>

ANADOLU UNIVERSITESI BILECIK SEYH EDEBALI
UNIVERSITESI UNIVERSITESI

Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji Anabilim Dal

YESIL KAHVENIN A549 VE SPC-212 KANSER
HUCRELERI UZERINDEKI BIiYOLOJIK ETKILERI

Tiilin KORKMAZ
Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danisman
Yrd. Do¢. Dr. Emel ERGENE

BILECIK, 2016

Ref.No: 10102213



>

ANADOLU UNIVERSITESI BILECIK SEYH EDEBALI
UNIVERSITESI UNIVERSITESI

Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali

YESIL KAHVENIN A549 VE SPC-212 KANSER
HUCRELERI UZERINDEKI BIiYOLOJIK ETKILERI

Tiilin KORKMAZ
Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismani
Yrd. Do¢. Dr. Emel ERGENE

BILECIK, 2016



ANADOLU UNIVERSITY BILECIK SEYH EDEBALI
UNIVERSITY UNIVERSITY

Graduate School of Sciences
Department of Molecular Biology

THE BIOLOGICAL EFECCETS OF THE GREEN
COFFEA ON THE A549 AND THE SPC-212 CANCER
CELLS

Tilin KORKMAZ
Master Of Science Thesis

Thesis Advisor
Yrd. Do¢. Dr. Emel ERGENE

BILECIK, 2016



BILECIK SEYH EDEBALI UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LISANS
JURI ONAY FORMU

D

Bilecik Seyh Edebali Universitesi Fen Bilimleri Enstitlisii Yonetim Kurulunun

31.12.2015 tarih ve 51 sayili karariyla olusturulan jiiri tarafindan 18.01.2016 tarihinde

tez savunma simnavi yapilan Tillin KORKMAZ’In “.....cccceiiiiiiiininicnninnennens
......... st Fahvenm....R4Q... va.. . SPC~. 242 .. onwr.. Hicrelen ..

V 3 . - [ =g . .
it T T TR - (R ———————— .
baslikli tez galigmasi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalinda YUKSEK

LISANS tezi olarak oy birligi/ oy ¢oklugu ile kabul edilmistir.

JURI

UYE
(TEZ DANISMANI) : Med. Yoo, D Eme\ ERLGENE

UYE : Doc.. Dr. Cihen DARcAL UYE : Nd. Deqy B Nglkon ¥q

UYE : Doc.. D Fgen AauseaN UYE: Yd. Dec Do Onut  £ROGLU

B %Z»Opul—ﬁ

MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABIiLiM DALI BASKANI:

ONAY

Bilecik Seyh Edebali Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulunun
il vl souscissoss BAREDY VS s winssomscen | SRS — sayili karari.

iMZA/ MUHUR



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca bana laboratuvarini agip, bilgi ve deneyimlerini
benimle paylasan degerli danisman hocam Yrd. Dog¢. Dr. Emel ERGENE’ye tesekkiir
ederim.

Lisansim ve yiiksek lisansim boyunca bana her konuda yardimci olan, maddi ve
manevi her anlamda yanimda olan, bu yolda ilerlerken bana tam anlamiyla 151k olan
sevgili hocalarim Dog. Dr. Cihan DARCAN ve Yrd. Dog. Dr. Sema LEBLEBICI’ye en
icten saygilarimi sunar sevgi ve minnetimi bir borg bilirim.

Caligmalarim sirasinda bana destek olan laboratuvar arkadaglarim Handan
EMISOGLU, Devrim GUZEL, Akin AYDIN, Emine ERDAG, Reyhan VAROL ve
Erhan SAHIN’e tesekkiir ederim.

Lisans ve yiiksek lisans boyunca her anda yanimda olan her sikintimi1 paylasarak
azaltan sevgili dostlarim Biyolog Mine YAVUZ, Biyolog Sinem Deniz AKCA ve
ailesine tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca bana dogru yolu gosteren, her animda yanimda olan, ilgi ve
destegini esirgemeyen en degerli varliklarim sevgili annem Zeynep KORKMAZ, babam
Ferzander KORKMAZ ve kardesim Zafer KORKMAZ’a tesekkiir ederim.

Ekstraksiyon asamasinda bana destek olan saymn Osman Tuncay AGAR’a ve
akim sitometri calismalarimda bana yardimci olan sevgili Sennur GORGULU’ye

tesekkiir ederim.



OZET

Kanserin onlenmesi ve tedavisi igin arastirilan etken maddelerin sentetik
kimyasallardan ziyade organik bilesenler olmasi tercih edilmektedir. Bu ¢aligmada,
daha once farkli yonlerden biyolojik aktiviteleri incelenmis olan yesil kahvenin ekstresi
ve fraksiyonlarinin A549 ve SPC-212 hiicreleri tizerinde apoptotik etkileri
arastirilmastir.

Yesil kahve ekstre ve fraksiyonlarinin sitotoksik etkileri MTT ve Nétral red
boya alimi testleriyle belirlenmis, hiicre morfolojisindeki degisimler ise AO/EB g¢ift
boyama yontemiyle floresan mikroskopta incelenmis ve apoptotoik indeks
hesaplanmistir. Hiicre zarinda meydana gelen degisim ise Anneksin V/FITC-PI
boyamasi yapilarak flow sitometride incelenmistir. Kaspaz enzim aktivasyonu ise
kaspaz-3,-8,-9 kolorimetrik kit kullanilarak elizada 6l¢tilmistiir.

A549 hiicre hattindaki 1Csg degerleri; metanol ekstresinde 3 mg/ml, N-butanol,
etil asetat ve sulu fraksiyonlarda, sirasiyla, 1, 0.45 ve 2.75 mg/ml ve demlenmis yesil
kahvede ise 10 mg/ml dozlarinda tespit edilmistir. SPC-212 hiicre hattinda ise metanol
ekstresinde 0.60 mg/ml, N-butanol, etil asetat ve sulu fraksiyonlarda yine sirasiyla, 0.30,
0.28 ve 0.80 mg/ml ve demlenmis yesil kahvede ise 5 mg/ml ICsy degerleri olarak
belirlenmistir. Morfolojik goriintiilere gore belirlenen apoptotoik indeksler ise, etil
asetat fraksiyonda, SPC-212’de % 25.20 ve A549°de, % 34.53’dir. Demlemede ise
SPC-212’de % 19.40 ve A549°da % 36°dir. Anneksin V/FITC-PI boyamasi1 sonucuna
goree ise, A549 hiicresinde etil asetat fraksiyonu ve demlemede sirasiyla % 28.7 ve %
32.4 oraninda apoptotik hiicre gozlemlenmistir. SPC-212 hiicrelerinde ise etil asetat
fraksiyonunda %24.7, demlemede %31.2 oraninda apoptotik hiicrede gozlenmistir.
Kaspaz-8’in her iki hiicrede de yaklasik 1.5 katlik artis1 dikkat ¢ekmektedir.

Yesil kahvenin ekstre ve 3 fraksiyonunun, A549 ve SPC-212 hiicrelerinin
proliferasyonunda azalmaya ve apoptoza sebep oldugu gozlenmistir. Her iki hiicre
hattinda da etil asetat fraksiyonunun ve demlenmis yesil kahvenin apoptoza etkisinin,
digerlerine gére daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Iki  hiicre  hattim
karsilastirdigimizda; SPC-212 hiicrelerinin  A549 hiicrelerine gore sitotoksik ve

apoptotic etkiler bakimindan daha hassas oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Sitotoksite, A549, SPC 212, Yesil Kahve.



ABSTRACT

It is preferred that the active ingredients investigated for prevention and
treatment of cancer should be organic components rather than being synthetic
chemicals. In this study, apoptotic effects of biological activities of green coffee
extracts and fractions, previously examined in different aspects, on A549 and SPC-212
cells were investigated.

The cytotoxic effects of green coffee extracts and fractions were determined by
means of MTT and neutral red dye uptake test and the changes in cell morphology were
examined in a fluorescent microscope by using Dual AO/EB staining method and
apoptotic index was calculated. The changes occurring in the cell membrane were
examined in flow cytometry by doing Annexin V/FITC-PI staining. The activation of
the caspase enzyme was measured in Eliza by using caspase-3-8-9 colorimetric Kit.

ICso values in A549 cell line were determined as 3 mg/ml in methanol extract; 1,
0.45 and 2.75 mg/ml doses in N-butanol, ethyl acetate and aqueous fractions
respectively and 10 mg/ml doses in brewed green coffee. ICso values in SPC-212 cell
line were determined as 0.60 mg/ml in methanol extract; 0.30, 0.28 and 0.80 mg/ml in
N-butanol, ethyl acetate and aqueous fractions, respectively and 5 mg/ml 1Csq in brewed
green coffee. The apoptotic indexes determined according to the morphological images
in the ethyl acetate fraction were 25.20 % in SPC-212 and 34.53% in A549. In brewed
one, for SPC-212 it was 19.40 % and for A549 it was 36 %. According to the results of
Annexin V / FITC-PI staining, in the ethyl acetate fraction and brewing of A549 cells,
apoptotic cells were observed in rate of 28.7% and 32.4%, respectively. In SPC-212
cells, apoptotic cells were observed in the rate of 24.7 % in ethyl acetate and 31.2 % in
brewing. It is noteworthy that there were approximately 1.5-fold increases in both cells
of Caspase-8.

It was observed that extract and 3 fractions of green coffee caused reduction and
apoptosis in proliferation of A549 and SPC-212 cells. It was determined that in both cell
lines, the effect of acetate fraction and brewed green coffee to apoptosis was higher than
the others. When comparing the two cell lines, it was found that SPC-212 cells were

more sensitive than A549 cells in terms of cytotoxic and apoptotic effects.

Keywords: Cytotoxicity, A549, SPC 212, Green Tea.
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FBS
EDTA
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SIMGELER VE KISLATMALAR DiZiNi

: Roswell Park Memorial Institute Medium

: Acridine Orange

: Ethidium Bromide

: Fluorescein isothiocyanate

: Dimethyl sulfoxide

: Propidium lodide

: Fetal Bovine Serum

: Etilen-diamin tetra astetik asit

. 3-(4,5dimetiliazol-2yl)-2,5-difenil tetrozolyum bromid

: Phosphate buffer saline



1. GIRIS

1.1. Kahve

Kahve kokboyasigiller (Rubiaceae) familyasinin Coffea cinsine mensup, yiiksek
rakimlardaki alanlarda yetisen ¢ok yillik tropik bir agagtir (Butt, M., vd., 2011; Duran,
M., 2004). Bu tiir; 5-8 metre ylikseklikte, basit yaprakli, kisin yapraklarini dokmeyen,
beyaz ¢igekli ve kirmizi meyvesi olan bir agactir (Sar, 2012). Ismun 5°C’ye diistiigii
yerlerde yetismez (Baytop, 1999). Tohumlar1 8-12 mm uzunlukta ve 6-8 mm genislikte
olup, sert, soluk yesil ve sarimtirak yesil renkli, kokusu hafif, tatlar1 ise acidir (Sar, S.,
2014; Baytop, T., 1999). Bu tropik tiiriin tohumlarina ve tohumlarindan yapilan icecege
kahve denir (Duran, M., 2004). Kahveyi elde etmek icin bitkinin olgun meyveleri 3-4
hafta giineste kurutulur, kabuklarindan ayrilinca nemli bir yerde birka¢ giin bekletilip
ardindan yikanir ve tekrar kurutulup makineler ile parlaklik verilir (Erdemir, 2001).

Cok sayida kahve tiirii vardir. Ancak, ekonomik anlamda iki tanesi 6nemlidir;
Coffea arabica (Sekil 1.1) ve Coffea canephora (robusta). Tarimi yapilan bu tiirlerin
ilki Arap kahvesidir, daha ¢ok Amerika’da yetistirilmektedir. ikinci tiir ise Dogu Afrika
ve Kongo havzasi kokenlidir. Gilinlimiizde Afrika ve Madagaskar’da yetistirilmektedir

(Duran, 2004).

Sekil 1.1. Coffea arabiaca var. typica’nin ¢i¢ek ve meyveleri (Sar, 2012).

1.1.1. Yesil kahve
Giinlik hayatta tlikettigimiz kahve, temelde yesil kahve cekirdeginden elde
edilir (Wei ve Tanokura, 2014). Yesil kahve ¢ekirdegindeki tat veren Onciillerin bileseni

ve miktar1 kahve icece8inin kalitesi lizerinde Onemli bir etkiye sahiptir (Wei ve



Tanokura, 2014). Yesil kahve tanesi yiiksek sicaklikta kavrulduktan sonra istenilen tat
ve aromaya kavusur (Caglarirmak ve Unal, 1997).

