonlarinin yani sira, buylime Ozelliklerini etkileyen kasitli bir allel

se¢imine de gidilmistir.

ik olarak japon bugday yetistiricileri (Norman Borlaug Nr) tarafindan kisa
sapli bugday tretmek igin kullanilan ciice ¢zelligine sahip genler, diinya genelinde
bugday verimi Uzerine ©&nemli etkiye sahipti ve Meksika ve Asya’daki Yesil
Devrim’in basarisinda 6nemli bir etken oldu. Dwarfin genleri, fotosentez sirasinda
tutulan karbonun tohum tiretimine yonelimini saglar ve aym1 zamanda konaklama
sorunun ortadan kalkmasinda rol oynamaktadir. Bugdaylar agir azotlu glibreleme
sonucu fazla uzar bu uzama sonunda riizgarin etkisiyle basak kismi diiser ve ¢iiriir.
Fakat 1997 yillara gelindiginde gelismekte olan diinya tarafindan %81 oraninda
kullanilmaya baslanan yari ciice bugdaylar ile hem verim artist hem de azotlu
glibreden daha iyi verim alinmasiyla bu sorun biiyiik oranda azaltildi. 7riticum cinsi
bu cinse ait yabani otlar ile ¢avdar benzeri otlar 1930’lardan beri ekili bugday
yetistiriciligi icin pek gok hastaliga direng 6zelligi kaynagi olmustur [153]. Heteroz
ve hibrit canlilik (misirin bilinen Flhibritlerinde oldugu gibi), yaygin olarak
(hekzaploid) bugdaylarda ortaya ¢ikar, ancak bugday cicekleri mitkemmel oldugu
icin ticari 6lcekte (misirda oldugu gibi) hibrit ¢esitlerin tohumunu tiretmek zordur ve
normalde kendi kendine tozlasir. Ticari hibrit bugday tohumlari, kimyasal hibritleme
ajanlar kullanilarak iiretilmistir, bu kimyasallar selektif olarak polen gelisimine veya

dogal olarak olusan sitoplazmik erkek kisirlik sistemlerine miidahale eder.

Hibrit bugday, Avrupa (6zellikle Fransa), Amerika Birlesik Devletleri ve

Giiney Afrika’da sinirli bir ticari basari olmustur.
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2010 yilinda BBSRC (Biyoteknoloji ve Biyolojik Bilimler Arastirma Kurulu,
Biotechnology and Biological Sciences Research Council) tarafindan finansa edilen
bir Birlesik Krallik bilim insanlarindan olusan bir ekip, ilk defa bugday genomunu
desifre ettiklerini agikladi [154]. 29 Kasim 2012°de, esasen eksiksiz bir gen seti
yaymlandt (Triticum aestivum igin) [155]. Total DNA ve cDNA’larin rastgele atis
teknigi ile 7. aestivum chinese spring i¢in (CS42) Rosche 454 dizileme cihazi
kullanilmigtir. Cihazin GS FLX Titanium ve GS FLX+ platformunda 85gb’lik
(genomun 5 kati kadar) sekansi bulunan (200 okuma), ve genomun yaklasik 94.000
96.000 arasit geni tanimladigi belirlenmistir [156]. Bu sekans verileri, diger
tahillardan ortolog gen setlerine dayanarak, yaklasik 96.000 gene dogrudan erisim
saglar ve sistematik bir biyoloji anlayisi ve tahil mahsuliinii degerli 6zellikleriyle

tasarlama yolunda atilmig 6nemli bir adimdir.

Tahil genetigi ve 1slahindaki etkileri genom varyasyonunun incelenmesini,
dogal  popiilasyonlart  kullanarak  birlesme  haritasinin = olusturulmasini,
transkriptomalarda ekspresyon ve niikleotid polimorfizmini incelemeyi, popiilasyon
genetigini ve evrimsel biyolojiyi incelemeyi, ve epigenetik modifiksyonlar
incelemeyi igerir. Ayrica, NGS (Yeni nesil dizilime) teknojisi ile tiretilen biiyiik
Olcekli genetik belirteglerin mevcudiyeti, 6zellik eslesmesini kolaylastiracak ve
marker destekli 1slah ¢ok daha uygulanabilir hale getirecektir [155]. Ustelik elde
edilen veriler sadece heterosis ve epigenetikler gibi karmasik olaylarm desifre
edilmesini kolaylastirmakla kalmaz, ayn1 zamanda yetistiricilerin, hangi atadan elde
edildigini tahmin etmeyi saglayabilir. Ayrica arastirmacilar, bu bilgilerden
faydalanarak enerji iiretimi, metobolizma ve transgenik bugdaydan almabilecek

verim ile biiyiimeye etki eden genleri siniflandirip tespit etmiglerdir [155].
Baslica ekimi yapilan bugday tiirleri;
Hexaploid Tiirler;

T. aestivum (Common Wheat, Ekmeklik Bugday): Diinyada en yaygin sekilde
yetistirilen hexaploid ttirdiir ve verimi yiiksektir [156, 157].

T. spelta (Spelt): Sinirli miktarda yetistirilen hexaploid tiirlindendir.
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Tetraploid Tiirler;

T. durum (Durum);Giinlimizde yaygin alarak kullanilan bugdayin bir

tetraploid formu ve ikinci en yaygin ekili bugdaydir.

T. dicoccon (Emmer); Eski zamanlarda yetistirilen giinlimiizde yaygin

olmayan bugday tiirlerindendir.

T. turanicum (Khorasan); Eski bugday ttrlerindendir. Giinlimiizde Afkanistan
ve Iran’in kuzeyindeki tarihi bélgeyi ifade etmektedir. Modern bugdayin iki kati

biiytikliigtinde ve zengin findik aromasiyla taninmaktadir.

T. monococcum (Einkorn); Vahsi ve evcillestirilmis formlar1 mevcuttur.

Ayrica Emmer bugday olarak evcillestirilmistir.

Besin degerleri bakimindan incelemek gerekirse 100 g da 327 kilokalori
saglar, bunun yani sira fosfor, manganaz, niasin gibi temel besin maddelerini
icerirken ayni zamanda da iyi bir lif ve protein kaynagidir. Bugday % 13 su, % 71
karbonhidrat ve %13 protein icerigi ¢ogunlukla gliitendir. (bugdaydaki proteinin
% 75-80°1) [158].

Bugday gelismekte olan tilkelerde kullanimi yoZun sekilde artmaktadir. Buna
bagli bugday ¢imeninin dnemi de her gecen giin tartismalara yol agmaktadir. Yapilan
epidemiyolojik ¢alismalar tahil kokenli beslenmenin bir¢ok hastalifa (kanseri

diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar) karsi koruyucu oldugu bulunmustur [159, 160].

Bugday 6zellikle ilk ¢imlenme evresinde 6-10 giinliik gecen siiregte disardan
gelebilecek her tiirlti tehdite karst; yeni olusan ve olugmakta olan hiicreleri koruma
amaciyla maksimum antioksidan aktivite durumuna geger. Bunu primer sekonder
metobolit ve mineralleri ¢ok sayida salgilayarak elde eder [161]. Ayrica bugday ¢imi
biiylime asamasinda A,C,E.B vitaminlerini, farmokolojik etkilerden sorumlu olan
SOD (stiper oksit dismutaz) 1, bor, molibden, selenyum krom, ¢inko, demir, gibi
mineralleri iginde bulundurur [5]. Bugday ¢imi kullanilarak yapilan ¢alismalar birgok
hastaliga karst bugday c¢imi suyunun farkli farkli etkiler gosterdiginin kaniti
niteligindedir. Bunlar i¢inde anti-iilser [162], talasemide kan yapici [163], anti kanser

[164], anti-artrit [165] , anti oksidan [161] gibi aktiviteler goriilmiistiir.
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Bugday ¢imi suyunun bilinen 6zelliklerinden biriside yiiksek oranda klorofil
icermesidir. Igerigindeki klorofilin karsinojenlerin aktivasyonunu inhibe ettigi ve bu
nedenle ©Snemli oldugu arastirmalar neticesinde bilinmektedir [164, 166-168].
Klorofilin yesil kan olarak da ifadesi bir¢ok literatiirde gegmektedir. Bunun baglica
nedenleri iginde en Onemli etken insandaki hemoglabine anatomik olarak
benzemesidir. Bugday ¢imi ekstrati bu nedenle hemolatik anemi, talasemi gibi
vakalarda i¢erdigi Fe, Mg ve klorofil ile bu agig1 kapatabilirligi tespit edilmistir [163,
166, 169].

Cesitli metobolik olaylar sonucunda ROS (reaktif oksijen tiirleri) canli
organizmalarda yan tiriin olarak olugsmaktadir. ROS’ nin yiiksek konsantrasyonlari
molekiiler diizeyde ele alinacak olursa oksidatif yikima yol actig1 bilinmektedir. Az

konsantrasyonun da hiicre faaliyetlerinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir.

Yol agtig1 oksidatif hasarla kanser arasinda baglanti oldugu kanser olusumuna
on ayak oldugu bilinmektedir. Bugday ¢imi ekstrakti icerdigi fenolik bilesikler ile
antioksidan aktivite dzelliklerinden dolayt ROS’ un bu asir1 konsantrasyon artigina
bagh etkisini azaltip kanser olusumunu engellemede katkisi oldugu bilinmektedir

[170, 171].

Falcioni ve ark. yaptiklari in vitro calismalar ile bugday c¢iminin DNA
hasarmi Onlemede aktif rol oynadigmi; bununda siiperoksit dismutaz (SOD) ve
sitokrom oksidaz gibi ROS’u bir oksijen ve hidrojen peroksit molekiillerine

dontstiiriilebilen antioksidan enzimlerden dolayr oldugunu géstermislerdir [172].