Son yillarda, yesil kahvenin igerigi, ¢esitli analitik teknikler kullanilarak, farkli
hassasiyet ve 6zgiinliikte tanimlanmaya calisilmaktadir. 2DNMS’si (Iki boyutlu niikleer
manyetik rezonans spektroskopi) araciligiyla yesil kahvenin suda ¢6ziinebilir bilesenleri
belirlenmistir. Yesil kahvenin ana bilesenleri polisakkarit, lipit ve proteinlerdir. Bu
bilesenler arasinda; kafeoliquinik asit (CQA: klorojenik asit ailesinin bir iiyesi), asetik
asit, kafein, kolin, sitrik asit, L-glutamik asit, L-alanin, L-asparajin, quinik asit, malik
asit, trigonellin, feruloilkinik asit, diger organik asitler, sukroz, flavan, mannan, diger
polisakkaritler, mineraller, yag asitleri ve diger lipitler ile kahveo sayilabilir. Bunlarin
yant sira; kafein, trigonellin, kolorojenik asit, seker (basta sukroz olmak {izere) ve
serbest amino asitler azinlikta olan bilesenleridir. Bu bilesenler, azinlikta olsalar da
kahvenin aroma kaynagi oldugu i¢in 6nemlidirler (Wei ve Tanokura, 2014).

1. Kafein: Kahvenin aci tadimi belirlemede 1,3,7-trimethylxanthine olarak da
bilinen “kafein” Onemlidir (Ramalakshmi ve Raghavan, 1999). Yesil kahve
cekirdegindeki kafein igerigi tiire gore degisiklik gosterir. Cevresel ve tarimsal faktorler
kafein miktarinda minimal bir etkiye sahiptir (Wei, vd., 2012). Pisirme sirasinda kafein
acisindan onemli bir kayip yoktur (Illy ve Viani, 1995). Kafein suda az ¢6ziinen bir
maddedir ve hidrofobiktir, membrandan kolaylikla gecer. Kafein bundan dolay1
kolaylikla gastrointestinal yolda absorbe edilebilir. Kafein’in %99’undan fazlasi
agizdan tiiketimin ardindan absorbe edilir ve plazma pik seviyesi 15-45 dakikada elde
edilir (Wei, vd., 2012).

2. Organik asitler: Organik asit seviyeleri yesil kahve ¢ekirdeklerinin tiirleri
ve kokenlerine gore degisir (Wei, F., vd., 2012; Rogers, W. J., vd., 1999). Organik
asitler farkl tiir yesil kahve ¢ekirdeklerinin ayrimi i¢in bir belirte¢ olarak diisiiniilebilir
(Wei ve Tanokura, 2014). NMR (niikleer magnetik rezonans) kullanilarak yapilan yesil
kahve ekstrelerinin analizinde en ¢ok sitrik asit, malik asit, guinik asit ve asetik asit
gozlemlenir (Wei, vd., 2010).

a. Trigonellin: Trigonellin miktart kahve tiirlerinin ayrimma yardimcidir.
Kahve ¢ekirdegi olgunlastik¢a trigonellin miktar1 ¢ok az degisir (Clifford ve Kazi,
2004). Pisirme sirasinda trigonellin ana bilesenleri olan N-methylpyridinium ve
nikotinik asite ayrilir (Wei, F., vd., 2012; Stadler, R. H., vd., 2002).



b. Klorojenik asit: Sinamik (fenolik bilesik) asit ve quinik asit arasinda olusan
ester sinifina girerler. En yaygin sinamik asitler; kafeik asit, ferulik asit ve p-coumarik
asittir. Yesil kahve igerisinde en ¢ok bulunan klorojenik asit caffeoylquinic asit
izomerleridir. Caffeoylquinic asit izomerleri; 3-CQA (3-O-caffeolyquinic), 4-CQA (4-
O-caffeolyquinic), 5-CQA (5-O-caffeolyquinic) (Jaiswal, vd., 2010). Klorojenik asit,
yesil kahve ¢ekirdegi ve diger meyve ve sebzelerde en ¢ok bulunan polifenollerin biridir
(Wei ve Tanokura, 2014). Diger polifenoller gibi antioksidan, antiinflamatuvar,
antipiretik ve antineoplastik etkileri gosterilmistir (Dos Santos, M. D., vd., 2006; Rao,
C. V., vd., 1992).

3. Polisakkarit: Yesil kahve ¢ekirdeginin kuru agirliginin yaklasik yarisini
olusturmaktadir (Bradbury ve Halliday, 1990) ve baslica ii¢ polimerden olusur:
arabinogalaktan, manan ve selilloz (Wei, vd., 2011). Yesil kahve c¢ekirdegi
kavruldugunda polisakkaritlerin yapilari 6nemli derecede degisir. Kavurma islemi
karbonhidrat polimerlerini pargalar ve depolarizasyona, yapisal modifikasyona,
proteinlerin ve protein fragmentlerinin, diger parcalanmis {riinlerin yogunlagmis
komplekslerinin olusmasina sebep olur (Muller ve Hofmann, 2005).

a. Siikroz: Yesil kahve ¢ekirdeginde en bol bulunan karbonhidrattir (Wei ve
Tanokura, 2014). Yesil kahve ¢ekirdeginin gelisimin erken evresinde siikroz sentezi
yiiksekken gelisimin son evrelerinde daha az gozlenir (Geromel, vd., 2006).

4. Protein ve aminoasitler: Proteinler, peptidler ve serbest aminoasitler yesil
kahve cekirdeginde tat onciil molekiilleridir. Kahve aromasinin gelismesi ve kahvenin
renginin olugmasi bir peptidin reaksiyonu sonucu oldugu diisiiniiliir (Rogers, vd., 1999).
Yesil kahve cekirdegi ekstiresinde 29 tiir serbest amino asit belirlenmistir (Muller ve
Hofmann, 2005). Bu aromada serbest amino asitlerin etkisinin olup olmadigi heniiz
kesin degildir. Ancak, farkli cografik bolgelerde yetisen yesil kahve ¢ekirdeklerinde
farkli oranlarda gozlendigi i¢in yesil kahve g¢ekirdeginin cografik orjinini belirlemede
kullanilabilir (Wei ve Tanokura, 2014).

5. Lipitler: Yesil kahve cekirdeginde lipit icerigi triasilgliserol, sterol ve
tokoferollerden olusur. Lipitlerin ¢ogu yesil kahve cekirdeginin endosperminde yer
alirken, sadece kiiciik bir kismi ¢ekirdegin mumsu dis tabakasinda bulunmaktadir (Wei

ve Tanokura, 2014).



1.2. Kanser
1.2.1. Kanser tanimu ve tiirleri

Hiicreler i¢ ve dis etkenler sonucunda seri bir sekilde boliinmeye baslar, bu
boliinme ile birlikte bir doku kitlesi meydana gelir ve “tiimor” olarak adlandirilir
(Aliustaoglu, 2009). Meydana gelen her tiimor kanser degildir, benign (iyi huylu) veya
malign (kotii huylu) 6zellik gosterebilir. Benign tiimdrler organizmada yayilmaz, belirli
bir bolgede kalir, 6liimciil degildir. Ancak, zamanla malign tiimoére doniisebilir. Malign
tiimorler, civar dokulara invazyon yaparak ya da kan/lenf yoluyla metastaz yaparak
organizma igerisinde dagilir, bu durum organizmayi1 6liime siiriikler (Player, A., vd.,
2004; Hanahan, D., vd., 2000; Naumov, G. N., vd., 2006).

Kalitsal ya da somatik bir seri mutasyon sonucu olusan kanser, hiicrelerin
normal 6zelliklerini kaybederek; morfolojisini, boliinmesini, yenilenmesini ve dliimiinii
etkileyecek anormal ozellikler kazanmasia sebep olan genis bir hastalik grubudur.
Kanserli hiicreler, saglikli komsu dokulara yayilabilir (invazyon) ve/veya dolasima
gecerek uzak dokulara go¢ edebilir (metastaz). Kanserin yas, cinsiyet ve cografik
kosullarla ilgili birgok tipi olabilir ve tiim yastaki insanlar1 etkileyebilir (Ferlay, J., vd.,
2010; Jemal, A., vd., 2011; Altintas, Z., vd., 2013; Rieger, P. T., 2004). Kanserli
hiicreler metebolik ve davranigsal olarak bir takim degisiklik gegirir. Bu degisiklikler;
immiin sistemden korunma, zamansiz ve sinirsiz ¢ogalma, diger dokulara yayilmanin
yani sira, bazi morfolojik degisiklikler ve apoptoz sinyallerini algilamama seklinde
karmasik ve ¢ok adimli bir siireglerle meydana gelmektedir (Vatansever, 2014). Clark’a
(1991) gore kanser; sinirsiz bitylime gosteren, ¢evre dokulari istila eden ve bu dokulara
yerleserek bliyiiyebilen anormal hiicre toplulugudur. Kan ve lenf yolu ile metastaz
yapabilirler. Bu o6zellikler bir lezyonun kanser olarak adlandirilabilecegini gosterir
(Clark, 1991).

Kanser, ¢ogunlukla ortaya ¢iktig1 hiicre tipi veya organa gore isimlendirilir.
Kanser tipleri genis bir kategoride siniflandirilabilir.

e Karsinoma: I¢ organlarda veya deride,
e Sarkoma: Kemikte ve bununla baglantili dokularda,
e Losemi: Kan dokularinda,

e Lenfoma ve miyaloma: Immiin sistem hiicrelerinde,

e Merkezi sinir sistemi kanserleri: Beyin ve omurilik dokularinda




e Adenoma: Salgi bezi hiicrelerinde
e Blastoma: Blastema’da embriyonik hiicrelerde meydana gelir (Anand vd. 2008)

Temel olarak; mezensimal dokulardan koken alan sarkomalar, epitelyal
dokulardan koken alan karsinomalar, hemapoetik ve lenfoid sistemlerden koken alan
lenfomalar olmak tizere kanserin 3 tipi bulunmaktadir (Gandini vd., 2009).

1.2.2. Kanser olusum siireci (karsinogenez)

Normal hiicreler, bir takim hiicresel, genetik ve epigenetik degisiklikler

gecirerek kanserli hiicreye dontisiirler. Bu doniisiim siireci 3 asamada gergeklesir;
e Baslama (Initiation)
e Gelisme (Promotion)
e llerleme (Progression) (Martinez, J. D., vd., 2003; Oliveira, P. A., vd., 2007)

Baslama (Initiation): Tek bir hiicrenin DNA’sinda olusan mutasyonlar ya da
diger genetik anomaliler, protoonkogenler ve tiimoér baskilayict genler iizerindeki
olumsuz etkilerinden dolayi, hiicrenin biiylimesi ve ¢ogalmasi arasindaki dengeyi
bozabilmektedir. Bu asamada, DNA hasarlar1 enzimatik mekanizmalar ile tamir
edilebilir. Baglama siirecinde, boliinen hiicreler fenotip olarak birbirinin simetrisidir.
Ancak, sonrasinda hiicreler hem genotip hem de fenotip o6zellikleri bakimindan
degiserek neoplastik yapiya doniisebilirler.

Gelisme (Promotion): Baslangic evresinden farkli olarak, yavas ilerleyen bir
stirectir. DNA yapis1 heniiz degismemis normal hiicreler, hormonlar ve biiyiime
faktorleri gibi tlimor gelistirici faktorlerle tiimdr hiicresine doniisiibilir.

Ilerleme (Progression): llerleme siireci geri doniisiimii olmayan bir siirectir.
Hiicrelerde biriken mutasyon onlarin invazif ve malign olmasina sebep olur,
proliferasyonlarinda artis goriiliir. Bu asamada, hiicreler genellikle hizli biiylime,
boliinme, genetik kararsizlik, invazyon, metastaz, biyokimyasal ve metebolik islevlerde
anomaliler ve morfolojik degisiklikler ile karakterize edilir (Martinez, J. D., vd., 2003;
Farber, E., 1984; Oliviera, P. A., vd., 2007; Trosko, J. E., 2003). Karsinogenez ve

metastaz mekanizmasi Sekil 1.2.’de 6zetlenmistir.



Karsinogenez Ridiosyin
pajanlar  viruslar UV mineral lifler kimyasal a;anlav

73 )

Onkogen akuvasyon u

4

SL

P ayime o

:\\I TumOr basknlaym qen lnaktlvasyon

\«.........._- esm—

3|
3
3 Ayrima
Radyasyon Iumyasal apnlar vnuslar . 2 Invazyon
UV, mineral lifler Motilite
Metastaz Q \

¢

E\gg:ﬁ::mz ’ Intravazasyon
Ekstravazasyon *5 @ * X
\d >

Adezyon

Agregasyon
Embolizasyon

Sekil 1.2. Karsinogenezin olusumu MMP; matriksmetaloproteinaz, L: lenfosit, NK:
naturel killer hiicre, M: Mekanik faktdrler, T: Trombosit, A: Adezyon molekiilii (I¢li
ve Akbulut, 2005).

1.2.3. Kanserli hiicrenin ozellikleri
Kanserli ve normal hiicrelerdeki farklar;

e Normal hiicreler homeostaziyi korumak i¢in biliyiimeyi durduran faktorlere
cevap verirken kanserli hiicreler veremez.

e Normal hiicreler DNA hasarinda apoptoza giderken, kanserli hiicreler
apoptozdan kagar.

e Normal hiicreler kromozomlarin uglarindaki telomerlerden dolayr sinirlt bir
sekilde boliiniirken, kanserli hiicreler telomeraz enzimi ile telomerlerin
kisalmasini engeller ve sinirsiz olarak boliintirler.

e Normal hiicreler var olan kan damarlar1 ile oksijen ve besin ihtiyaclarini
karsilayabilirken, kanserli hiicreler hizla ¢ogaldiklari i¢in timdriin i¢ kisimlar
oksijen ve besin ihtiyaglarin1 karsilayamaz, anjiyogenesizi uyarip yeni damar
yapilarinin olugmasini saglarlar.

e Normal hiicreler bulunduklar1 bélgede tutunarak yasarlar, kanserli hiicreler ise
metastaz ile organizmanin degisik bolgelerine gog¢ edebilirler (Weaver, R. F.,
vd., 1997; Pecorino, L., 2008; Weinberg, R. A., 2007; Lammers, T., 2010).



1.2.4. Kanserin sebepleri

Kanser olusumuna sebep olan maddelere “karsinojen” adi verilmektedir (Chan,
D. W., vd., 1994; Henderson, B. E., vd., 1991). Kansere sebep olan faktorler; i¢ ve dis
faktorler olmak tizere ikiye ayrilmaktadir (Gutiérrez ve Salsamendi, 2001). Yas, genetik
yatkinlik, immiin sistem hasari, serbest radikaller ve bireyin hormonal durumu kansere
sebep olan i¢ faktorlere ornek verilebilir. Beslenme ve yasam tarzi, sigara ve alkol
kullanim1 gibi kisisel aliskanliklar, enfeksiyonlar, radyasyon, ¢alisma ortaminda ya da
dis cevrede dogal veya sentetik toksik kimyasallara maruzuyet, yiyeceklerde bulunan
katk1 maddeleri ve UV 1sinlar1 da kansere sebep olan dis faktorlerdendir (Gutiérrez, J.
B., vd., 2001; Minamoto, T., vd, 2000; Lutz, W., 2002; Ohshima, H., vd., 2003,2005).
Organizmada meydana gelen reaksiyonlar sonucu iiretilen serbest radikaller, DNA ile
etkileserek gen mutasyonuna ve mutant genlerin ifadesi ile olusan islevsel ve yapisal
olarak kusurlu proteinlere ve kromozomal bozukluklara sebep olur (Park, vd., 2005).
Insan papilloma viriisii (serviks ve deri kanseri), hepatit B viriisii (hepatokarsinoma)
gibi onkojen viriisler insan kanserlerinde 6nemli rol oynar (Zur hausen, H., 1994;
Robinson, W., 1994). Kansere neden olan genetik ve cevresel faktorler Sekil 1.3.°de

Ozetlenmistir.
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Sekil 1.3. Genetik ve cevresel faktorlerin kansere katkisi (A), ¢evresel ve genetik
faktorlerin bazi kanser riskleri iizerine etkisi (B), kanserlere yakalanmada baslica
cevresel faktorlerin etki oranlari (Anand, vd., 2008).



1.3. Akciger Kanseri
1.3.1. Akciger kanserinin sikhigi ve yayginhgi

Akciger kanseri her yil 2.3 milyon hasta sayisina ve bir milyon 6liim oranina
sahip diinyadaki en yaygin malignant kanser tiiriidiir (Parkin, 2001, Harmsma, vd.,
2013). Diinya niifusu arttikga akciger kanserinin biiyiikk bir saglik sorunu olarak
kalmaya devam edecegi bilinmektedir (Altintas, Z., vd., 2013; Tas, F., vd., 2011).
Gliniimiizde artik kadinlarda da yaygmhigi artmistir (Payne, S., 2001; Tas, F., vd.,
2011). 1950’lerde yapilan iki calismada; akciger kanserinin, %71 oraniyla, en 6nemli
etiyolojik faktorlerininden birinin sigara igmek oldugu belirlenmistir (Hadju, vd., 2011,
Winkler, vd., 2013). Orta ve diisiik gelirli tilkelerde tiitiin kullanim1 kaynakli 6liimlerin
ontimiizdeki yillarda daha da artacagi disiiniilmektedir (Harmsma vd., 2013; Payne,
2001). Tiirk Toraks Dernegi tarafindan Tiirkiye'de yapilan ¢alismalarda akciger kanserli
kadinlarin %17'si erkeklerin ise %94'liniin sigara igtikleri bildirilmistir (Akkoglu ve
Oztiirk, 1999). Tiirkiye'de akciger kanserinin yaklasik goriilme sikligi, bolgelere gore
sirayla; Akdeniz Bolgesi %41, Ege Bolgesi %40, Marmara Bolgesi %27, Ic Anadolu

Bolgesi %23, Dogu Anadolu Bodlgesi %21, Giineydogu Anadolu Bolgesi %18

oranindadir (Cavdar ve Ekim, 1999). Diinya Saglhk Orgiitii ise tiitiin ile iliskili
hastaliklarin 2030’a kadar 10 milyona ulasacagini dngérmektedir (Payne, 2001).
1.3.2. Akciger kanserinin sebepleri

Akciger kanserinin sigaradan bagka bir¢ok sebebi vardir ve bunlarin basinda,
mesleki olarak maruz kalinan kimyasallar ve 1ginlar gelmektedir. Bunlardan biri radon-
222°dir. Renksiz ve kokusuz olan, toprak ve kayalarda bulunan, radyum-226 ve
uranyum-238 iiriinlerinin pargalanmasi ile dogal olarak olusan radyoaktif bir soy gazdir.
Akciger kanserinin %210-14’tinden sorumlu oldugu bilinir (Hadju, S. I.,vd., 2011,
Alavanja, M. C. R., 2002) ve en yaygin kaynagi, insaat yapiminda kullanilan beton ve
topraklardir (Alberg, A. J., vd., 2005; L’Abb¢, K. A., vd., 1991). Radyoaktif ¢iirlime
tirtinleri poloniyum, bizmut ve kursun, akciger epitel hiicrelerine oldukca zararhdir.
Serbest radikallerin iiretimiyle birlikte, pulmoner epitel hiicrelerde dogrudan DNA ile
etkilesir.

Akciger kanserinin diger bir sebebi ise asbest’dir. Amyant olarak da bilinen bu
madde, dayanikli lifli yapida kanserojen bir mineraldir. Anadolu’nun birgok yoresinde

halk tarafindan bilingsizce kullanilmaktadir. Yore halkinin evsel kullanimi disinda,


http://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCrkiye
http://tr.wikipedia.org/wiki/Akdeniz_B%C3%B6lgesi
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ege_B%C3%B6lgesi
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http://tr.wikipedia.org/wiki/G%C3%BCneydo%C4%9Fu_Anadolu_B%C3%B6lgesi

endistri alaninda da kullanilmaktadir ve c¢alisanlar i¢in olduk¢a zararlidir. Kansere
neden olan asbest’in Tiirkiye’de iiretimi, kullanim1 ve asbest iceren esyalarin piyasaya
sunumu, 2010 tarihinden itibaren, Cevre ve Orman Bakanligi Cevre Yonetimi Genel
Midirligi  tarafindan  yasaklanmistir  (http://www.resmigazete.gov.tr/eskiler/2010
/08/20100829-3.htm). Bunlarin disinda, endistiride kullanilan silika, kadmium,
formaldehit, arsenik ve nikel gibi bircok maddeye maruz kalinmasi ile akciger kanseri
arasinda iliski oldugu da saptanmustir (Hadju, S. L., vd., 2011; Bonne, C., 1939).
1.3.3. Akciger kanseri hiicre tipleri

Akciger kanseri epitel hiicrelerden tiiremis karsinomdur (Lango vd., 2011).
“kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC; Non Small Cell Lung Cancer)” ve
“kiigtik hiicreli akciger kanseri (SCLC; Small Cell Lung Cancer)” olmak iizere iki tipi
vardir. SCLC; olduk¢a malignant bir hastaliktir ve sigara ile yakindan iliskilidir.
Hastalarin yaklasik olarak %60’inda metastaza ugradiktan sonra teshis edilmekte ve
tedaviyle ortalama yasama siiresi 18-24 aydir (Desmond ve Carney, 2002). NSCLC,;
akciger kanserlerinin biiyiik ¢ogunlugunu olusturur, bilylimesi ve yayilmast SCLC’den
daha yavastir ve ¢ok zayif bir prognoza sahiptir. Sadece hastalarin %14°0 teshisten
sonra 5 yil hayatta kalabilir (Ginsberg, R. J., vd., 2001; Evans, T. L., vd., 2001).
Adenokarsinoma, skuamoz-hiicreli karsinoma, biiyiik hiicreli karsinoma olmak tizere ii¢
alt tipi vardir (Ginsberg vd., 2001). NSCLC’nin yaklasik olarak %380’1 tiitiin
tiriinlerinden, %20’si de diger karsinojenlerden (asbestos, radon, hava kirliligi v.b)
kaynaklanmaktadir (Ginsberg vd., 2001). Bu etmenler, zamanla onkogenlerde ve timor
baskilayici genlerde mutasyona sebep olur (Ferrone ve Molt, 2003).
1.4. Mezotelyoma

Organizmada potansiyel bosluklar olan plevral, periton, perikard ve testis
kilifinin  ylizeyi tek kat kiibik veya yassi hiicrelerden olusan mezotelyum ile
kaplanmistir. Mezotelyumun benign ve malign tiimorleri ‘mezotelyoma’ olarak
adlandiritlir (Oztek, 1997). Plevral tiimérlerden ilk séz edenler 1767°de Lieutant ve
1819°da Laennect olmustur (Milano, 1990). 1908’de Adamy ise ‘mezotelyoma’ adim
ilk kez kullanmistir (Briselli ve Mark, 1981). 1908’de Miller ve Wynn peritonda,
1927°de Maksimow plevrada doku kiiltiirii calismalar1 ile serozal yiizey hiicrelerinin
fibroblastlara dontistiigiinii bunlarin epitelyal ve fibroblastik 6zellikte oldugunu

gostermistir (Seggewiss, H., vd.,1986; Canter, D., vd., 1980; Milano, M. T., 1990).
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Stout ve Murray da doku Kkiiltiirii calismalar1 ile plevral tiimoérlerin mezotelyal
hiicrelerden kaynaklandigini ortaya koymustur (Milano, 1990).
1.4.1. Mezotelyomlarin tiirleri
Mezotelyomlar patolojik olarak 6 tiire ayrilir;

e Epitelyal

e Fibroz

e Mikst (bifazik)

e Small cell

e Hemangiopensitomatdz

e Andiferansiye (Oztek, 1997).

Epitelyal: Ger¢ek mezotelyal kokenli timorlerdir. Lokal ya da difiiz benign ya
da malign olabilirler. Benign ya da lokal olanlar zamanla malign ya da difiiz olabilirler.

Fibréz (sarkomatoid): Fibroblastik diferansiyasyon gosteren mezotelyumlardan
ya da submezotelyal fibroblastik hiicrelerden gelisir. Igsi yapidadirlar. Lokal, difiiz
benign ya da malign tiirleri vardir.

Mikst (bifazik): Timor belirgin fibrz bir stroma icindeki epitelyal hiicrelerden
olusur. Ozellikle epitelyal ve sarkomatoid hiicreler bir arada goriiliir.

Small cell: Epitelyal hiicre 6zelligi tasiyan bu timor hafif asidofilik, yuvarlak ya
da poligonal stoplazmali, yuvarlak nukleuslu hiicrelerden olusur. Daha c¢ok malign
yapida olup niikleolleri belirsiz, oval, ¢entikli, irice ya da ¢ift niikleuslu, mitoz gosteren
hiicrelerdir.

Hemangioperisitomatoz. Epitelyal ya da fibréz tiir hiicrelerde bosluklar
dosedikleri, damarlarin etrafinda lokalize olma durumudur.

Andiferansiye tiir: Anaplastik yapidaki epitelyal ya da fibréz hiicrelerce
olusturulur (Oztek, 1997).