Shram R. ve arkadaslarmin rastgele secilen 30 kisi tizerinde yaptiklar
calismada 30 giin boyunca bugday ¢im tozu takviyesi yapilan kisilerde kan 6rnek
analizlerinde yapilan sonuglarda SOD enzim aktivitesinin ve plazmadaki antioksidan
aktivitenin ylikseldigini gormiigler ve MDA’ y1 azaltarak yani hiicresel lipid
peroksidasyonun koruma sagladigi ve oksidatif srtesin 6nlenmesinde yer aldigini

gozlemlemislerdir [173].

Calismamiz kapsaminda diinya ¢apinda ekimi en fazla yapilan tek yillik otsu
bir bitkidir olan bugdayin ¢imi kullamilmistir. Bugday ¢iminin anti iilser, anti artrit,
anti oksidant ile anti kanser aktiviteleri hakkinda cesitli calismalar yapilmis olmasina

ragmen bu konuda literattirde sinirh bilgi bulunmaktadir.
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Bu nedenle bu yiiksek lisans tezi ile bugday ¢iminin anti kanser 6zellikleri

hakkinda daha detayli arastirma yapmak amaclanmistir. Sirasiyla;
a) Bugday tohumlari elde edilerek uygun kosullarda tohumlarin ¢imlendirilmesi,
b) Elde edilen bugday ¢imlerinden su ekstraktinin olusturulmasi,

c¢) Elde edilen bugday ¢imi su ekstraktin pankreas kanser hiicre hatti Pancl, prostat
kanser hiicre hattt PC3 ve hepatoma hiicre hatti Hep3B ile insan endotel hiicre hatti

HUVEC hiicrelerinde sitotoksik etkilerinin belirlenmesi,

d) En yiiksek sitotoksik etki gozlenen PC3 hiicre hatlarinda bugday c¢imi su
ekstraktinin bazi apoptotik ve otofajik genlere etkisinin mRNA ve protein

seviyesinde belirlenmesi,

Basamaklar1 gerceklestirilmistir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1  Materyal

Bu béliimde ¢alisma boyunca kullantlan materyal ve izlenen metot detayli bir

sekilde agiklanip tablo ve sekillerle anlatilmistir.

2.1.1 Bugday Tohumlar

Sekil 2.1: Karakilgik bugday:

Calismada kullanilan bugday soyu Seferihisar Belediyesi’nin uzun ugraslari
sonucunda yayginlastirilmis olan karakilgik bugdayidir. Ege Bolgesi'nde yetismekte
olan ve karakilcik bugday1 tanesi; kahveye yakin renkli, sert, iri taneli ve ovaldir. En
sert bugday tiirleri arasinda olan karakilgik demir, fosfor, A, E, K, C agisindan da
olduk¢a zengindir. Diger bugday tiirlerine gore 50 kat daha besleyici oldugu
savunulan karakilgik bugdayi 2n=28 yapisinda olup genetigi bozulmamis nadir dogal

bugday tiirleri arasinda bulunmaktadir.
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2.1.2 Cahsmada kullanilan Laboratuvar Araclar ve Kimyasallan

Calismada kullanilan laboratuvar ara¢ ve geregleri, deney boyunca kullanilan

kimyasallar listelenip marka modeline gore gruplandirilip Tablo 2.1 ve Tablo 2.2 de

gOsterilmistir.

Tablo 2.1: Calismada kullanilan cihazlar

KULLANILAN CIHAZLAR

MODEL

Buz Makinasi Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, Italya
Buzdolabi Argelik, Tiirkiye

CO, 'li inkiibatsr Nuair
Calkalamali Inkiibator Shel-Lab, USA

Goriintiileme Cihazi

Fusion FX VILBER LOURMAT

Hassas Terazi

Sartorius

I[sitmali Manyetik Karistirici

Velp Scientifica, Ispanya

Is1 kontrollii ¢alkalamalr inkiibatdr

GFL, Almanya

Inverted Mikroskop

Nikon

96 kuyulu plaka okuyucu
spektrofotometre

Bio-Tek

Laminar Air Flow

Telstar BIOII, Ispanya

Otomatik pipetler

Finnpipette

Otoklav Hirayama, Japonya
pH Metre WTW, Almanya
PZR BioLab

RNA elektroforezi Thermo
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Tablo 2.1: (devami):

+4°C Sogutmali Makro santrifiij
(Falkon)

Sigma

Santriftij (Ependorf)

Mikro 120 Hettich

Santrifiij (Falkon)

Niive NF815

Saf su cihazi Destilasyon 3.1 (Comecta Sa)
-80°C dondurucu Thermo
UV Visible spektrofotometre Thermo

Vorteks Elektromag, Tiirkiye
qRT PZR Roche

Qubit Invitrogen

Havan -

Inkubator WTB, German, Niive

Manyetik karistirict

Velp Scientifica

Jel goriintiileme sistemi

Bioimagining Systems

Tablo 2.2: Calismada kullanilan kimyasal listesi

Malzeme Ismi Firmasi
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medyum Sigma
(DMEM)

Fetal Sigir Serumu (FCS) Sigma
Fosfat tampon tabletleri (PBS) Sigma
Dimetilsiilfoksit (DMSQO) Sigma
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Merck
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Tablo 2.2 (devami):

L-glutamin, Tripsin-EDTA

Sigma

Gene]ET™ RNA Purification Kit

Thermo Scientific

3-(N-morpholino) propansiilfonik asit Merck
(MOPS)

Diethylpyrocarbonate (DEPC) Sigma
SYBR® Green PCR Master Karisimi Sigma
Formaldehit, f-Merkaptoetanol Sigma

Reverse Transkriptaz

Thermo Scientific

Tetrametiletilendiamid (TEMED) Sigma
Tris, Borik Asit, EDTA Sigma
PVDF Membran Millipore
Amonyum persiilfat Merck

B-Aktin Antikoru Sigma, Abcam
Sekonder antikor Santa Cruz
Proteaz inhibitdr tabletleri Roche

X-Ray Film Kodak

Pierce ECL (Western Blotting substrat) | Thermo

APS (Amonyum persiilfat)

Fisher Chemicals

Akrilamid-Bisakrilamid Merck
Ampicilin Sigma
Agaroz Prona
Page Ruler Prest Thermo
Beta-merkaptoetanol Merck
C;H3NaO; ( Sodyum Asetat ) Sigma
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Tablo 2.2 (devami):

CaCl; (Kalsiyum kloriir)

Borasan Kimya

DEPC AppliChem
DMSO (Dimetil sulfoksit) Merck
Etidyum Bromiir Sigma
Etanol Sigma
Formaldehit Sigma
LB-Agar Sigma
MTT Clontech
MgCl; (Magnezyum kloriir) Fermantas

Metanol Sigma-Aldrich
NaCl; (Sodyum kloriir) Sigma

Siit tozu Santa Cruz
SDS (Sodyum dodesil siilfat) Sigma-Aldrich
Tripsin Sigma

Tris Base Sigma

Tween 20 Sigma-Aldrich
TEMED (Tetra metil etilan diamin) Sigma

Tripan mavi soltisyonu Sigma

B-aktin Antikor Sigma

Distile su Galenik
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2.1.3 Calismada Kullanilan Soliisyonlar

Calismada kullanilan soliisyonlar Tablo 2.3 Tablo 2.4 ve Tablo 2.5 te

calismada kullanilan soliisyonlar verilmistir.

Tablo 2.3: RIPA tamponu bilesenleri

%0,1 Sodyum deoksiselat

%0,1 SDS

140 mM NaCl

10 mM TrisCl (pH:8)

%1 Triton X100

1 mM EDTA

I mM EGTA

Proteaz Inhibitérii

Tablo 2.4: SDS PAGE jel bilesenleri

%10 Ayirma Jeli

%5 Yigma Jeli

ddH20 5 mL

ddH20 6,25 mL

%10 (w/v)APS 100 pL

%10 (W/V)APS 50uL

TEMED 10 pL

TEMED 5 pL

Akrilamid: Bisakrilamid (37:5:1) 2.5
mL

Akrilamit: Bisakrilamid (37:5:1) 1.25
mL

Lower Buffer 2.5 mL

Upper Buffer 2.5 mL
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Tablo 2.5: 1 X FA jel elektroforezi tank tamponu.

10 X FA Tamponu Stok Sol. Son Konsantrasyon
(10X)
MOPS (pH:7) 1M 0,2M
EDTA (pH:8) 0,5M 0,05 M
NaAc 1M 0,01 M
Tampon DEPC ile hazirland1. (pH: 7,0). Soltisyon hazirlandiktan sonra otoklavlanip steril edilerek
kullanildi.

2.2 Metot

Deneylerin Planlanmass

Kulfanilacak Hiicre Hatlannin
Secimi, Bliytilmesi,Pasajlanmasi

Hiicre Canhitk Testleri { MTT)

| ProteinTabanlTeknikier | RNATabaniiTeknikler

Protein Eldest

P

RNA Eldesi

' WESTERN BLOOT ! REALTIME

sSSP b

Sekil 2.2: izlenecek metot tasarimi

2.2.1 Bugday Cimi Yetistirilmesi

Bugday tohumlar: bir kaba alinmak kaydiyla saf suyla birkag kez yikandi.
Yikama sonrasi temizlenen tohumlar igme suyu icerisinde 10 saat bekletildi. Daha
sonrasinda kapakli bir kaba alinan tohumlar nemli kalacak sekilde belli siirelerle
islatilarak 2 giin daha bekletildi. Bu siireg sonunda ¢imlenmis ekilmeye hazir bugday

taneleri elde edildi.
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Elde edilen filizlenmis taneler icinde toprak bulunan genisce bir kap igerisine
list tiste gelemeyecek esit bir sekilde kaba yayilarak dagitildi. Sonrasinda tistleri ince
toprak tabakasiyla ortiiliip nemli kalacak sekilde islatildi. Birkag giin sonra filiz
veren ¢imler iki hafta sonra yeterli boyuta gelince steril bir makas yoluyla kesildi ve
30 g olacak sekilde hassas terazide Olgiilerek saf suyla yikanip -80 °C muhafaza

edilmek iizere kaldirildi.