1.4.2. Mezotelyoma etiyolojisi

Mezotelyoma sebebi olarak asbest, erionit ve SV40 viriisii bilinmektedir
(Carbone, M., vd., 2002; Zamani, A., vd., 2014).
1.4.2.1. Asbest

Mesleki ve gevresel olarak asbest ile temasda olan bir ¢ok insanda %90 oraninda

plevral malign mezotelyomaya gozlenmistir. Ulkemizde asbest madenleri
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bulunmaktadir. Bu madenlerden ¢evreye yayilarak insanlar iizerine etki etmektedir.
Sanayide (tekstil, ¢imento ve insaat, otomativ, boya vb.), ham madde olarak
kullanilmasiyla ve bunun yanisira sigara filtresinden bebek pudrasina kadar giinliik
hayatta siirekli kullanilan malzemelerin igeriginde bulunmasi insanlar iizerinde olduk¢a
fazla risk olusturur. Cizelge 1.1°de Tirkiye’de mezotelyoma epidemiyolojisi ile ilgili
calismalarain 6zeti verilmistir (Zamani, 2014). Asbest hiicrenin mitotik siirecini etkiler,
aktif oksijen tiirlerinin olusmasini arttirarak DNA hasarina sebep olur. Yapilan
caligmalarda mezotelial hiicrelerde DNA kiriklarina sebep oldugu goézlenmistir.
Karyotip analizlerinde 1, 2, 3, 6, 7, 9, 11 ve 22. kromozomlar1 kapsayan anomaliler

gosterilmistir (Basara, 2006).

Cizelge 1.1. Tirkiyede mezotelyoma epidemiyolojisi ile ilgili ¢alismalarin 6zeti (Zama-
ni, 2014).

Galisma il Hiz. Calhisma ozelligi
yeri
izmir 2001 E: 0.7/100,000 Genel popiilasyon.
K: 0.3/100,000 Izmir Kanser Kayit verisi (KIDEM);
mortalite
Karain 1975- 11 olim Erionit temash 575 kisilik bir
1978 poplilasyon
Karain, 1979- % 44.5 Erionite temash kéylerde orantili
Tuzkoy 2003 Sl oram
Karain E: 639/ 100,000 Erionit temashlarda mortalite
K: 1267/100,000
Eskisehir E: 114.8/100,000 Asbest temash kisilerde mortali-
K:159.8/100,000 te. Genel pouplasyonla karsilasti-
nld@inda; erkekler 88.3, kadin-
lar 799 kez daha risikli.
Diyarbakar 22.8/100,000 Genel popiilasyonda mortalite
Maden, 1990- 42.9/1,000 000 Asbest temashilarda mortalite
Ergani, 1999
Clnglis,
Cermik,
Siverek
Karag / 2005 1/132 Asbest temash 132 kiside
Isparta prevalans
Caparkayi/ 1988- 4/425 (4 yillhik) Asbest temash 425 kiside
Canlkan mortalite
Hekimhan 2005 1.45/ 100,000 Asbest temashlarda mortalite
Arguvan/ 7.46/ 100,000
Malatya
Sivas 2010 3 olgu 2,970 taranan kiside prevalans

1.4.2.2. Erionite

Mezotelyomaya neden oldugu bilinen diger bir ¢evresel kaynakli, lifsi mineral

erionitedir. Erionite ashest gibi fibroz silikattir ve volkanik bir {iriindiir. Urgiip civarinda
tas-kaya tabakalarinda dogal olarak bulunur. Yo6re insani tarafindan Akkusak tasi olarak
adlandirilir, hafif ve gozenekli olan bu tas, ev duvarlarimin yalittmda kullanilir. Bu
taglarin yliksek kanser riski tasidigr Ozellikle de mezotelyoma riski olusturdugu
literatiirde yer almaktadir (Krismann, M., vd., 2002; Tiainen, M., vd., 1992).

1.4.2.3. SV40 simian viriis

Insan mezotel hiicrelerinin SV40 enfeksiyonuna duyarli oldugu ve bu viriisiin



12

insan mezotel doku kiiltiirlerinde malign trasformasyona neden oldugu bilinmektedir
(Zamani, 2014). SV40 viriisii p5S3 ve pRb baglanarak inaktiflestirirken; c-met, IGD-1 ve
diger onkogenlere baglanarak aktiflestirir (Bocchetta, M., vd., 2008; Carbone, M., vd.,
2012). Kiiltiir ortaminda insan mezotel hiicreleri hem asbest hemde SV40’a maruz
biraklidiginda sinerjik bir etki gostererek yiiksek oranda transforme olmustur
(Kroczynska, B., vd., 2006; Bocchetta, M., vd., 2000).
1.5. Hiicre Oliim Mekanizmalari

Ug tip hiicre 6liimii vardir. Bunlar; patolojik hiicre 6liimii olarak bilinen nekroz,
olarak bilinen apoptoz ve otofajik hiicre 6liimiidiir (Golstein ve Kroemer, 2006). Ayrica,
morfolojik ve biyokimyasal olarak temel hiicre 6liim tiperinden farklilik gosteren hiicre
oliim tipleri de bildirilmistir (Coskun ve Ozgiir, 2011).
1.5.1. Apoptotik hiicre oliimii

Cok hiicreli organizmalarda, metabolizma ve canliligin devam ettigi siirece
homeostaziyi korumak i¢in hiicre yapimi ve yikimi arasinda bir denge vardir ve bu
dengeyi koruyan mekanizma da programli hiicre 6liimiidiir. Apoptoz olarak da bilinen
programli hiicre 6limii (PCD), 1972’ de J.F. Kerr tarafindan nekrozdan farkli bir hiicre
Olumii olarak tanimlanmistir (Wyllie, A. H., vd., 1980; Kerr, J. F., vd., 1972; Elmore,
S., 2007; Liu, Z., vd., 2010; Altunkanyak, B. Z., 2008). Yasam dongiisiine
baktigimizda; embriyogenez, doku ve organ olusumu, yaslanma siireci, menstrual
dongii, emzirme donemi sonrasi meme kanallarinin geri ¢ekilmesi, viral enfeksiyonlar
da dahil diger hastaliklar ve DNA hasar1 gibi birgok biyolojik siirecte karsimiza
cikmaktadir (Yang, L., 2005; Elegbed, F., 2003; Ekshyyan, O., vd., 2004; Cameron, R.,
vd., 2000, Saikumar, vd., 1999).
1.5.1.1. Apoptozu indiikleyen faktorler

Hiicreyi apoptoza siiriikleyen nedenler ¢esitlidir. Bunlar:

e Hiicre yiizeyinde bulunan hiicre 6lim reseptorlerinin (Fas ve TNFR-1) ilgili
ligantlar ile etkilesime girmesi

e Genotoksik ajanlarin (ilaglar, kimyasallar, UV 1sinlar1) etkisi ile yaratilan DNA
hasar1

e Reaktif oksijen tiirleri’nin (ROS) hem hiicre hem de mitokondiri membraninda
olusturdugu hasarlar

e Biiylime faktorlerinin ortamda azalmasi



13

e (Granzim A ve B uyarimi

e Hiicre membraninda bulunan sifingomiyelinin ¢esitli etkenlerle seramide
donlismesi ve seramid’ten olusan sifingozinler apoptozu indiikleyen sebepler
arasindadir (Aksit, H., vd., 2008; Ulukaya, E., vd., 2011; Solakoglu, Z., 2009,
Engin, K., vd., 2001).

1.5.1.2. Apoptotik hiicre 6liim mekanizmasi

Hiicre apoptotik yola girebilmesi i¢in 3 farkli sekilde uyarilir;
e ¢ yolak (mitokondri bagimli yolak)
e Dis yolak (reseptdr bagimli yolak)
e Perforin/Granzim A ve B uyarimli apoptoz (Erdz, vd., 2012, Liu, vd., 2010)



* Uyarilma

* Mitokondri bagimli yolak da denen bu siire¢, DNA
hasari, hormon eksikligi ve bazi biiylime faktorlerinin
azhig ile uyarlir (Pmarbasi, 2007).

* Diizenlenme

« I¢ yolag1 pro-apoptotik ve anti-apoptotik iyelere sahip
Bel-2/Bax gen ailesi diizenler (Salakoglu, Z., 2009;
Aksit, H., vd., 2008). Bcl-2/Bax gen ailesinin;

» Anti-apoptotik tiveleri; Bel-2 ve Bel-xL,

» Pro-apoptotik tiveleri ise; Bax, Bad, Bim, Bid Noxa,
Bak ve Bcl-xs’dir (Ulukaya, vd., 2011).

* Anti-apoptotik:

* Mitokondri zarlar1 arasinda hiicre Olimiinii bagslatan
proteinler vardir (Pmarbast, 2007).

* Pro-apoptotik:

* Hiicre c¢esitli faktorlerle uyarildiginda, anti-apoptotik
iiyelerin (Bcl-2 ve Bel-xL) baskilanmasim saglayarak
mitokondri i¢ ve dis zar arasindaki apoptoz baslatici
proteinlerin  sitoplazmaya  salmimmi  baslatirlar
(Zimmerman, K. C., vd., 2001; Engin, K., vd., 2001;
Saikumar, P., 1999; Ulukaya, E., vd., 2011).

» KaspazBagimh Yolak
* Sitokrom C stoplazmada bulunan Apaf-1 (Apoptotik
iC YOLAK proteaz aktiflestirici faktér) ile birleserek ATP

varliginda, “apoptozom” olusumunu saglar ve kaspaz
yolagini baglatir.

* Apoptozom, inaktif kaspaz-9’u aktif hale getirir ve
aktif kaspaz-9 ise kaspaz-3 ve 7' yi aktiflestirir (Letai,
A., vd., 2002; Stennicke, H. R., 1999; Pop, C., vd.,
2006; Zhang, Z. H., vd., 2003; Cruchten, S. V., vd.,
2002; Alosi, J., vd., 2010; Hockenbery, D., vd., 1990)

+ Kaspaz Bagimsiz Yolak

* Diger bir pro-apoptotik grup ise apoptoz uyarici faktor
(AIF), endoniikleaz G, kaspaz aktif
deoksiriboniiklezlar (CAD) dur.

* Bunlar hiicreyi o6lime hazirlayan proteinlerdir,
Sitokrom C den daha ge¢ sahnirlar, apoptotik siirecin
tamamlanmasini rol oynarlar.

* AIF c¢ekirdege gider ve DNA'nin kii¢ciik parcalara
ayrilmasimni neden olur.

* Endoniikleaz G kromatin yogunlagsmasina neden olur

+ AIF ve Endontikleaz kaspazdan bagimsizdir.

* CAD ve inhibitérii ICAD kompleksini olusturmustur.

* CAD bir DNaz oldugu i¢in serbest kaldiginda kromatin
yogunlasmasi ve DNA fragmantasyonuna sebep olur

» Aktif kaspaz-3 ICAD’1 keserek CAD’1 serbest birakir
(Yildrim, A., vd., 2007; Sakahira, H., vd., 1998; Eroz,
R.,vd., 2012).




* Uyarilma

* Hiicre yiizeyinde Fas (APO-1, CD95) ve TNFR-1
(Timoér Nekroz Faktor Reseptor-1) hiicre 6lim
reseptorleri bulunmaktadir.

* FasL. ve TNF ligantlar1 ilgili reseptérleri uyarr ve
apoptoz stireci baslatilir (Liu, Y., vd., 2006; Lewin, B.,
1997).

* DISC Olusumu

» Oliim reseptorleri uyanldiktan sonra Fas reseptorii
FADD (Fas-iliskili 6liim bdlgesi) ile, TNFR-1 reseptorii
ise TRADD (TNFR-1- iliskili olim bdlgesi) ile
etkilesime girer (Nagata, 1997).

* Burada olusan sinyal kompleksine “6limii tetikleyen
sinyal kompleksi” (DISC; Dealth-Inducing Signaling
Complex) denir (Singh, vd., 2010).

» Kaspaz Selalesi

* Olasan sinyal kompleksi prokaspaz-8' i aktiflestirir.
Aktiflesen kaspaz-8, kaspaz-3, -6 ve -7’ yi aktiflestirerek
kaspaz selalesini harekete gecirir.

« Aktif kaspaz-8, pro-apoptotik protein olan Bid’in
aktiflesmesini tetikler ve aktif Bid, mitokondriden
sitokrom C, SMAC gibi proteinlerin salmimmini
saglayarak mitokondri yolagmi aktiflestirmis olur
(Boatright, K. M., vd., 2003; Donepudi, M., vd., 2003;
Ulukaya, E., vd., 2011).

GRANZIM » Granzim A yolu kaspaz bagmml hiicre 6lim yolunu

A aktiflestirir.
UYARIMLI » Granzim A proteaz kompleksi parcalar boylece NM23-
APOPTOZ, H1’in inhibasyonunu serbest birakir buda apoptotik DNA

parcalanmasina yol agar (Lieberman ve Fan, 2003).

Sitotoksik T lenfositler (CTL), konake1 hiicre yiizeyindeki

antijenleri tanirlar ve bu sirada, yiizeylerinde Fas ligant

olusturarak Fas reseptoriine tutunurlar.

GRANZIM * CTL’ler sitoplazmalarinda Granzim B (serin proteaz) ve

B perforin adi verilen apoptoz indiikleyici protein igeren

UYARIMLI stoplazmik grantillere sahiptirler (Budd, 2002).

APOPTOZ * Bu CTL’ler, perforin ile por olusturarak hedef hiicrede
kaspazlan aktiflestirecek granzim B salgilarlar.

* Boylece, virus tarafindan enfekte edilmis hiicre ya da

timor hiicresi lizerinde sitotoksik bir etki saglayabilirler

(Trapani ve Smyth, 2002).
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Apoptotik hiicre 6lim mekanizmalar1 Sekil 1.4’de 6zetlenmistir.

Pro-apoptotik uyan

LIGANT

Oliim reseptorleri

Adaptor DISC
Kaspaz-8

l iC YOLAK ] l Sitokrom C @
Kaspaz-8 @D ATP

l . Kaspaz-9

Efektor kaspaz  «p
(-3,-6,-7) Apoptozom

l.

Kaspaz-9 °
\ /\- IAPs

Kaspaz-3.-7

@» Apaf-1

Sekil 1.4. Apoptozun i¢ ve dis yolagi (Li and Sheng, 2012).

1.5.2. Nekrotik hiicre dliimii

Nekroz; yasayan dokularin hipoksi, fiziksel hasar, hipertermi, enfeksiyon, UV
1511 gibi dis fiziksel sebepler ya da toksin gibi kimyasallar etkisiyle otolize ugramasi,
pargalanmasina sebep olan patolojik bir 6liim seklidir (Purokuryakov, 2003).

Disaridan gelen fiziksel ve kimyasal uyarilar hiicrenin iyon dengesini bozar.
DNA tamirinden sorumlu niiklear enzim PARP (Poli ADP-riboz polimeraz), NAD"1
ikiye bolerek NAD kaybina neden olur. Bu durumda, ATP eksikligi iyon pompasi
yetersizligine yol acar ve boylece hiicre sivi alarak organelleriyle birlikte siser, plazma
membran biitlinliigli bozulur ve osmotik basin¢ nedeniyle hiicre patlar. Hiicre 6liimii,
hiicre igeriginin hiicreler arasi bosluga salinmasi yani enflamasyon (yangi) olayma
sebep olur. Bu olayin karakteristik 6zelligi, makrofaj ve nétrofillerin nekrotik dokuya
go¢ etmesidir. GOgeden bu hiicreler nekrotik dokuyu fagozite eder. Bu nedenle,

enflamasyon nekrozun 6nemli bir isaretidir (Golstein, P., 2007; Nicotera, P., vd., 2004).



17

1.5.2.1. Nekrotik hiicre 6liim mekanizmasi

Nekroz bazi sebeplerden dolay: tetiklenmektedir. Bunlar; TNF reseptorleri ve bu
aileye ait diger reseptorlerin (FAS, TRAIL), purinojenik reseptorlerin, N-metil D-
aspartat (NMDA) gibi eksitoreseptorlerin ligandlariyla uyarilmasi, DNA hasarina neden
olan dogrudan (radyasyon, antikanser ilaglari) ya da dolayli sebepler ve oksidatif stress
(iskemi/reperfusion, ROS)’dir.

Kiitlesel DNA kiriklar1t PARP’1n (Poli ADP-Riboz Polimeraz, DNA tamirinden
sorumlu niiklear enzim) aktivasyonundan dolay: olusur. PARP’1n substratt NAD" dir ve
PARP, NAD’1 tiikettigi icin ATP eksikligine sebep olur ve nekroza yol agar
(Puroskuryakov, vd., 2003). Hiicresel stress sonucunda, RIP1 ve RIP3 (receptor-
interacting serine-threonine kinase 1 and 3) aktiflesir. Bu proteinler mitokondriyi ya
dogrudan aktiflestirir ya da NADPH oksidazin olusturdugu ROS ile dolayli olarak
nekrozu uyarir (Hengartner, vd., 1992). Nekrotik uyar1 ayrica, PARP’1 aktiflestirir.
PARP1 de; kalpain aktivasyonu, RIP kinazlarin aktivasyonu ya da PAR polimerazlar
yoluyla nekroza neden olur. Kalpain, Ca™" ile aktif olan kaspaz proteaz ailesi iiyesidir
ve lizozomal enzim salinimina neden olan kathepsin aktivasyonuna katkida bulunur.

Bcl-2 ailesinin bir diger protein olan BNIP, direk olarak mitokondriyal por
olusumunu aktif eder. Mitokondriyal porlar; mitokondrinin dis membraninda VDAC
(voltaj bagimli anyon kanal1), i¢ zarinda ANT (Adenin nukleotit translokaz), matrikste
peptidil prolil izomeraz siklofilin D’den olusur. Mitokondri porlari, asirt ROS ve Ca™*
iiretiminde ac¢ilan genis kanallardir (Baines, C. P., 2010; Zong, W. X., vd., 2006).
(Nicotera, P., vd., 2004; Baines, C. P., 2010; Zong, W. X., 2006). Asir1 Ca"*ve ROS
artis1 mitokondri porlarinin uzun siire agik kalmasina neden olur. Bu durumda hiicre
oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP iiretmez hale gelir ve nekroz gergeklesir (Baines, C.
P., 2010; Zong, W. X., vd., 2006). Nekrotik hiicre oliim mekanizmas1 Sekil 1.5’de

Ozetlenmistir.
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Fas, TNFR “
1

NADH \
OKSIDAZ RIP1 RIP3

NEKROZ POLIMERLERI

Sekil 1.5. Nekrotik yolagin temel mekanizmasi (http://agscientific.com/blog/index.php
/tag/necroptosis/).

1.5.3. Nekroptotik hiicre oliimii

Nekroz, apoptozun aksine kaliplasmis bir morfoloji sergilemez, hiicre 6liimiiniin
diizensiz bir sekli olarak ifade edilir (Galluzzi ve Kroemer, 2008). Ancak Hitomi vd.
(2008), bu durumun aksine programlanmis bir nekrozun molekiiler yolaginin varligini
rapor etmislerdir (Hitomi, vd., 2008). Bir¢ok kanit nekrozun programlanabilir bir olay
oldugunu gosterir (Galluzzi and Kroemer, 2008). Nekrotik hiicre oliimi, plazma
membran reseptorlerine baglanan ligantlar tarafindan indiiklenebilir ve genetik,
epigenetik, farmakolojik faktorler araciligiyla diizenlenebilir (Galluzzi and Kroemer,
2008).

Nekroptoz; farmakolojik ve genetik olarak kaspazin inhibe oldugu durumlarda,
TNF-o’nin aktiflesmesi ile olusan kontrollii nekrotik hiicre 6liim yolagidir (Degterev,
vd. 2005). Nekroptoz, nekrozun Ozelliklerini gosterir, fakat TNF-a, FasL ve TRAIL
tarafindan uyarilan nekroptoz, nekrosteinler tarafindan inhibe edilebilen ve RIP1 ve
RIP3’in katildigi bir sinyal yolagi sergiler (Wu, vd., 2011). Nekrostatin, RIPK1’i
baskilayarak programli nekrotik hiicre 6liimiinii, engelleyen bir molekiildiir (Xie, vd.,
2013). Onceden, 6liim reseptdrlerinin sadece apoptozu uyardigi diisiiniiliirken son
zamanlardaki arastirmalar, 6lim reseptorlerinin apoptoz engellendigi zaman RIP1’in

dahil oldugu nekroptoz yolagini uyardigint géstermistir (Holler, vd., 2000).


http://agscientific.com/blog/index.php/tag/necroptosis/
http://agscientific.com/blog/index.php/tag/necroptosis/
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1.5.3.1. Nekroptotik hiicre 6liim mekanizmasi

Nekroptoz hiicre 6liim reseptorleri tarafindan uyartlir (Wu, vd., 2011). TNF-a

aktif makrofajlar tarafindan tretilir (Chen and Goeddel, 2002). Yaygin olarak apoptotik

indiikleyici olarak diisiiniilse de ilk kez tiimor hiicre nekrozuna sebep olan bir ajan

olarak tanimlanmistir. Yeni kanitlar, TNF-o’nin progralanmig nekrozu indiikledigini

ortaya koymaktadir (Wu, vd., 2011).

TNFR1 ve TNFR2 hiicre yiizeyinde yerlesmis TNF-a’nin 6zgiin reseptorleridir
(Wu, vd., 2011).

Baslangicta, TNF-o TNFR1’in hiicre disinda kalan bolgesine baglanir ve hiicre
icine bakan kisminda allosterik bir degisiklik yaratir (Andera, 2009).

Apoptoz proteinlerin inhibitdrleri (cIAP1 ve cIAP2), TNF-a reseptor iliskili
faktor 2/5 (TRAF2/5), E3 ubiquitin ligaz, Fas iliskili 6liim domaini (FADD),
RIP1, TRADD (TNF-a reseptorle iligkili 6liim domain) ile olusturulan kompleks
I araciligtyla TNFR1 ve TNFR2 asagr yonli sinyali tetikler. RIP1’in
ubikinasyonu IKK kompleksi ve NEMO aktivasyonunu baslatarak NF-«B
yolaginin aktivasyonunu arttirir.

Bu durumun tersi ise NF-xB yolagini inhibe edip, hiicre 6liim yolagia dogru
egilime sebep olur (Wu, vd., 2011).

Siklindromatos (CYLD) tiimor supresdr gen tarafindan kodlanir ve birkag
protein ile NF-xB’nin aktivasyonunu bloklar (Kovalenko, vd.,2003).

Tiimor hiicreleri proliferasyonu arttiran ve apoptozis oranini azaltan inaktif
CYLD tagir (Alameda, J. P., vd., 2010, Urbanik, T., vd., 2011).

RIP1 kompleks I den ayrilir ve kompleks II’ye katilir. TNFR1’in aktivasyonu,
kompleks II’nin olusumu igin esastir. TNFR1’in aktivasyonunun inhibe edilmesi
de hiicrede apoptoz direncine sebep olur (Schneider-Brachert,vd.,2006).

Oliimii indiikleyen sinyal kompleksi (DISC) olarak bilinen kompleks II, kaspaz-
8, TRADD, FADD ve RIP1’den olusur. CYLD’nin knoc-down olmasi, TNF’nin
uyardig1 nekroptozu inhibe eder (Hitomi, vd., 2008).

RIP1’in de-ubikinasyonu TNF’nin uyardigi nekroptozda 6nemli bir adimdir.
cIAPs’in inhibasyonu RIP1’in azalan ubikinasyonu araciligiyla kompleks II

olusumu hizlanir (Bertrand, vd., 2008).
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o Kompleks II, iki farkli asag1 yonlii sinyal yoluyla aktif olur, apoptoz ve nekroz
(Wu, vd., 2011).

Nekrotik hiicre 6lim mekanizmasi Sekil 1.6.’de 6zetlenmistir.

2 3
5 Kompleks I
o

PRI 1 deubikuitinasyon

RIP1 _ NG/ Kaspaz 8
dan ' FADD
Kaspaz mhibitori
Kompleks II RI P1 \
RI P3N RiP1 4y
FADD RIP3 @

l DISC kompleksi ‘ ] Nekrozom ‘
NERROFTOZ

Sekil 1.6. Apoptoz ve nekroptoz sinyal yolagi arasindaki baglant1 (http://Its.yonsei.
ac.kr/ research/re_01.html).