2.2.1.1 Bugday Cim Ektrakti Eldesi

Ekstrakt hazirlamak i¢in -80 °C den gikarilan 30 g ¢im 100 mL distile su ile
onceden otoklavlanmis havanda bek alevi karsisinda ezildi [6]. Ezilen ¢im suyu
ekstrakt: 50 mL lik falkonlarda birlestirilip 20.000 rpm +4 °C 20 dk santrifiij edildi.
Daha sonrasinda santrifujdan ¢ikan falkonlardaki tist sivi dikkatlice alinip steril bir
kapta birlestirilip steril kabin i¢esinde 0,22°lik filtreden gegcirilip steril hale getirilip
kullanilmak tizere -20 °C buzlukta stokland: [6].

2.2.2 Hiicre Kiiltiirii

Calismamizda Pancl, Hep3B, PC3 ve HUVEC hiicre hatlart kullanilmistir.
Hiicreler -80 °C derin dondurucuda daha 6nce stoklanan soylardan kullanildi. Besi
ortami DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) + FCS (% 10) karisimina 500
uL antibiyotik katilmasiyla hazirlandi. 50 mL lik falkon tiiplere hazirlanan besi

ortami +4 °C de saklanmak tizere kaldirildi.
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ATCC ombas CRL-144F ™
Defgacton:  PANG:L

i ATCC Numdoit, GRL-TIS
Lo osigroton:

A

ATCE Murnbew, CRL-1T30
Omppraion:  WV-EC.C

Sekil 2.3: Kullanilan hiicre tipleri

2.2.3 Hiicrelerin Agilmasi

-80 °C den ¢ikarilan hiicreler su banyosunda 37 °C de hizlica ¢6ziildiikten
sonra ¢oziinen hiicreler % 10 luk FCS’li medyuma alinip karistirildi. Sonrasinda 5
dakika 1000 rpm olacak sekilde santrifiij edildi. Santrifujden alinan falkonun
igerisindeki supernatant uzaklastirildi. Falkon igerisinde geriye kalan pellet medyum
ile ¢coziildiikten sonra hiicre ekim kabina (flask) eklenerek i¢ ortam dengesi % 5 CO,

iceren 37 °C sicakliktaki inkiibatdre konulmustur.

2.2.4 Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Hiicreler 75 cm? lik flasklarda son hacim 15 mL olacak sekilde, igerisinde
0.2mM L-Glutamine ve % 10 FCS bulunduran DMEM i¢inde haftada 2 pasaj
yapilacak sekilde buytiildii.
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2.2.5 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler ylizey alanini belli diizeyde kapladiktan sonra (% 90) flask
icerisindeki medyum uzaklastirildi. Daha sonra hiicreler steril PBS ile bir iki kez
yikandi. Yikamayi sonrast PBS uzaklastirildt ve 3 mL Tripsin-EDTA ile
tripsinizasyon islemi ile hiicrelerin kalkmasi igin gerekli stirenin gegmesi igin
inkiibatorde birka¢ dakika bekletildi. Kalkan hiicreler 6 mL DMEM ile karistirilarak
15 mL’lik falkon igerisinde 5 dk 1000rpm de santrifiij edildi ve hiicreler ¢oktiiriildii.
Siipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet medyum ile ¢oziliip hiicre yogunluguna

gore flasklara béliistiiriildi ve inkiibatére yerlestirildi (% 5 CO,, 37 °C).

2.2.6 Canh Hiicrelerin Belirlenmesi ve Hiicre Sayimi

Toplam hiicre medyum karisimindaki mililitredeki hiicre sayisinin
hesaplanmasi i¢in Thoma Lami kullamldi. (25 kiigiik kareden 1 mm? alana ve 0.1

mm derinlige sahip).

10 mL hazirlanan hiicre medya karisimindan homojen olacak sekilde alinan
10 pL hiicre medya karigimi 10 puL tripan mavisi ile homojen sekilde ependorf iginde
karigtirihr. Karisimdan 10 pL Thoma Lamina konulup sayim islemi yapilir. Olii

hiicreler boyanacagindan sayima katilmadi.

2.2.7 Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler doluluk oranina ulastiktan sonra igerisindeki medyum uzaklastirilir.
Hiicreler PBS ile yikandiktan sonra Tripsin-EDTA ile yapilan tripsinizasyon iglemi
sonrasinda 1000 rpm ile 5 dk santrifuj edilip ¢oktiiriilerek supernatant pelletten
uzaklastirildi. Hiicre pelleti %10 DMSO igeren FCS ile ¢oziiltip hiicre pelleti
saklamak icin tiretilmis Cryovial ismi verilen tiiplere konularak -80 °C lik dolapta

saklanmak tizere kaldirildi.
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2.2.8 MTT Hiicre Canhhk Testi

MTT testi kiiltlir ortamindaki mitokondriyal aktivitesi devam eden canli
hiicrelerin miktarinin saptanmasini saglar. Tetrazolium tuzunun canh hiicreler
tarafindan renkli formazanlara indirgenmesi sonucu spektrometrede Olglimii ile
belirlenen canlilik ve sitotoksitite testidir. Hiicre hatlarinda sitotoksik etkilerin
belirenebilmesi amaciyla Panc-1, PC3, Hep3B ve HUVEC hiire hatlariyla galismaya
baslandi. Flask igerisinde biiyiitiilen hiicreler 96°lik wellere her kuyuda 30.000 hiicre
olacak sekilde paylastirildi. 24 saat boyunca hiicrelerin yiizeye tutunmasi igin
beklendi. Bu asamadan bir sonraki giin ise hiicreler ylizeye tutunmus ise her kuyuya
belirlenen oranlarda madde uygulandi (%20-%15-%10-%5-%]1). Uygulanan
maddeler belirlenen saatlere gore (24, 48, 72) MTT soliisyon uygulamasina baslandi.
(Son konsantrasyon 0,5 mg/mL) 4saat sonunda olusan kristallenme sonucu plakadaki
(well) stvilar uzaklastirilip son konsantrasyonu 0,004 M HCI igeren isopropanol ile
200 pL ye tamamlanir kristal yapinin ¢6ziinmesi saglanir ve spektrofotometride
550 nm de 6l¢tim alinir. Yapilam MTT testleri sonunda en fazla etki gériilen hiicre
hattt PC3 grubu oldugu i¢in deneylerimize PC3 ve HUVEC hiicre hattiyla devam

ederek protein ve RNA seviyesinde arastirmalarina devam edildi.

Tablo 2.6: MTT canlilik testi plaka diizeni

Q e} Q
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2.2.9 RNA ve Protein Seviyesinde Apoptotik ve Otofajik Etkilerin

Belirlenmesi Amaciyla Hiicrelerin Eldesi

Calismada kullanilan hiicre pelletlerinin eldesi icin 25 e¢m® flasklara 2x10°
hiicre olacak sekilde hticreler ekildi. Hazirlanan flasklara sirasiyla, % 30 su igeren
% 10 luk FCS DMEM karigimi, diger bir flaska % 30 ¢im ekstrakti iceren % 10 luk
FCS DMEM karisimi son flaskta kontrol grubu olarak sadece % 10 luk FCS DMEM
karigimi konularak deney gruplari olusturuldu. Olusturulan gruplar madde eklenmesi
yapildiktan sonra 24 ve 48 saat araliklari olacak sekilde deney gruplari kuruldu.
Belirlenen saatlerde pelletleri alinan deney gruplari -80 °C dondurucuya da

saklanmak iizere kaldirildi.

2.2.10 RNA Izolasyonu

Daha 6nce pellet halinde -80 °C dondurucuda kaldirilmis &rnekler buz
tizerinde direk 1siya maruz kalmayacak sekilde dikkatlice ¢oziildii. RNA
izolasyonlar1 Kkitin protokoliinde belirtildigi sekilde yapildi (Gene JET RNA
purification Kit). Ornekler bir sonraki asamaya kadar saklanmak iizere -80 °C de olan

dondurucuya kaldirildr.

2.2.11 RNA Miktar Tayini

Mikrodropta Ol¢tim alindiktan sonra RNA miktarlari asagida belirtilen

formiile gore hesaplandi;

Absorbansso = (Ornek-Kor#40%1/0,049) 2.1

2.2.12 RNA Jel Elektroforezi

Elektroforez aparatlar1 ve tanki jel dokiimiinden énce % 0,5 lik SDS ile
giizelce yikandiktan sonra DEPC igeren su ile muamele edildi. Son olarak etanolden

gegirilen tank, kurumasi igin etiive yerlestirildi.
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0,5 g Agaroz tartilarak, 5 mL 10X FA jel tampon ve 45 mL DEPC’li su ile
mikrodalgada kaynamasi igin bir siire bekletildi. Ve sonrasinda buharlagsma durana
kadar sogumasi i¢in 2 dakika da disarda bekletildi. Buharlasma durduktan sonra 900
puL formaldehit ve 1 pL etidyum bromiir eklenerek kasete dokiildii. Donma
gergeklestikten sonra ise kaset 1 X FA jel tamponu ile doldurulan tanka yerlestirildi.
RNA o&rnekleri boya ile karigtirithp 65 °C’de 10 dk 1s1 ile denatiire edildikten sonra
11-12 dk buzda bekletildi. Sonrasinda kuyulara yiiklenen 6rnekler 90 Voltta
yurtitilmek  suretiyle, RNA  kalitesi dijital jel goriintiileme sisteminde

degerlendirilerek diger basamaklara gegildi.

2.2.13 Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

RT-PZR iki ayr basamakta yapildi. Basamaklarin ilkinde RT enzimi
kullanilarak ¢cDNA sentezi gerceklestirildi. Ikinci basamakta ise ilk basamakta elde
edilen ¢cDNA larin 1 pL’si kullanilarak spesifik primerler araciigiyla PZR

(polimeraz zincir reaksiyonu) gerceklestirildi

2.2.14 cDNA Sentezi

Daha once elde edilmis olan RNA’larin miktarlart mikrodropta dlgiildiikten
sonra 1 pg olacak sekilde alinmasi gereken RNA miktari hesaplandi. 1pL Oligo dT
primeri eklemesi de yapilarak 12,5 pl.” ye dH,O eklenerek tamamlandi.

5 dakika 65 °C’de PZR cihazinda inkiibe edildi. Her 6rnek igin 2 pL dNTP.,4
uL Buffer RT, 1 uL Revers Transkriptaz, 0,5 uL Ribolock Inhibitérden olusan bir
karisim hazirlanarak bu karisimlardan her bir tiipe 7.5 pL olacak sekilde paylastirildi.
Hazirlanan drnekler 1 saat 42 °C de, 10 dakikada 72 °C de PZR cihazinda inkiibe
edildi.

39



2.2.15 PCR

1 uL cDNA, 2 mM MgCl,, 10X Taq Buffer, 0.2 mM dNTP 1 pL, Fermentas
Taq polimeraz 1 pL, 1 pg ileri ve geri primer 1 pL, ve 36.5 pL. dH,O da eklenerek
son hacim 50 pL olucak sekilde olusturuldu.

Tablo 2.7: HB2 primerleri i¢in PCR kosullari

il 94 °C 2 dakika 1 déngii
94 °C 60 saniye

2 60 °C 30 saniye 35 dongii
72 °C 45 saniye

e 72°C 5 dakika 1 dongii

2.2.16 Agaroz Jel Elektroforezi

% 0,8 lik jel hazirlanabilmesi i¢in 0,5 X TBE ve LB Agar erlene konularak
mikrodalga firinda kaynatildi. Kaynama sonrasi mikrodalga firindan alinan erlen
sogutulmak tzere bir siire bekletildi. Soguyan jel kasete ddkiilmeden énce icerisine
0.5 pg/ml etidyum bromiir eklendi. Taraklar kasete yerlestirildikten sonra jel dékiildii
ve donmast i¢in bir siire bekletildi. Donma sonrasi taraklar ¢ikarildi ve 20 pL
ornekten 4 pL de orneklerin kuyulara inmesini saglamak i¢in 6 X Loading Dyne
konuldu. DNA elektroforez tanki 0,5 X TBE ile doldurularak 90 V da 40 dk

yuriitiildiikten sonra UV 15181 altinda goriintiilendi.

2.2.17 Real Time PCR

Mix karigimlari tablo 2.8 de verilen miktarlarda hesaplanip kuyu sayisi kadar
oranlandiktan sonra 3 tekrarli olacak sekilde Light Cycler 480 SYBR Green I Master
kiti kullantlarak 96’11 kuyulara paylastirildi. Paylastirma sirasinda kuyucuklarda hava

kabarcigr kalmamasina 6zen gosterildi.
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Hazirlanan plaka Roche Real Time PCR cihazina konuldu ve ¢ikan 3 tekrarh
CT degerleri ortalamasi alinip kontrol geni olan Human-p- 2 mikroglobiilin geninin

CT degerleri ile kiyaslanip degerlendirilmistir.

CtH-B-2 — Ctealisilan gen = ACt (2.2)
Hedef ct degeri = 2-ACt (2.3)

Tablo 2.8: Ekspresyon ¢aligmalarinda kullanilan primerler

Hf-2 Forward 5" TTTCTGGCCTGGAGGCTATC 3’
Hp-2 Reverse 5" CATGTCTCGATCCCACTTAACT 37
Beclin-1 F 5- TGTCACCATCCAGGAACTCA-3
Beclin-1 R 5-CTGTTGGCACTTTCTGTGGA-3
Bax F 5’-TTTGCTTCAGGGTTTCATCC-3’
Bax R 5’-TCCTCTGCAGCTCCATGTTA-3’

Tablo 2.9: Real Time PCR bilesenleri.

Cdna 1 uL
MasterMix 5ul
dH,0 3uL
F primer(10pmol) 0,5 uL
R primer(10pmol) 0.5 uL

4]




Tablo 2.10: Real Time PCR reaksiyon kosullari.

SICAKLIK Siire Dongii
95 °C 10 sn 1
95°C 10 sn 35
60 °C 10 sn 35
%2.°C 10 sn 35
12°C 5dk 1
Erime Egrisi Analizi - 1
Tablo 2.11: Real Time plak deney diizeni
BECLIN | Konrof | Su Cim Kontrel | Su Cim Kontol | Su Cim Kontrol | Su Cim
24h 24h 24h 48h 48h 48k 24h 24h 24h 48h 48h 48h
Huvee | Huvee | Huvec | Huvec Huvee | Huvee | PC3 PC3 PC3 PC3 PC3 PC3
BECLIN | Konrol | Su Cim Kontrol | Su Cim Kontoi | Su Cim Kontrol | Su Cim
244 24h 23k 48k 48h 48h 24h 24k 24h 48h 48h 48h
Huvec | Huvec | Huvec | Huvee Huver | Huvec | PC3 PC3 PC3 PC3 PO PC3
BECLIN | Konrol | Su (im Kontrol | Su Cim Kentol | Su Cim Kontrol | Su Cim
24h 24h 25h 48h 48h 48k 24h 24h 240 48h 48h 481
Huver | Huvee | Huwee | Huves Huves | Huveo | PU3 PC3 PC3 PC3 PC3 PC3
EC3 Konrol | Su Cim Kontrol | Su Cmm Kontol | Su Cim Kantrod | Su Cim
244 24h 23h 48h 48h 48h 24h 24k 24h 48h 48h 48h
Huvee | Huvec | Huvee | Huvee Huvee | Huvee | PU3 PC3 BES PC3 PC3 PC3
LC3 Konrol | Su Cim Kontrol | Su Cim Kontol | Su Cim Kantrol | Su Cim
24h 24h 24h 48h 48h 48h 24h 24h 24h 48h 48h 48l
Huvee | Huvee | Huvee | Huvec Huvee | Huvee | PC3 PC3 PC3 PC3 PC3 PC3
LC3 Konral | Su {im Kostrol | Su (im Kontol | Su Cimn Kontrol | Su Cin
24 h 24h 24h 48h 48% 481 24h 241 24h a8h 4%h 48h
Huvec | Huvec | Huvee | Huvec | Huvec | Huver | PC3 PC3 T PCE O PC3 PC3 | PCE
Hb-2 Konrel | Su Cim Kontrol | Sq Cim Kontol | Su Cim | Kontrol | Su Cim
24h 24h 24h 48h 48h 48h 24h 24k 24h 48h 48h 48h
Huvee | Huvee | Havee | Huver Huver | Huvee | PC3 PC3 PC3 PC3 PC3 PC3
Hb-2 Konrol | Su C'im Kontral | Su Cim Kontol | Su Cim Kontral | Se Gim
24h 24h 24h 48h 48h 48h 24h 24h 24h 48h 48h 48h
Huvee | Huver | Huvee | Huvec Huvee | Huvee | PC3 PC3 PC3 PC3 PC3 PC3

2.2.18 Protein Tabanh Teknikler

-80 °C dondurucudan ¢ikarilan pelletler (% 20°’lik BCE uygulanmis hiicre
pelletleri) alinarak buz tlizerinde ¢6ziinmesi saglandi. Coziinen pelletler iizerine
100 uL RIPA buffer eklenip ¢dzlinme saglandi ve 45 dk buz tizerinde bekletildi. Bu
stire igerisinde 3 kez pipetaj yapildi. 1200 g de +4 °C de santrifiij edildi. Siipernatanti

buz i¢indeki ependorflara alinan érnekler -80 °C dondurucuya kaldirildi.
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2.2.19 Protein Miktar Tayininde Qubit Kullanilmasi

Her ornek i¢in 199 pL Qubit Reagent Protein Buffer ve 1 pl. Reagent boyasi
eklenerek bir karisim hazirlandi. Bu karisimdan alinan 199 pL ve proteinden alinan 1
pL karistirlarak 10 sn vorteks yapildi. Oda sicakliginda 13 dk bekletildikten sonra

Qubit cihazinda Glgiim alind.

Protein Miktari= Cihazda ¢ikan deger x 200(seyreltme katsayisi) (2.4)

2.2.20 SDS PAGE

Kullanilacak malzemeler % 70°lik etanol ve % 90 izopropanol ile temizlendi.
IIk olarak Tablo 2.4°de belirtildigi gibi hazirlanan % 10 luk ayirma jeli iistten 3 cm
bosluk kalacak sekilde hazirlanmis cam aparata dokiildii. Hava kabarcigi olusmasi
durumunda % 90 lik izopropanol eklenerek giderildi. 35-40 dakika ayirma jelinin
polimerizasyonu beklendi. Jelin dondugundan emin olunduktan sonra ddokiilen
izopropanol kurutma kagidi yardimiyla uzaklastirildi. Ardindan Tablo 2.4°de
belirtildigi gibi hazirlanan yigma jeli dokildii ve kuyu olusumu igin beklenen
taraklar oturtuldu. Yigma jeli tamamen polimerlestikten sonra taraklar dikkatlice
¢ikarilip olusan kuyularin saglamhgi gozlendi. Kuyucuklar igerisindeki jel pargalari

ve hava kabarciklar1 uzaklastirilip hazirlanan jel tanka yerlestirildi.