1.5.4. Apoptotik ve nekrotik hiicreler arasindaki temel farklar

Nekroz hiicre membraninin daha erken bir zamanda bozulmasi ile sonuglanan,
hipoksi, iskemi, asir1 sicaklik ve mekanik travma gibi siddetli ¢evresel ajanlar ile ilgili
durumlarda cevap olarak olusan pasif bir siiregtir (Kerr, J. F., vd., 1972; Wyllie, A. H.,
vd., 1980). Nekroz ile olusan bazi temel morfolojik degisiklikler; hiicre sismesi, bazi
sitoplazmik keselerin olusumu, endoplazmik retikulumun sismesi, kondanse olmus ya
da sismis mitokondri, ribozomlarin ayrilmasi, hiicre zarinin par¢alanmasidir (Majno, G.,
vd., 1995;Kerr, J. F., vd., 1972). Apoptoz ise programlanmig ve enerji harcayarak hiicre
ici mekanizmalarin aktivasyonunu igerir (Yuan, 1996). Apoptoz siireci erigkin organ ve
dokularin homeostazina ilaveten embriyonik dokularin olusumunda da rol oynar
(Schittny, vd., 1998). Apoptotik hiicreler tipik morfolojik degisiklikler ile tanimlanir
(Kerr, vd., 1972). Baslangigta hiicre biitiinliigii korunur, daha sonra biiziiliir,
membranda cepcikler olusur. Cekirdekte kromatin yogunlagsmasi ve pargalanmasini
igcerir. Sonraki asamalarda, apoptotik hiicreler membran biitlinliiglinii kaybeder, buna

“ikincil nekroz” denir (Wyllie, vd., 1980). Apoptoz ve nekroz arasindaki belirgin
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morfolojk fark Sekil 1.7’de goriilmektedir. Apoptoz ve nekroz arasindaki morfolojik ve

biyokimyasal farkliliklarin detaylar1 Cizelge 1.2°de Ozetlenmistir. Ayrica, geg

apoptozda gozlenen apoptotik cisimcikler de Sekil 1.8’de gdsterilmistir.
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Fagosit
Hiicre iceriginin disa
akmasi ve enzimatik

sindirim

NEKROZ

Apoptotik hiicre
ve parcalarmm
fagositozu

APOPTOL

Sekil 1.7. Apoptoz ve nekroz arasindaki morfolojk fark (http://dicionariosaude.com/

necrose/).

Cizelge 1.2. Apoptoz ve nekrozun farklar1 (Coskun ve Ozgiir, 2011).

Sebepleri

Morfolojik
Ozellikleri

Biyokimyasal
ozellikleri

Diger
ozellikleri

Apoptoz
Biiyiime faktorlerinin eksikligi,
Hiicre yaslanmasi,
HIV, Sitotoksik T lenfositleri
Kanser ilaglari, radyasyon,
Oliim reseptorlerinin aktivasyonu

Hiicre zar1 saglamdir.

Hiicre kiigitiliir.

Cepgikler olusur. organeller saglamdir.
Kromatin yogunlasmasi gergeklesir.
Apoptotik cisimcikler olusur.

Erken evrede fosfatidil serintranslokasyonu
gozlenir.

Programlidir. ATP gerektirir.
DNA kiriklart merdiven seklinialir (jel
elektroforezinde ladder).

Hiicreler tek tek veya birkacibirarada 6liir.
Fizyolojik sartlarda dagerceklesebilir.
Makrofajlar tarafindan fagositeedilirler.
Enflamasyon goriilmez.

Nekroz

Iskemi, hipertermi, hipoksi,
Litik viral enfeksiyon

Toksik maddeler, agir metaller,
Siddetli oksidatif stres

Zar biitiinligiikaybolur.
Hiicre siser.

Biiyiik vakuoller olusur.
Organeller pargalanir.
Hiicre lizisi gergeklesir.
Fosfatidilserin
Tanslokasyonuyoktur.

Iyon dengesi bozulur.

ATP gerekmez.

DNA rastgele pargalanir (Jel
elektroforezinde smear).
Hiicreler gruplar halinde 6liir.
Patolojik etkiler sonucu
gergeklesir.

Lizozomal enzimler salinir.
Enflamasyona neden olur.
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Apoptozun son asamasi Lenfosit

' {
Apoptotik hiicre
Sekil 1.8. Apoptozun son agamasi, apoptotik cisimcikler (Caggia, 2004).

1.6. Kaspazlar

Kaspazlar aktif bolgelerinde sistein aminoasiti igerdikleri ve substratlarini
aspartik asitten sonra kestikleri i¢in ‘“kaspaz” olarak adlandirilmiglardir (Rastogi,
vd.,2009). Bugiine kadar insanda 10, farede 4 memelilerde toplam 14 kaspaz
tanimlanmistir (Griitter, 2000). Hiicre icerisinde inaktif onciil enzim olarak bulunurlar
ve genellikle diger bir kaspazin islevi ile bazen de kendi kendilerinin oto-proteolitik
katalizi ile islev kazanirlar (Elmore, S., 2007; Lawen, A., 2003). Kazpazlarim hem
kendilerini hem de diger kazpazlart proteolitik olarak kesmeleri, apoptotik uyarinin
algilanarak hizli bir sekilde gergeklesmesine neden olur (Rastogi, vd., 2009). Kaspazlar;
baslatici kaspazlar (kaspaz-2, -8, -9, -10), efektor kaspazlar (kaspaz-3, -6, -7) ve
inflamatuar kaspazlardir (kaspaz-1, -4, -5, -11) olmak tizere 3’e ayrilir (Elmore, 2007).
1.7. Anneksin V/FITC-PI (Propidiyum iyodiir) Yontemi ile Apoptoz Belirlenmesi

Normal hiicrelerde, hiicre zarmin sitoplazmik yiizeyinde bulunan zar
lipitlerinden biri olan fosfotidilserin (PS), apoptoza girdiginde hiicre zarinin dig
ylizeyine tasmirlar. Bu durum apoptotik hiicre 6liimiiniin erken dénemlerinde meydana
gelir. Anneksin V ise hiicrenin dis yiiziine tasinan fosfotidilserin’e baglanabilen bir
proteindir. Bu protein floresan bir madde (FITC) ile isaretlenir ve apoptotik hiicrelere
baglanarak goriiniir hale getirir (Kopman, G., vd., 1994; Overbeeke, R., vd., 1998).
Anneksin V, nekrotik hiicrelerin yiizeyine de baglanabildigi i¢in ikinci bir boya olarak
vital olmayan boya olan propidium iyodiir eklenmektedir (Kockx, M. M., vd., 1998;
Overbeeke, R., vd., 1998).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal
2.1.1. Kullanilan alet ve cihazlar

Otoklav (Sanyo (MLS-3780)), Mikroplaka okuyucu (ELx808), CO; inkiibatorii
(Thermo Heraeus Heracell 150), Inverted mikroskop (Olympus 1X7158F3), Steril kabin
Classll (Thermo Heraeus HS-12), Santrifiij (Biyofuge Stratos Heraeus), Manyetik
karistirici, Derin dondurucu, Buzdolabi, Kar-buz makinesi, Floresan mikroskop (DP72),
Rotaryevaporator, Liyofilizatér, Kuru hava sterilizatérii (Niive FN 120), Cedex (hiicre
sayim ve analiz cihazi, Roche), Su banyosu (Clifton), Dijital terazi (Scaltec Spo51),
Orbital calkalayici tabla (GFL 3012).
2.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler

RPMI-1640 Medyum (Sigma), Fetal bovine serum (FBS) (Sigma), Phosphate
buffered saline (PBS) (Sigma), Dimetilsulfoksit (DMSO) (Carlo Erba),
Etilendiamintetra asetik asit (EDTA) (Sigma), Tripsin (Biochrom Consantre (10X)),
Penisilin-Streptomisin (Gibco), Sodyumbikarbonat (Applichem), Metanol (Merk), N-
Butanol (Merk), Hekzan (Merk), Kloroform (Merk), Etilasetat (Merk), MTT (Sigma),
Akridin orange (Sigma), Etidyum bromiir (Sigma), Triton X-100 (Sigma), Hidroklorik
asit (HCI) (Carlo Erba), Tiripan mavisi (sigma), Nétral red (Sigma), Glasiel asetik asit
(Sigma), Anneksin V/FITC apoptoz belirleme kiti (BD), Kaspaz-3, 8, 9 kolorimetrik
deney Kiti (Biovision), NaHCO; (Applichem) satin alindi, Sivi azot Anadolu
Universitesi Bitki, Ilag ve Bilimsel Arastirma Merkezin’den (AUBIBAM) temin
edilmistir.
2.1.3. Kullanilan test maddesi

Ticari olarak satin alinan Arifoglu® markali 6giitiilmiis yesil kahve, test maddesi
olarak kullanmilmistir. Yesil kahve ekstraksiyonu yapildiktan sonra, ana ekstre 5 farkli
fraksiyona ayrilmistir. Ana ekstre ve fraksiyonlarinin her biri deneyde kullanilmak
tizere Serum’suz (Fotal Sigir Serumu) medyum igerisinde ¢oziilmiis ve 50mg/ml olmak
tizere ana stoklar hazirlanmigtir. Test bilesenlerinin A549 ve SPC-212 hiicrelerinde

uygulanan konsantrasyonlari Cizelge 2.1’de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Hiicre hatlarinda caligilan yesil kahve metanol ekstresi ve fraksiyonlarinin
konsantrasyonlari.

Uygulanan Metanol Butanol Etil Asetat Sulu
Maddeler . . . . Demleme
Ekstresi Fraksiyonu | Fraksiyonu | Fraksiyon
(mg/mil)
3 0.75 0.15 2.25 0.675
3.25 1 0.25 2.75 1.25
A549 3.5 1.25 0.35 3.25 2.5
3.75 15 0.45 3.75 5
4 1.75 0.55 4.25 10
0.40 0.15 0.06 0.50 0.675
0.45 0.20 0.12 0.60 1.25
0.50 0.25 0.18 0.70 2.5
SPC-212 0.55 0.30 0.24 0.80 5
0.60 0.35 0.28 0.90 10
0.65 0.4 0.34 1

2.1.4. Kiiltiir hiicreleri

Alveolar epitel iki ana hiicre tipi icerir. Bunlar alveolar tip | ve alveolar tip
II’dir. Calismamizda kullanilan A549 kiiglik hiicreli olmayan akciger adenokarsinom,
insan alveolar bazal epitel hiicre hatt1 toksikolojik ¢aligmalarda siklikla kullanilan tip II
pulmoner epitel hiicreleri ig¢in bir modeldir (Foster, vd., 1998; Ward, H. E., vd., 1984).
A549 hiicre hatti adenokarinomu ilk olarak 1972’de D.J. Giard ve arkadaslari
tarafindan 58 yasinda erkek bir bireyin kanserli akciger dokusundan kiiltiire edilmistir
(Giard, vd., 1973). A549 hiicre hatt;, Anadolu Universitesi Biyoloji Boliimii Molekiiler
Biyoloji/Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda Prof. Dr. A. Tansu Koparal’in Kkiiltiir

koleksiyonundan bagis olarak temin edilmistir.

Sekil 2.1. Calismada kullanilan A549 hiicre hatt1, biiyiitme: 400X.
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Calismada kullanilan SPC-212 hiicre hatti asbeste maruz kalma sonucu olusan
insan kaynakli mezotelyoma hiicre hattidir. Hiicreler heterojen fenotipe sahiptirler ve
tutunarak tek tabaka halinde biiyiirler (Basaran, B.,2006; Giil, H., 2014). SPC-212 hiicre
hatt1 Dog. Dr. Asuman Demiroglu Zergeroglu (Gebze Teknoloji Universitesi Molekiiler

Biyoloji Boliimii) tarafindan hediye edilmistir.

Sekil 2.2. Calismada kullanilan SPC-212 hiicre hatt, biiyiitme: 400X.

2.1.5. Deneyde kullamlan ortam igerikleri ve hazirlamislan

RPMI: A549 ve SPC-212 hiicrelerinin biiyiitiilmesinde kullanilmistir. 5.2 g
RPMI ve 0.75 g NaHCOj tartildiktan sonra 445 ml steril saf su da ¢oziilmiis ve yarim
saat manyetik karistiricida tamamen ¢oziilmesi saglandiktan sonra 0.22 um filtre ile
stiziilmistir. 50 ml FBS (Fotal Sigir Serumu) ve 10000 {inite/ml
Penisilin/Streptomisin’den 5 ml ilave edilerek toplam hacim 500 ml’ye tamamlanmustir.
4°C’de muhafaza edilmistir.

PBS: Sigma’dan temin edilen PBS tablet kullanilmistir. 1 tablet 200 ml saf su
icinde yarim saat manyetik karistiricida karigtirilarak ¢oziilmiis ve otoklavlanmstir.
Oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

PBS-EDTA: Sigma’dan temin edilen PBS tablet kullanilmistir. 200 ml saf su
icine 1 PBS tablet ve 0.0372 g EDTA eklenerek yarim saat manyetik karistiricida
karistirilarak ¢6ziilmiis ve otoklavlanmistir. Oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Tripsin-EDTA (1X): %0.5’lik 10X Tripsin-EDTA soliisyonu, PBS-EDTA
soliisyonu ile 1:9 oranda Karistirilarak hazirlanmistir. 4°C’de muhafaza edilmistir.