Konsantrasyonlart 50 pg olacak sekilde ayarlandi 5 plL yiikleme boyasi
eklendikten sonra her ornek karigimi upper buffer ile 25 pL ye tamamland.

Hazirlanan érnekler 95 °C’de 5 dk denatiire edilerek proteinler hazirlandi.

Jelin ilk kuyusuna 5 pL Prestained Page Ruler, diger kuyulara da protein
ornekleri yiiklendi. Tank % 0.1 SDS igeren 1X yiiriitme tamponu ile yeteri kaddar

doldurulduktan sonra 120 V yiiriitme islemine tabi tutuldu.
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2.2.21 Proteinlerin Membrana Tranfer Edilmesi

Proteinlerin elektroforetik transferinde Bio-Rad Trans Blot sistemi temin
edilerek kullanildi. Proteinlerin transfer islemleri sirasinda PVDF adi verilen
membranlardan faydalanildi. Camlar arasindan ¢ikarilan jellerin yigma jeli olan
kismi kesilerek uzaklastirildi ve gerive kalan jel soguk tranfer tamponu igerisine
alind1 ve oda sicakliginda 13 dakika inkiibe edilmesi i¢in bekletildi. Esit sekilde
kesilen PVDF membranlar ve kurutma kagitlari bir dakika stireyle metanolde
bekletilip aktive edilerek hazirlandi. Bu arada transfer aparatlar1 ve pedler de transfer
tamponu icerisine alindi. Daha sonra sandvi¢ modeli hazirlanmaya baslandi. Sirasiyla
stinger-kurutma kagidi-jel-membran-kurutma kagidi-siinger seklinde bir diizenek
hazirlanarak diizenekte hava kabarcigi kalmamasi igin ¢ok dikkat edildi. Ve son
olarak hazirlanan diizenek, transfer tamponu ile dolu olan blotlama tankina
oturtularak yerlestirilerek ve akim 15 volt olacak sekilde 12-18 saat (overnight)

transfere birakildi.

2.2.22 Proteinlerin Belirlenmesi

Transfer isleminden sonra aliman PVDF membranlar 20 mL bloklama
¢ozeltisinde (Bloklama soliisyonu % 0.1 (h/h) Tween 20 iceren 1X TBS, %5 (a/h)
yagsiz siit tozu) 1 saat oda sicakliginda horizontal ¢alkalayicida muamele edildi. Siire
sonunda bloklama ¢&zeltisi uzaklastirilarak 3 kez 6 dakika olacak sekilde %0.1 (h/h)
Tween20 igeren 1 X TBS ile yikama gerceklestirildi. Membranlar yikama isleminden
sonra primer antikorlarla 1 gece +4 °C’de inkiibe edildi. 3 defa yikama islemi
tekrarlandiktan sonra sekonder antikorlama islemi yapilarak gériintiilenme islemi

yapildi.

2.2.23 UVP Gériintiileme Islemi

Antikorlama islemi biten membranlar Pierce ECL substratlariyla 1 dakika
muamele edilerek (Reagent A ve B) UVP goriintiileme cihazinda gériintiileme

yapild.
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2.2.24 Sonugclarin Filme Aktarilmasi

Membranlar Pierce ECL ile muamele edilerek tamamen karanlik olan 6zel bir
odada X-Ray filmine basildi (1 dakika kadar). Film 151k gérmeden sirasiyla 1 er
dakika banyo soliisyonu ve 1 er dakika sabitleyici soliisyonlarla (developer ve fixer

soliisyonlarinda) muamele edilerek goriintiiniin sabitlenmesi saglandi.
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3. BULGULAR

3.1 Bugday Ciminin Yetistirilmesi

Ticari olarak elde edilen bugdaylarin ekime hazir hale gelebilmesi igin
filizlenmesi gerekmektedir. Bu islem icin genis bir kapta yikanan bugday taneleri bir
kavanozda su icerisinde bekletilerek (10 saat) suyu iglerine g¢ekerek filizlenmesi
gereken adim uygulandi. Daha sonra 2 giin nemli ortamda birakilan bugdaylar
filizlenme asamasina gegince igi toprak yayilmis bir kaba iist iiste gelmeyecek

sekilde yaydirilarak ekim islemi yapildi.

Bugdaylarin 10 saat suda Bugdaylarinfilizlendirilme
bekletilme asamasi agamasl

Ekim yapilacak kap temini ve Filizlenen bugdaylarin ekim

ekim ortaminin hazirlanmasi kabina yayma sekli

Ekime hazir filizlenmis bugday Kesim asamasina gelmis
taneleri {2 glin) bugday filizleri (2hafta)

Sekil 3.1: Bugday ¢iminin yetistirilme asamalari

46



Yayim igleminden sonra ustii toprakla ortiilen bugdaylar 2 hafta sonra
ekstrakt igin kullanilabilecek seviyeye geldi. 30 g olacak sekilde kesilip tartilan
bugday otlar1 ekstrakt islemi icin saf suyla temizlendikten sonra -80 °C derin

dondurucuda saklanmak iizere paketlenip kaldirildi.

-

Sekil 3.2: 30 g olacak sekilde kesilmis bugday ¢imleri

Sekil 3.3: Bugday cimlerinin ekstraksiyon iglemi

Ekstraksiyon islemi igin gerekli olan daha &nceden paketlenip kaldirilmig
bugday g¢imleri -80 °C derin dondurucudan alinip bir havan yardimiyla belirlenen
oranda steril su yardimiyla mekanik olarak ezilip elde edilen bugday ¢imi ekstrakti

(BCE) 50°lik falkonlara alinip santrifujleme islemi i¢in hazirlandi.
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Sekil 3.4: A: Santrifujleme sonrasi BCE’nin son hali, B: Filtrasyon sonrasi kullanima hazir BCE
ekstarkt

Santrifujleme iglemi sonrasi kati kisimdan ayristirilan sivi BCE ekstrakt

filtreleme isleminden sonra kullanim igin -20 °C’de saklandh.

3.2 Cim Ekstraktimn Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisinin

Belirlenmesi

Insan pankreas kanseri hiicre hatti Panc-1, insan prostat kanseri hiicre hatti
PC3, insan karaciger kanseri hiicre hatti Hep3B ve insan gébek damar endotel hiicre
hattt HUVEC hiicreleri iizerine ¢im ekstraktinin etkilerinin belirlenmesi i¢in MTT
yontemi kullanmilmistir. 96’li kuyucuklu plakalara ekim yapilan hiicreler {izerine
farkli konsantrasyonlarda ¢im ekstrakti uygulanarak 24, 48 ve 72 saat sonunda

sonuglar alinmistir.

Panc 1 hiicre hattinda 48 saat ve 72 saat farkli konsantrasyonlarda ¢im
ekstrakti uygulamasimnin hiicre proliferasyonu tizerine etkileri Sekil 3.5 ve Sekil 3.6
verilmistir. Pankras kanseri hiicrelerinde hem 48 saatte hem de 72 saatte % 10 ve
tizerindeki konsantrasyonlarda uygulanan ¢im ekstrakti hiicrelerin proliferaysonunun

% 50 den daha fazla azalmaya neden olmustur.

48



Panc-1 hiicre hatti 48 saat
3 2
2,5 - L

£ 2
2 *

N . |

Kontrol 1 5 10 15 20
% Konsantrasyon

Sekil 3.5: Panc-1 hiicre hattinda 48 saat ¢im ekstrakti uygulamasinin sitotoksik etkileri

Panc-1 hiicre hatti 72 saat

1,8 -
16 -
1,4 -
112 2
1 .
0,8 -
0,6 -
0,4 - * *
0

*
0,2 - _
15 2

Kontrol 1 5 10
% Konsantrasyon

OD 550 nm

Sekil 3.6: Panc-1 hiicre hattinda 72 saat ¢im ekstrakti uygulamasinin sitotoksik etkileri

PC3 hiicre hattinda 48 saat ve 72 saat farkli konsantrasyonlarda ¢im ekstrakti
uygulamasinin hiicre proliferasyonu iizerine etkileri Sekil 3.7 ve Sekil 3.8 verilmistir.
Prostat kanseri hiicrelerinde 48 saatte hiicre proliferasyonu tizerine istatistiksel olarak
anlamh azalma % 10 ve Uzerindeki konsantrasyonlarda meydana gelmis iken
(Sekil 3.7), 72 saat uygulamada % 1 konsantrasyonda uygulanan ¢im ekstrakti bile

istatistiksel olarak anlamali bir azalmaya sebep olmustur (Sekil 3.8).
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PC3 hiicre hatti 48 saat
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Sekil 3.7: PC3 hiicre hattinda 48 saat ¢im ekstrakti uygulamasinin sitotoksik etkileri

PC3 hiice hatti 72 saat

*
: *
1,5 - : ! 2 *
1 5 10 15 20

Kontrol

w

0D (550nm)
N
%] wu w wu

o
[V I

o

% Konsantrasyon

Sekil 3.8: PC3 hiicre hattinda 72 saat ¢im ekstrakti uygulamasinin sitotoksik etkileri

Hep3B hiicre hattinda 24 saat ve 48 saat farkli konsantrasyonlarda ¢im
ekstrakti uygulamasinin hiicre proliferasyonu tizerine etkileri Sekil 3.9 ve Sekil
3.10’da  verilmistir.  Karacier kanseri hiicrelerinde 24  saatte hiicre
proliferasyonundaki istatistiksel olarak anlamli azalma % 20 yani en yiiksek seviyede

¢im ekstrakti uygulamasinda gézlenmistir.
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% 10 ve % 15 ¢im ekstraktt uygulanan hiicrelerde anlamli bir azalma
yasanmazken, % 5 ¢im ekstarkti uygulamasi hiicrelerin proliferasyonunu anlamli
sekilde arttirmistir Sekil 3.9, 48 saat uygulamada % 1 konsantrasyon disindaki tiim
konsantrasyonlar kontrolle kiyaslandiginda anlamli bir sekilde hiicre sayisinda

azalmaya sebep olmustur (Sekil 3.10)

Hep3B hiicre hatti 24 saat

*

e I
" N [%;]

0D (550 nm)
=

0,5 -

1

Sekil 3.9: Hep3B hiicre hattinda 24 saat ¢im ekstrakti uygulamasinin sitotoksik etkileri

' i |
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Hep3B hiicre hatti 48 saat
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Sekil 3.10: Hep3B hiicre hattinda 48 saat ¢im ekstrakt: uygulamasinin sitotoksik etkileri
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HUVEC hiicre hattinda 48 saat ve 72 saat ¢im ekstrakti uygulamasi ile
yapilan deneyler sonucunda ise kontrol grubu ile kiyaslandiginda ¢im suyu

uygulanmasi hiicre canliliginda anlamli bir artis veya azalisa neden olmadigi

belirlenmistir.
HUVEC hiicre hatt1 48 saat
4.
3,5 4
3 ' .
E254 |
8154
14 _
05 4 5
. | | .
Kontrol 1 5 10 15
% Konsantrasyon

Sekil 3.11: HUVEC hiicre hattinda 48 saat ¢im ekstrakti uygulamasinin sitotoksik etkileri

HUVEC hiicre hatti 72 saat
4 -
3,5 -
3 - . . s
E 25 | _
2 2 | | .
B 15~
1 Q f
Kontrol 1 5 10 15 20
% Konsantrasyon

Sekil 3.12: HUVEC hiicre hattinda 72 saat ¢im ekstrakti uygulamasinin sitotoksik etkileri
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Yapilan MTT calismalarinda ¢im ekstrakt konsantrasyonu artisina bagli
olarak sitotoksik aktivitenin arttigi gézlemlenmistir. Calisilan 3 farkli kanser hiicre
hattindan PC3 hiicrelerinin ¢im ekstraktindan en fazla etkilenen hiicreler olmasi

nedeniyle tezimizin bundan sonraki ¢alismalari bu hiicre hatti ile devam etmistir.

3.3 Cim Ekstrakti Uygulamasinin Hiicre Morfolojisi ve Davranisi

Uzerine Etkisi

Sitotoksisite deneyleri swrasinda bugday ¢im ekstrakti uygulamasinin
hiicrelerde 6liime neden olmasinin yani sira, inverted mikroskop altinda incelenen

hiicrelerin morfolojisi tizerindeki etkileri de ilgi ¢ekici bulunmustur.

Genel olarak c¢alismamizda kullanilan PC3 hiicrelerinde 48 saat % 20
oraninda ¢im ekstrakti uygulamast kontrol grubu hiicrelerle karsilastirildiginda
hiicrelerin morfolojisinin degismesine ve yuvarlak bir hale gelmesine sebep oldugu

belirlenmistir (Sekil 3.16).

Kanser olmayan hiicre hatti olan insan endotel hiicrelerinde ise MTT
sitotoksisite deney sonuglarinda da verildigi gibi artan konsantrasyonlarda ¢im
ekstrakti uygulamasi hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya neden
olmamistir. 48 saat siire ile % 20 konsantrasyonda bugday ¢imi ekstrakti uygulanan
HUVEC hiicreleri inverted mikroskop altinda incelendiginde ise hiicrelerin kontrol
grubu ile karsilastirildiginda morfolojik olarak farkli olduklari belirlenmistir.
Uygulama yapilan hiicreler yuvarlak bir hal alirken hiicreler arasindaki baglantilarin
kopmadigi, hiicrelerin ¢ogu kez bir biitiin olarak hali gibi yiizeyden kalktiklari
belirlenmistir (Sekil 3.14).

Bu durum bugday ¢imi ekstraktinin etkisini gdstermesinde hiicre hiicre
baglantisinin 6nemli olabilecegi kanisina varmamiza neden olmustur. Bu konu ile
ilgili daha detayl ¢alismalar yapilmasi molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasinda

etkili olacagi kanisindayiz.
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Sekil 3.13; Saghikli HUVEC hiicre hatti

e

Sekil 3.14: Taze BCE uygulanmig HUVEC hiicre hattinin son durumu (48 saat)

Sekil 3.15: Saglikli PC3 hiicre hatti
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Sekil 3.16: Taze BCE uygulanmig PC3 hiicre hatinin son durumu (48 saat)

3.4 PC3 Hiicrelerine Cim Ekstrakti Uygulamasinin BAX ve Beklin 1

Genlerine Etkisinin mRNA Seviyesinde Belirlenmesi

PC3 hiicrelerinde ¢im ekstrakti uygulamasmin apoptotik ve otofajik genlere
etkisinin belirlenmesi amaciyla 25 cm flasklara bir giin 6nce ekim yapilan hiicreler
tizerine % 20 konsantrasyonda ¢im ekstrakti uygulamasi yapildi. Kontrol grubu olan
hiicrelere herhangi bir uygulama yapilmadi. Su kontrol olarak isimlendirilen
hiicrelere ise ¢imin su ekstrakti kullanilmis olmasi nedeniyle uygulanan ¢im

miktarinca saf su uygulamasi yapildi.

PC3 hiicre hattinda BCE uygulandiginda olusacak mRNA ekspresyon
seviyesindeki degisiklikleri belirlemek i¢in hiicreler buyiitilip bolim 2.2.5
anlatildigi  gibi  belirlenen konsantrasyonlarda BCE uygulamas:  yapildi.
Uygulamadan sonra elde edilen pelletlerden bolim 2.2.10 belirtilen firmaya ait
protokolti uygulamak suretiyle RNA izolasyonu yapildi. RNA miktarlar
belirlendikten sonra, elde edilen RNA larin kalitesini belirlemek amaciyla
formaldehit agoroz jel elektroforezi yapildi (Sekil 3.19). RNA’larin jel tizerindeki
durumlari gézlemlendikten sonra konsantrasyonu 1000 ng olacak sekilde Bdolim
2.2.14 te anlatildigi tizere cDNA, sentezi gerceklestirildi. Daha sonra Insan p-2
mikroglobilin geni primerleri kullanilarak klasik PCR islemi yapildi (Sekil 3.20).
c¢DNA Kkalitesi iyi bulunan &rnekler kullanilarak son asamada Bolim 2.2.17
anlatildig1 sekilde Real Time PCR uygulamasi yapildi ve farkli genlerdeki mRNA
seviyesindeki degisiklikler belirlendi.
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Sekil 3.17: PC3 hiicre hattinda BCE ve su uygulanmis RNA’larin formaldehit agoroz jel
elektroforezindeki goriintiisii

1: Kontrol Grubu RNA’s1 24 saat 2: Su Grubu RNA’s1 24 saat 3: Cim Uygulanmis
RNA 24 saat 4: Kontrol Grubu RNAs1 48 saat 5: Su grubu RNA’s1 48 saat 6: Cim
Uygulanmig RNA.

Sekil 3.18: cDNA Kontrolii- Agoroz Jel Elektroforez goriintiisii

1: Kontrol Grubu cDNA’s1 24 saat 2: Su Grubu cDNA’s1 24 saat 3: Cim Uygulanmis
cDNA 24 saat 4: Kontrol Grubu cDNA’s1 48 saat 5: Su grubu cDNA’s1 48 saat 6:
Cim Uygulanmis cDNA. 7: Pozitif Kontrol 8: Negatif Kontrol
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Real time PCR analizleri birbirinden bagimsiz iki tekrar olacak sekilde ve her
deneyde en az 3 tekrarli olacak sekilde ¢ahsildi. Insan-p -2-mikroglobilin primerleri
normalizasyon amacli kullanildi. Livak metoduna gére mRNA seviyesi hesaplandi.
Buna gére mRNA miktari insan-B-2 mikroglobilin ¢T degerinden incelenen gen igin
elde edilen cT degerinin gikartilmasi ve elde edilen degerin 2. dereceden kuvvetinin
alinmasiyla elde edilen degerdir. Genlere spesifik primerlerin bilgileri materyal
metotta verilmistir (bkz tablo2). Sonuglarin degerlendirilmesi igin, herhangi bir
uygulama yapilmamis olan grubun (NT) incelenen gen bakimindan mRNA seviyesi
1 olarak alindi (NT/NT=1 ) ve diger gruplar NT degerine bd&liinerek kat olarak
hesaplamalar yapildi. Yani kat mRNA kontrol (NT) grubun katlarini géstermektedir.