HCL (IN): 8.4 ml %37’lik HCL, steril distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir

ve filtre ile steril edildikten sonra 4°C’de muhafaza edilmistir.
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MTT: 0.25 g MTT boyast 50 ml PBS’de ¢o6ziilmiis ve 30 dakika manyetik
karistiricida karistirilmistir. Ardindan 0.22 pm capinda filtre ile siiziiliip 2 ml’lik tiiplere
béliinerek -20°C°de karanlikta muhafaza edilmistir.

Notral kirmizisi: 0,33 g tartilarak 100 ml steril distile su ile ¢oziildiikten sonra
filtre edilmistir. 2 mI’lik tiiplere bolinerek 4°C’de en fazla 3 ay siire ile karanlhkta
muhafaza edilmistir.

Desorb cozeltisi: Glasiyal asetik asit, etanol ve distile su, 1:50:49 hacimde
karigtirilmastir.

Akridin oranj: 100 mg akridin oranj 1 ml distile su ile ¢oziilmiistiir. 0.22 um
capinda filtre ile siiziiliip 4°C’de muhafaza edilmistir.

Etidyum bromid: 100 mg etidyum bromid 1ml distile su ile ¢6ziilmiistiir. 0.22
um capinda filtre ile stiziiliip 4°C°de muhafaza edilmistir.

%3,7°lik Formaldehit: %37’lik ana stokdan 10 ml alinmus, tizeri 90 ml PBS ile

tamamlanmaistir.
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2.2. Yontem

Bu tez kapsamindaki biitiin deneysel calismalar, Anadolu Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Bolimii  Molekiiler Biyoloji/Hiicre Kiiltlirii Labratuvarinda
gergeklestirilmistir.

2.2.1. Yesil kahve ekstresi ve fraksiyonlarinin hazirlanma yéntemi

Ticari olarak satin alinan 6giitiilmiis yesil kahvenin 50 g’1 kapakli sise icerisine
alinir. Ekstraksiyon yontemi polardan apolara dogru gerceklesecegi i¢in ana ¢oziici
metanol olarak tercih edilmistir. 50 g yesil kahve tizerine 1L metanol eklenerek 24 saat
bekletilmis, sonunda madde tizerindeki metanol uzaklastirilarak yeniden 1L metanol
eklenmistir. Bu isleme ¢oziicii berraklasana kadar oda sicakliginda ve manyetik
karistiricida tekrarlanmistir. Bu siirecin sonunda, metanol rotary evaporatorde 60°C’de
ucurulmustur. Dipte kalan ¢okelti -86 °C’de 2 giin dondurulduktan sonra liyofilizatorde
tamamen liyofilize edilmistir.

1. Hekzan fraksiyonu: Ana ekstre olarak, liyofilizasyon sonunda toplam 13,90
g metanol ektresi elde edilmistir. 10 g metanol ekstresi {izerine 250 ml distile su ilave
edilip ¢ozlilmiis ve 500 m1’lik ayirma hunisine aktarilarak tizerine 1:1 oraninda (250 ml)
hekzan eklenmistir. Ayirma hunisinde ¢alkalanip birka¢ dakika beklendikden sonra,
hekzan faz1 sulu fazdan ayrilmis ve baska bir siseye aktarilmigtir. Bu isleme hekzanin
rengi berraklasincaya kadar devam edilmis ve tiim hekzan fazi bir sisede toplanmistir.
Hekzan faz1 berraklagtiginda hekzan ¢oziiclisiine gegecek bilesen kalmadigi diisiiniilerek
ekstraksiyon sonlandirilmistir.

2. Kloroform fraksiyonu: 250 ml Kloroform, hekzan fazindan arta kalan sulu
faz ile ayirma hunisinde birlestirilerek, ¢alkalanip birka¢ dakika beklenmistir. Hekzan
ekstresinin hazirlanisindaki ayni islemler kloroform i¢in uygulanmistir. Kloroform fazi
da bir sisede toplanmistir.

3. Etil asetat fraksiyonu: 250 ml etil asetat, kloroform fazindan arta kalan sulu
faz ile ayirma hunisinde birlestirilerek, ¢alkalanip birka¢ dakika beklenmistir. Hekzan
ekstresinin hazirlanigindaki ayni islemler etil asetat icin uygulanmistir. Etil asetat fazi
da bir sisede toplanmaistir.

4. N-Butanol fraksiyonu: 250 ml n-Butanol, etil asetat fazindan arta kalan sulu

faz ile ayirma hunisinde birlestirilerek, ¢alkalanip birka¢ dakika beklenmistir. Hekzan
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ekstresinin hazirlanigindaki ayni islemler n-butanol igin uygulanmistir. n-butanol fazi da
bir sisede toplanmustir.

5. Sulu fraksiyonu: n-butanol fazi bir sisede toplandiktan sonra ayirici hunide
kalan kisim sulu fazdir. Bu sulu faz ayrica bir siseye alinmistir.

6. Demleme: 2 g toz yesil kahve tartilir tizerine 100 ml kaynamis su ilave
edilmis, 30 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 0,22 pm filtreden siiziilerek ana
stok elde edilmistir.

Elde edilen fraksiyonlarin her birinin ¢6ziiciileri, farkli zamanlarda evaporatorde
ucurulmustur. Ugurma isleminden sonra kalan kisim bir tiipe aktarilmis 2 giin boyunca
-86°C’de bekletilmistir ve sonrasinda liyofilize edilmislerdir. Ekstraksiyon islemi
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Botanik Anabilim
Dali’nda Saym Tuncay AGAR’m yiiksek lisans tezi ve Ankara Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimiinden sayin Prof. Dr. Sedat
VELIOGLU’ nun bilimsel arastirma projesi referans almarak (Agar, O. T., 2010;
Velioglu, S., 2007), Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Molekiiler
Biyoloji Labratuvarinda modifiye edilerek gergeklestirilmistir.

Calismada kullanilan tim test bilesenleri ve dozlari, serumsuz Kkiiltiir
mediumunda diliisyonlar1 yapilarak hazirlanmistir. Ancak, hekzan ve kloroform
fraksiyonlari mediumda ¢6ziinmedigi i¢in ¢calismada kullanilmamistir. Bu fraksiyonlarin
biyolojik aktiviteleri daha sonraki ¢alismalarda arastirilacaktir.

2.2.1.1. Ekstraksivon veriminin hesaplanmasi

Liyofilize edilen ekstrelerin verimi asagidaki formiile gore hesaplanmuistir;

% verim = (W1x100)/W?2

W1: Liyofilizasyondan sonra elde edilen madde agirlig

W2: Ekstraksiyon igin kullanilan madde agirligi (Velioglu, 2007).
2.2.2. Hiicrelerin biiyiitiilmesi

Kiiglik hiicreli olmayan akciger adenokarsinomu A549 (insan alveolar bazal
epitel hiicreleri) ve insan kaynakli mezoteloma hiicreleri (SPC-212), %10 FBS (Fotal
sigir serumu), 100 {inite/ml penisilin/streptomisin, 1500 mg/L NaHCO3; ve 2mM L-
glutamin igceren RPMI medyum igerisinde, %5 CO, bulunduran inkiibatérde 37°C’de

2

kiiltire edilmistir. Hiicreler 25 cm? ve 75 cm? flasklarda biiyiitilmiis ve uygun

yogunluga eristiginde, 1XTripsin/EDTA (10X) ile kaldirilarak pasajlanmistir.
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2.2.3. Sitotoksik etkinin MTT yontemi ile belirlenmesi

Ilk olarak Mossman (Mossman, 1983) tarafindan gelistirilmis MTT yontemi,
canli hiicreler iizerinde c¢esitli bilesenlerin sitotoksik etkilerini belirlemek i¢in son
zamanlarda sik kullanilan bir yontemdir. MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium) reaktifinin  tetrazolyum halkas1 mitokondiride bulunan
siiksinatdehidrogenaz enzimi tarafindan parcalanarak suda c¢oziinemeyen mor renkli
formazan kristallerine doniismekte, olusan formazan kristalleri hiicre membranindan
gecemedikleri i¢in saglikli hiicrelerde birikmektedir (Oktar, N., 2009; Terzioglu, G.,
vd., 2013; Fotakis, G., vd., 2006; Yaka, E., vd., 2006).

A549 ve SPC-212 hiicreleri sirastyla 5x10° ve 6,5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde
96 kuyulu kiiltiir plakalarina ekilip 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda, eski
medyum uzaklastirilmis ve kuyulara, Cizelge 2.1°de belirtilen diliisyonlarda test
bileseni igeren taze medyumdan 150 ul dagitilarak 24, 48 ve 72 saat siirelerde kiiltiir
kosullarinda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda, kuyulardaki medyum 5
mg/ml MTT igeren medyum ile degistirilmis ve 2 saat daha inkiibe edilmistir. Ardindan,
medyum atilmis ve canli hiicreler tarafindan olusturulan formazan kristallerinin
¢ozlinmesi i¢in her kuyuya DMSO (100 pl) eklenerek 15 dakika 1siksiz ortamda
calkalayici tablada (GFL-3012) bekletilmistir. Olusan renk siddeti 570 nm dalga
boyunda ELISA (ELx808-1U) cihazinda 6l¢tilmiistiir.

2.2.4. Sitotoksik etkinin Notral kirmizis1 (NK) yontemi ile belirlenmesi

Notral kirmizist  (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid) (NK)
boyasi, canli hiicreleri belirlemede kullanilmaktadir. Noétral kirmizist supravital
(organizmadan ¢ikarilan hiicre ve dokular1 6ldiirmeyen) boyadir. 1984’de Borenfreund
ve Puerner (Borenfreund ve Puerner, 1985, 1986) tarafindan canli ve hasar gérmemis
hiicrelerin lizozomlarinda biriktigi tespit edilmis ve notral kirmizis1t boyama protokolil
olusturulmustur (Fotakis, G., vd., 2006; Weyermand, J., vd, 2005).

Notral kirmizisi testi, Borenfreund ve Puerner’in yontemi temel alinarak
uygulanmustir. A549 ve SPC-212 hiicreleri sirasiyla 5x10° ve 6,5x10° hiicre/kuyu olacak
sekilde 96 kuyulu kiiltiir plakalarina ekilip 24 saat inkiibe edilmistir. Ardindan, eski
medyum uzaklastirilmis ve kuyulara, Cizelge 2.1°de belirtilen diliisyonlarda test
bileseni igeren taze medyumdan 150 ul dagitilarak 24, 48 ve 72 saat siirelerde kiiltiir

kosullarinda  biiyiitiilmiislerdir. NK boyasinin ana stogu hazirlanmis, kiiltiir
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mediumunda %1 oraninda seyreltilerek yarim saat 37°C’lik inkiibatérde bekletilmistir.
Test bilesenleriyle inkiibe edilmis hiicrelerin medyumlar: atilarak her kuyu 100 pl
PBSA ile yikanmistir. Ardindan, kuyulara 250 ul aktive edilmis %1 NK/medyum
eklenmis ve 3 saat inkiibasyona birakilmistir. Sonunda, her bir kuyu 100 ul PBS-A ile
tekrar yikanmistir. PBSA uzaklastirilarak her bir kuyuya 100 ul DESORB eklenmis ve
15 dakika 1s1ksiz ortamda 30 rpm’de galkalayici tablada (GFL-3012) calkalanmustir.
Olusan renk siddeti 540 nm dalga boyunda ELISA (ELx808-IU) cihazinda dlgiilmiistiir.
2.2.5. Apoptozun hiicrelerdeki morfolojik incelenmesi

2.2.5.1. Akridin Oranj/Etidvum Bromid (AQ/EB) cift bovama

Test bilesenlerinin apoptotik hiicre Olimiindeki rolii, hiicre membran1 ve
niikleusdaki degisikliklerin incelenmesi i¢in hiicreler AO/EB ile ¢ift boyanmustir.
Akridin oranj hem canli hem de 6li hiicreleri boyamakta, Etidyum Bromiir ise zar
biitiinligiinii kaybetmis, 61l hiicreleri boyamaktadir. Canli hiicreler ve apoptozun erken
donemindeki hiicreler yesil renkte gozlenmektedir. Ozellikle apoptozun erken
doéneminde, ¢ekirdekte goriilen yogunlasma ve kromatin fragmantasyondan dolayr bu
kisimlarda daha koyu parlak yesil renkli noktalar goriiliir. Ge¢ apoptotik donemdeki
hiicreler, Etidyum Bromiir ile turuncu/kirmizi renge boyanmaktadir. Bunun disinda,
membran yapisi bozulan nekrotik hiicreler de Etidyum Bromiir ile boyanmakta ve
turuncu/kirmizi renkte goriilmektedir (Giirbiiz, V., vd., 2011; Ribble, D., vd., 2005;
Avcl, C. B., vd., 2013).