BAX

KAT mRNA
288 .88

o
N

Kontrol (NT) Kontrol Su Cim 48 saat

Sekil 3.19: BAX geninin mRNA seviyesindeki ekspresyonu

Kanser hiicrelerinde apoptozis regiilasyonunun bozulmasi biiyiikk 6nem
tasimaktadir. Apoptozis siirecinde Bel2 gen ailesinin etkin oldugu Bax Yolag ile Fas
Yolagi olmak iizere 2 yolak etkindir ve iki yolaginda son noktasi kaspazlarin
aktivasyonudur. Bcl-2 ailesinde bugiine kadar aydinlatilan 25 adet protein vardir.
Pro-apoptotik olanlar, sitokrom c¢’nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesini
indiiklerler. Anti-apoptotikler ise sitokrom c saliverilmesini baskilarlar. Bu iki zit
etkili grubun isleyisi yapilarinda bulunan iki bélgeye (hidrofobik cep ve amfipatik -
heliks) baghdir. Tezimiz kapsaminda bugday ¢imi ektraktinin PC3 hiicrelerinde
hiicre canliligini istatistiksel olarak 6nemli oranda azalttigi ve hiicre morfolojisinde

degisiklige sebep oldugu belirlenmistir.

a7



Hiicrelerde meydana gelen bu degisikliklerin apoptotik hiicre &liimii ile
iligkisinin arastirilmas: amaciyla Bcel-2 gen ailesine ait pro-apoptotik BAX genindeki
degisikler mRNA seviyesinde incelenmistir. BAX mRNA ekspresyonu yalnizca su
uygulamasi yapilan su kontrol grubu hiicrelerinde 1 olarak alindiginda, herhangi bir
uygulama yapilmamis kontrol grubu hiicrelerdeki mRNA  seviyesi ile
karsilagtirildiginda yaklagik 10 kat yiiksek oldugu belirlenmistir. 48 saat BCE
uygulanan PC3 hiicrelerindeki BAX mRNA seviyesi ise yalnizca su uygulamasi
yapilan su kontrol grubu hiicrelerindeki mRNA seviyesinden yaklasik 5 kat az
oldugu goriilmustiir (Sekil 3.19). mRNA seviyesindeki bu farkliliklarin protein

seviyesinde de var olup olmadiginin belirlenmesi dnemlidir.

BEKLIN

16 -
1,4 -
1,2

0,8

0,6 -
04 -
02 -

KAT mRNA

Kontrol (NT) Kontrol Su Cim 48 saat

Sekil 3.20: BEKLIN geninin mRNA seviyesindeki ekspresyonu

Kanser ve nd&rodejeneratif hastaliklar gibi 6nemli saglik sorunlarinin
nedenleri arasinda otofajideki anormallikler de yer almaktadir. Otofaji
mekanizmalarinda rol oynayan proteinlerin ¢ogu mayada yapilan calismalar
sonucunda belirlenmistir. Bu genlerden otofajinin erken safhalarinda gérev yapan ve
otofajinin belirlenmesinde en yaygin olarak genlerden bir tanesi Beklin 1’dir. PC3
hiicrelerinde BCE uygulamasina bagli olarak meydana gelen &liimde otofajinin
iliskili olup olmadiginin arastirilmas: icin Beklin 1 genindeki degisikler mRNA
seviyesinde incelenmistir. Beklin 1 mRNA ekspresyonu yalnizca su uygulamasi
yapilan su kontrol grubu hiicrelerinde 1 olarak alindiginda, herhangi bir uygulama
yapilmamis kontrol grubu hiicrelerdeki mRNA seviyesi ile karsilastirildiginda

aralarinda 1.4 kat bir farklilik oldugu belirlenmistir.
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48 saat BCE uygulanan PC3 hiicrelerindeki BEKLIN mRNA seviyesi ise
yalnizca su uygulamasi yapilan su kontrol grubu hiicrelerindeki mRNA seviyesine

oldukga yakin oldugu belirlenmistir. (Sekil 3.20) .

3.5 PC3 Hiicrelerine Cim Ekstrakti Uygulamasinin BAX ve Beklin 1

Genlerine Etkisinin Protein Seviyesinde Belirlenmesi

PC3 hiicrelerinde ¢im ekstraktt uygulamasmin apoptotik ve otofajik
proteinlere etkisinin belirlenmesi amaciyla 25 cm flasklara bir giin 6nce ekim yapilan
hiicreler tizerine % 20 konsantrasyonda ¢im ekstrakti uygulamasi yapildi. Kontrol
grubu olan hiicrelere herhangi bir uygulama yapilmadi. Su kontrol olarak
isimlendirilen hiicrelere ise ¢imin su ekstrakti kullanilmis olmasi nedeniyle

uygulanan ¢im miktarinca saf su uygulamasi yapildi

PC3 hiicre hattinda BCE uygulandiginda olusacak protein ekspresyon
seviyesindeki degisikleri belirlemek i¢in hiicreler biiyiitiiliip bslim 2.2.5 anlatildig:
gibi belirlenen konsantrasyonlarda BCE uygulamasi yapildi. Uygulamadan sonra
elde edilen pelletlerden b&liim 2.2.18 belirtilen yontemle protein izolasyonu yapildi.
Protein miktarlari belirlendikten sonra, boliim 2.2.20 de anlatildigi sekilde protein
elektroforezi ve bolim 2.2.21 de anlatildig1 sekilde jeldeki proteinlerin membrana
transfer edildigi blotting asamasi yapildi. Elde edilen membranlar spesifik antikorlar

ile isaretlenerek protein seviyesindeki degismeler belirlendi.

Kontrol Su Kontrol Cim 48 Cim 12

BAX

B-Aktin

18 13 1.2 1.8

Sekil 3.21: BAX geninin Western blot analizi
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BAX

Kat Protein
=

0,5
Kontrol (NT)  SuKontrol (Cim48saat Cim 72 saat
Sekil 3.22: BAX geninin protein ekspresyonu
Kontrol Su Kontrol Cim 48 Cim 12

BEKLIN

B-Aktin
13 1 0,83 0,95
Sekil 3.23: BEKLIN geninin Western blot analizi
BEKLIN
1,4
1,2 -
e 17
g 0,8
< 06 -
<
0,4
0,2 -
Kontrol (NT)  Su Kontrol Cim 48 saat  Cim 72 saat

Sekil 3.24: BEKLIN geninin protein ekspresyonu
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Kanser hiicrelerinde apoptozis regiilasyonunun bozulmasi biiyiik &nem
tasimaktadir. Apoptoziste spesifik olarak pro-apoptotik olarak gérev yapan yani
apoptotik bir aktivatér olan Bax proteini mitokondriden sitokrom ¢ saliniminin
artmasi ve kaspaz yolaginin aktivasyonun araciligi ile apoptotik etkisini gosterir. PC3
hiicrelerine 48 saat BCE uygulamasinin BAX protein seviyesine etkileri sekil 3.21 de
verilmistir. Yalnizca su uygulanmis hiicrelerdeki BAX protein seviyesi 1 olarak
alindiginda, herhangi bir uygulama yapilmamis olan (NT: non-treated) kontrol grubu
hiicrelerindeki BAX protein seviyesi ile karsilagtirildiginda yaklasik olarak 2 kat bir
farklilik belirlenmistir. Yalnizca su uygulanmis hiicreler ile 48 ve 72 saat % 20 BCE
uygulanmis hiicrelerdeki BAX protein seviyesi karsilastirildiginda ise 1,2 ve 1,5 kat
farklihk gézlenmistir. Yalnizca su uygulamasi yapilan kontrol grubu hiicrelerle BCE
uygulanan hiicrelerdeki zamana bagli olarak pro-apoptotik BAX protein
seviyesindeki artis bu hiicrelerde apoptotik yolagin  etkili olabilecegini

diistindiirmiistiir.

Hiicre i¢i makro molekiillerin ve organellerin bir kesecik igine alinarak
lizozomlara yonlendirilmesi ve lizozomla birleserek burada pargalanmasina yol agan
bir mekanizma olan otofajinin erken safhalarinda gérevli olan Beklin 1 proteini,
otofajik vesikiillerin ¢ekirdeklenmesini tesvik eder. PC3 hiicrelerine 48 saat BCE
uygulamasinin Beklin 1 protein seviyesine etkileri sekil 3.24 de verilmistir. Yalnizca
su uygulanmis hiicrelerdeki Beklin 1 protein seviyesi 1 olarak alindiginda, herhangi
bir uygulama yapilmamis olan (NT: non-treated) kontrol grubu hiicrelerindeki Beklin
1 protein seviyesi ile karsilastirildiginda yaklasik olarak 1,3 kat bir farkhhk
belirlenmistir. Yalnizca su uygulanmis hiicreler ile 48 ve 72 saat % 20 BCE
uygulanmis hiicrelerdeki Beklin 1 protein seviyesi karsilastirildiginda ise Beklin 1
protein seviyesinde 0,83 ve 0,95 kat azalma oldugu gozlenmistir. Beklin 1 protein
seviyesindeki degisimin az olmasi otofajik 6liim yolunun BCE uygulamasinda PC3

hiicrelerinde etkisinin az oldugunu diisiindtirmektedir.
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4. SONUC VE ONERILER

Kanser giiniimiizde dldiirtictiliik oraniyla basta gelen hastaliklar igerisinde yer
almaktadir. Hiicrelerin anormal ¢ogalmasi ve kararsiz davranislariyla karakterize
edilir. Diinya geneli 2012 kanser verilerine gore 14,2 milyon kanser vakasi
gozlemlenmis bunlarin 8,2 milyonu ise kansere bagli O6liimle sonuglandigi
saptanmistir [174]. Farkli kanser hatlarinin varligi ve siirekli degisim gostermesi
nedeniyle buna bagl olarak yapilan calismalarda kesin tedaviye dair sonuglara
ulasilamadigindan bu konuda yapilan calismalar ek tedavi yontemleri ve ¢dziim
odakli arastirmalar glincelligini korumakta ve siirekli artmaktadir [175]. T.C Saglhk
bakanligi halk sagligi verilerine gore {iilkemizde erkekler arasinda akciger
kanserinden sonra en sik goriilen kanser tipi prostat kanseridir. Prostat kanseri
gelisimini tetikleyen birgok ©6ge bulunmaktadir. Bunlar igerisinde en &nemli
faktorlerin basinda hormonal faktorler ve diyet gelmektedir [176, 177]. Bu gibi
etkenlerin yanmi sira yas ve akrabalarda hastaligin Sykiisii gibi 6nemli kriterlerde

hastaliga yakalanma siireciyle iligkili oldugu bulunmustur [26].

Kemoterapide kullanilan ilaglar genelde kanserin yayilimimi ve yikic
etkilerini durdurmak {izeredir. Hastalara uygulanan bu tarz kemoterapatik ilaglar
tedavilerde kayda deger sonuglar gdstermesine ragmen hasta iistlinde ciddi doku
yikimlara yol agmaktadir. Dolayisiyla kemoterapétik ilaglarin diginda hem tedaviye
etki edici hem de bu yikic1 etkilerin azaltilmasina ydnelik alternatif tedavi sekilleri
aranmaktadir. Bu vyolda en Onemli etken viicut direncidir. Viicut direncinin
yiikseltilmesi kanserle verilecek savasta en 6nemli kilit yol durumundadir. Bu
durumda kemoterapatik ilaglarla kombine ila¢ ¢aligmalarinin yapilmasinin 6nemini

ortaya ¢ikarmaktadir [178].

Uygulanan ilaglarla apoptoz ya da otofajiye gitmesini istedigimiz kanser
hiicreleri bazen bu ilaglara direng gosterip ¢cogalamaya devam edebilmektedir [179].
Kanserlesmenin olusmasinda &zellikle apoptoz benzeri yolaklarda meydana gelen
aksakliklarin biyiik etkisinin oldugu goriilmektedir. Bu nedenle ilaglarla birlikte
calisabilen ya da tek basina ila¢ tedavisine ihtiya¢ kalmadan etki gdosterebilecek

bitkisel tedavi yontemleri 6nem kazanmistir.
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Giintimiizde yapilan calismalar alternatif tip olarak isimlendirdigimiz ve
temeli bitki kdkenli olan ¢alismalarin 6neminin artmasina ve yayginlasmasina zemin
hazirlamaktadir. Yapilan arastirmalar neticesinde kanser tedavisinde kullanilan
ilaglarin  yan etkilerinin azaltilmasinda bitki temelli beslenmenin Gneminin
azimsanmayacak kadar etkili oldugu sonucuna varilmistir. Yapilan arastirmalar
gosteriyor ki % 7- 31 arasi bitkisel (sebze, meyve) diyetle [7, 8] beslenen insanlarda
kemoterapdtik ilaglarin yan etkilerinin azalmakta oldugu goriilmistiir. Bu nedenle
alternatif tip alaninda yapilan calisma ve aragtirmalar her gecen giin &nem

kazanmakta ve artig géstermektedir.

Ornegin; Nar (Punica granatum L) 6nemli fitokimyasal igerikler barindiran
ve terap6tik amaglarlada kullanilan bir meyvedir. Nar ile ilgili literatiirde birgok
calisma bulunmaktadir. Dikmen ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada nar meyve
kabugunun (NKE) farkli konsantrasyonlarda (25, 50, 100, 200, 300 pgr/ml) MCF-7
insan meme kanseri tizerindeki apoptotik ve sitotoksik etkilerini arastirmislardir.
MTT ve notral kirmizi testleriyle ekstrenin sitotoksik etkilerine bakilmis
konsantrasyon ve zamana gore artisla sitotoksik etkininde arttigi belirlenmistir.
Etkinin &zellikle 48. Saatte 100, 200 ve 300 pgr/ml de 6nemli artis gosterdigi
gézlemlenmistir. Apoptotik etkiler ise ELISA ile belirlenmistir. Sonuglar
dogrultusunda NKE ekstresinin MCF-7 hiicreleri tizerinde zamana ve konsantrasyon
artisina bagh olarak apoptotik ve sitotoksik etkiler gostererek hiicre proliferasyonu

iizerinde inhibitor etki gosterdigi belirtilmistir [180].

Bagka bir calismada yesil arpa suyunun (GB), insan 1&semi/lenfoma hiicre
hatlar1 lizerinde anti proliferatif ve pro apoptatik ozellikleri incelenip olasi anti
kanser aktivitesi arastirilmistir. Sonug olarak yesil arpa suyu uygulanmis kanserli
olmayan hiicrelere kiyasla l6semi lenfoma hiicrelerinin bir kisminda secici
antiproliferatif aktivite gdsterdigi sonucuna ulagilmistir. GB® nin tek basina bir
lenfoma ajani olarak veya standart kanser tedavileriyle kombinasyon halinde

kullanilabilir bir potansiyele sahip oldugunu ortaya koyulmustur [181].
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Yapilan bir diger bitki kokenli ¢alismada; bir ¢aligmada tatli ve aci kayisi
(Prunus armeniaca L.) c¢ekirdeklerinin metanol ve su Oziitlerinin in vitro
antimikrobiyal ve antioksidan aktivitesi arastirilmistir. Kayisi ¢ekirdeginin
antioksidan ozellikleri sirasiyla DPPH testi, tiyosinat yontemi ve Folin yontemi ile
olctilen radikal siiptirme giicii, lipid peroksidasyon inhibisyon aktivitesi ve toplam
fenol igerigi belirlenerek degerlendirilmistir. En ekili antibakteriyel aktivite, aci
cekirdeklerin metanol ve su Ozitlerinde gram pozitif bakteriler Staphylococcus
aureus’a karst ve tatl tanelerin metanol ile oziitiinde saptanmistir. Ek olarak, aci
¢ekirdeklerin metanol ekstreleri gram negatif bakteri Escherichia coli’ye karsi ¢ok

etkili oldugu gosterilmistir. (0.312 mg/mL) [182].

Hussain ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada bugday ¢imi ekstraktinin (AWE)
tek basina ve cisplatin ile kombinasyon halinde insan meme ve rahim agzi kanseri
hiicreleri tizerindeki gii¢lii inhibitor etkileri degerlendirilmistir. AWE’nin sitotoksik
potansiyeli, tek basina ve cisplatin ile kombinasyon halinde, insan gogiis ve rahim
agz1 kasneri (MCF-7 ve Hela) tizerinde hiicre canliligi {izerine etkilerinin
degerlendirildigi ¢alismada, AWE nin zaman ve doza bagl olarak segici sitotoksitite
gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, AWE tarafindan uyarilan hiicre &liim modu,
niikleer morfolojik inceleme ve hiicre dongiisii analizi ile belirlenmistir. Bu etkiler
daha sonra RT-PCR ile apoptoz ve proliferasyona katilan genlerin ekspresyonu ile
korele oldugu tespit edilmistir (cyclin D1 and Bax). AWE'nin apoptozu indiikledigi
ve MCF-7 ve Hela hiicrelerinde zamana bagl bir sekilde Bax ve cyclin DI
ekspresyonunun modiilasyonu bulunmustur. Bu sonuglar AWE’nin anti-kanser
potansiyelinin  apoptoz  indiiksiyonu  ve  anti-proliferatif ~ 6zelliklerinden
kaynaklanabilecegini gstermektedir. Bu yapilan galismada insan gogsii ve rahim
agz1 kanserinin tedavi Onleme ve tedavinin etkilerini azaltmada bugday ¢iminin

dnemini vurgulamaktadir [6].

Tezimiz kapsaminda bugday ¢imi (Triticum aestivum L.) ekstresinin (BCE)
farkli konsantrasyonlarinin farkli hiicre hatlar1 (PC3, HUVEC, HEP3B, PANC-1)
tizerindeki farkli siirelerde (24, 48 ve 72 saat) etkisi incelenmistir. Insan endotel
hiicre hatti1 disindaki diger kanser hiicre hatlarinda BCE uygulamasi zaman ve doza
bagli olarak hiicrelerde 6liime neden oldugu MTT testi ile belirlenmistir. BCE
uygulamasi sitotoksik etkinin en yiiksek gozlendigi PC3 hiicrelerinde hiicre

morfolojisinde de degisiklige neden olmus ve hiicreler yuvarlak bir sekil almiglardir.
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HUVEC hiicrelerinde de morfolojik olarak hiicre sekli yuvarlak gézlenmis
ancak hiicrelerin birbirleriyle olan baglantilarinin inverted mikroskop altinda yapilan
calismalarda bozulmadigi ve hiicrelerin biittinligiiniin korundugu tespit edilmistir.
En yiiksek sitotoksik etkinin gozlendigi PC3 hiicrelerinde hiicre 6liimii ile iliskili
olarak pro apoptotik BAX geni ekspresyonu mRNA ve protein seviyesinde
incelenmistir. BAX mRNA seviyesinin kontrol olarak su kullanilan hiicreler ile 48
saat % 20 BCE uygulanan hiicrelerde yaklasik 5 kat az bulundu. Protein seviyesinde
western blot ile yapilan c¢aligmalarda ise mRNA seviyesindeki farklhilik
belirlenmemigtir. PC3 hiicrelerinde hiicre 6limi ile iligkili olarak otofaji iliskili
Beklin 1 geni ekspresyonu da mRNA ve protein seviyesinde incelenmistir. Beklin 1
mRNA ekspresyonu yalnizca su uygulamasi yapilan su kontrol grubu hiicrelerinde 1
olarak alindiginda, herhangi bir uygulama yapilmamig kontrol grubu hiicrelerdeki
mRNA seviyesi ile karsilastirildiginda aralarinda 1,4 kat bir farklilik oldugu
belirlenmistir. 48 saat BCE uygulanan PC3 hiicrelerindeki Beklinl mRNA seviyesi
ise yalnizca su uygulamasi yapilan su kontrol grubu hiicrelerindeki mRNA
seviyesine oldukg¢a yakin oldugu belirlenmistir.

Sonug¢ olarak, Pancl, Hep3B, PC3 ve HUVEC hiicrelerine BCE
uygulamasinin hiicrelerin yasamsal 6zelliklerinde degisiklige sebep oldugu, tzellikle
hiicre proliferasyonu ve hiicre morfolojisini 6nemli 6l¢iide etkiledigi belirlenmistir.
BCE uygulamasimin &zellikle PC3 hiicrelerinde, hiicrelerde apoptotik ve otofajik

yolaklarda gorevli proteinlerde degisiklige sebep oldugu gdsterilmistir.
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