AO/EB cift boyama i¢in Arrifin ve arkadaslarimin (Arrifin, 2009) kullandigi
yontem gelistirilerek uygulanmigtir. A549ve SPC-212 hiicreleri sirast ile 1,5x10° ve
2x10° hiicre/kuyu seklinde 6 kuyulu plakalara ekilmis 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
24 saatlik inkiibasyon sonrasinda, yesil kahve ekstre ve fraksiyonlar1 Cizelge 2.2°de
belirtilen dozlarda uygulanmig ve 48 saat inkiibe edilmistir. Ardindan, her kuyudaki
hiicreler 1X Tripsin-EDTA ile kaldirilarak 1ml medyum igerisinde toplanmig ve 5
dakika 1250 x rpm de santrifiij edilmis ve pellet, 25 pl medyum ile yeniden siispanse
edilmistir. 25 pl hiicre lizerine 5 pg/ul konsantrasyonda AO ve EB soliisyonundan 1pl
eklenerek hiicreler boyanmig ve preparat olusturulmustur. Preparatlarin lamelleri tirnak
cilas1 ile kapatilarak karanlik ve soguk ortanda tutularak floresan olarak incelenmistir.

Her bir preparat floresan mikroskopta (Olympos BX50), FITC (WB) filtrede incelenip
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fotograflanmistir. Bu preparatlarin her birinden tesadiifi secilmis en az 10 alan
incelenmis ve toplam en az 500 hiicre sayilarak apoptotik hiicre orani belirlenmistir.

Apoptotik hiicre yiizdesi agsagidaki formiille belirlenmektedir (Duke, 2004).

Apoptotik indeks (%) = (LA+DA)/(LN+LA+DN+DA) x100
Nekrotik indeks (%) = DN / (LN+LA+DN+DA) x 100
Olii hiicre (%) = (DN+DA) / (LN+LA+DN+DA) x 100

LN: Normal ¢ekirdege sahip parlak yesil canli hiicre
LA: Apoptotik ¢ekirdege sahip parlak yesil canli hiicre
DN: Normal ¢ekirdege sahip parlak kirmizi veya turuncu o6lii hiicre

DA: Apoptotik ¢ekirdege sahip parlak kirmizi veya turuncu 6lii hiicre

Cizelge 2.2. Hiicre hatlar1 tizerinde morfolojik etkinin ¢aligildig: yesil kahve ekstresi ve
fraksiyonlarinin konsantrasyonlari.

Uygulanan Metanol Butanol Etil Asetat Sulu
Maddeler . . . . Demleme
Ekstresi Fraksiyonu | Fraksiyonu | Fraksiyon
(mg/ml)
2.75 0.75 0.35 2.25 5
Ab49 3 1 0.45 2.75 10
3.25 1.25 0.55 3.25 15
0.55 0.25 0.24 0.70 2.5
SPC-212 0.60 0.30 0.28 0.80 5
0.65 0.35 0.34 0.90 10

2.2.6. Kaspaz-8, -9, -3 enzim aktivasyonunun belirlenmesi

A549 ve SPC-212 hiicre hatlarinda madde maruziyeti sonrasinda kaspaz-8,
kaspaz-9, kaspaz-3 enzim seviyelerini belirlemek i¢in Biovision kaspaz-3, -8, -9
kolorimetrik kiti kullanilarak belirlenmistir. Yapilan calisma kit protokoliine uygun
sekilde gerceklestirilmistir. A549 ve SPC-212 hiicreleri sirasi ile 1,5x10° ve 2x10°
hiicre/flask seklinde 75°1ik flasklara ekilmistir. 37 °C’de, %5 CO, iceren etiivde 24 saat
inkiibasyona birakilmigtir. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda yesil kahveden elde
ettigimiz ekstre ve fraksiyonlar Cizelge 2.3’de belirtilen dozlarda uygulanmigtir. Bu
uygulama sonrasinda 37 °C’de, %5 CO; iceren etiivde 48 saat inkiibasyona birakilmistir.

Ardindan, her kuyudaki hiicreler 1X Tripsin-EDTA ile kaldirilarak 5 ml medyum
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icerisinde toplanmis ve 5 dakika 1250 x rpm de santrifiij edilmis ve pellet elde
edilmistir. Her bir pellet iizerine 50 pl hiicre liziz tamponu ilave edilerek hiicreler
siispanse hale getirilip buzun igerisinde 10 dakika bekletilmistir. Beklemenin ardindan
10,000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant buz icerisinde bekletilen temiz
tiiplere aktarilip, protein konsantrasyonu Nanodrop®cihazi ile 6l¢iilmiistiir. Mikroplaka
okuyucu (ELx808-1U)’da o6l¢iim yapabilmek i¢in 96 kuyulu plakalar kullanilmistir.
Kuyu basma her bir deney i¢in 100-200 pg proteine 50 plhiicre liziz tamponu
eklenmistir. Ardindan, 10 mM DTT igeren 2X Reaksiyon Tamponundan 50 ul ve 4 mM
IETD-pNA kaspaz-8 substratindan 5 pl eklenerek 37 °C’de, %5 CO igeren etiivde 2
saat inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda kaspaz enzim
ativiteleri 405 nm dalga boyunda ELISA (ELx808-1U) cihazinda 6l¢iilmistiir. Ayn
islemler kaspaz-9 ve -3 i¢in de gergeklestirilmistir. Fakat kaspaz-9 ve -3 i¢in sirasi ile
LEHD-pNA, DEVD-pNA substratlart kullanilmistir.

Cizelge 2.3. A549 ve SPC-212 hiicre hatlarinda kaspaz -3, 8, 9 enzim aktivitelerini
belirlemek i¢in yesil kahve ekstrelerinin uygulanan konsantrasyonlari.

Uygulanan Metanol Butanol Etil Asetat Sulu
Maddeler . . . . Demleme
Ekstresi Fraksiyonu | Fraksiyonu | Fraksiyonu
(mg/ml)
Ab49 2.75 0.75 0.35 2.25 5
SPC-212 0.55 0.25 0.24 0.70 25

2.2.7. Anneksin V/FITC -Pl boyama yontemi ile apoptoz analizi

A549 ve SPC-212 hiicre hatlarinda madde maruziyeti sonrasinda hiicre zarindaki
degisimi belirlemek i¢cin BD markali Anneksin V/FITC Apoptoz Belirleme Kit |
kullanilmistir.  Yapilan ¢alisma {retici firmanin protokoliine uygun sekilde
gerceklestirilmistir. A549 ve SPC-212 hiicreleri sirasi ile 1,5x10° ve 2x10° hiicre/kuyu
seklinde 6 kuyulu plakalara ekilmis 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda, yesil kahve ekstre ve fraksiyonlar1 Cizelge 2.4’de belirtilen
dozlarda uygulanmis ve 48 saat inkiibe edilmistir. Ardindan, her kuyudaki hiicreler 1X
Tripsin-EDTA ile kaldirilarak 1ml medyum igerisinde toplanmis ve 5 dakika 1250 x
rpm de santrifiij edilmis ve medium pellet {izerinden uzaklastirilmistir. Ardindan 2 defa

2 ml soguk PBS ile yikanmigtir. 10X Baglanma Tamponu su ile 1X’e seyreltilerek 100
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ul pellet iizerine eklenmistir. Karanlik ortamda temiz bir tiip icerisine 5 pl Anneksin
V/FITC ve 5ul PI (Propidyum Iyodiir) eklenmistir. 1X Baglanma Tamponu ile muamele
edilen hiicrelerden 100 upl almarak 5 pl Anneksin V/FITC ve 5ul PI boyalarinin
bulundugu tiipe aktarilmistir. 15 dakika oda 1sisinda ve karanlikda bekledikten sonra
tizerine 1X Baglanma Tamponundan 400 pl eklenerek her tiipiin 500 ul son hacime
ulagsmast saglanarak karanlikta 15 dakika muhafaza edilmistir. FITC’nin verdigi
floresan 1g1ma akim sitometri cihazinda (BD FACSAria) analiz edilmistir.

Cizelge 2.4. A549 ve SPC-212 hiicre hatlarinda anneksin V/FITC yontemi i¢in uygula-
nan dozlar.

Uygulanan

Maddeler Metanol Butanol Etil Asetat Sulu Demleme
Ekstresi Fraksiyonu Fraksiyonu | Fraksiyon
(mg/ml)
Ab549 3 1 0.45 2.75 10
SPC-212 0.60 0.30 0.28 0.80 5

2.2.8. Istatistiksel analiz

SPSS Statistics 17.0 programi ile MTT, NR ve Kaspaz-8, -9, -3 yontemlerinden
elde edilen veriler analiz edilmistir. SPSS Statistics 17.0 programinda Compare
Means/One-way ANOVA analizinde Post-Hoc testlerinden Tukey, Scheffe ve
Thamhene’s T2 testleri uygulanmistir. Varyans estesligi sarti Test of Homojenity of
Varians testi ile belirlenmistir. Verilerin anlamlilik degerleri p>0.05 ise Tukey, p<0.05
ise Thamhane’s T2 testinin sonuglarmna gore degerlendirilmistir. ANOVA testi ile
belirlenen tiim istatistiksel analizler p<0.05 yani %95 giivenle gruplarin ortalamalar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir.
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3. BULGULAR

3.1. Demlenmis Yesil Kahvenin Sitotoksik Aktiviteleri (On Cahsma)
Ogiitiilmiis demlenmis yesil kahvenin hiicrelerdeki sitotoksik etkilerini
belirlemek amaciyla, Notral Red (NR) ve MTT testleri uygulanmustir. Her bir deney en

az 3 kez tekrarlanmistir. NR testi sonuglarina bakildiginda; her iki hiicre hattinda da

hiicre canliliginda doza ve zamana bagli bir azalma goézlenmistir. 24 saatte hiicre
canlilif1 %50 nin tizerinde tespit edilmistir. 48 saatte ise 10 mg/ml dozu her iki hiicrede
de yaklasik 1Cso degeri olarak goriilmistiir. 72 saatte, A549 hiicrelerinde 1Csq degeri
yaklasik 2.5-5 mg/ml arasinda tespit edilirken, SPC-212 hiicrelerinde bu deger 5-10

mg/ml arasindadir.

IR SPC-212-NR
120.0007 - 120,00 W 24 saat
[ 48 saat
M 24 saat D72 saat
48 saat
100.000- [172 saat el
g 3
= 80.000 =
= B 80.00
z 3
8 8
o 60.000] o 60007
s =4
S 3
T I
40,000 40,00
20,000 20,00
0.000 = e e — oo —ii | vy | el | el | e (e |
PR e e Z3 i KONTROL ~ 0.675 1.25 25 5 10
Demleme konsantrasyonlari (mg/ml) Demleme konsantrasyonu (mg/ml)
B 24 saat AS49-MTT M 24 saat SPC 212-MIT
120.000 48 saak 120,000+ [ 48 saat
072 saat 72 saat
100.000-
= 80.000 =
b= B
E i
o 600007 g
- o
S ]
= =
& H
40.0001
20,0001

KONTROL 0.675
L

125

KONTROL 0675 125 25 5
Deml yonlari (mg/ml) Demleme konsantrasyonlari(mg/ml)

25 5

Sekil 3.1. Demlenmis yesil kahvenin sitotoksik aktiviteleri (*: Kontrole gore anlamli
fark;*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001).

NR testine oranla, MTT testi daha hassas sonug¢ vermistir. Her iki hiicre hattinda
da hiicre canliliginda doza ve zamana bagl bir azalma gozlenmistir. 24 saatte hiicre

canliligr biitiin hiicrelerde ve dozlarda %50’nin iizerinde olmakla birlikte, 48 saatte
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A549 icin 5 mg/ml ve SPC-212 hiicrelerinde en yiiksek doz olan 10 mg/ml ICso degeri
olarak tespit edilmistir. 72 saatte ise A549 hiicresinin ICso degeri yaklasik 2.5 mg/ml
oOlgiilirken SPC-212 hiicrelerinde yaklasik 5 mg/ml 6l¢iilmiistiir. A549 MTT deneyinde
elde edilen 24 saat verileri Tukey, 48 ve 72 saat verileri Thamhane’s T2 testine gore,
A549 NR deney sonuglar1 ise Tukey testine gore analiz edilmistir. SPC-212 MTT ve
SPC-212 NR deneyinde elde edilen veriler Tukey, testine gore analiz edilmistir.
Sonuglar Sekil 3.1°de verilmistir.
3.2. Yesil Kahve Metanol Ekstresi ve Diger Fraksiyonlarda Verim Hesabi

Liyofilizasyon isleminden sonra ekstrenin ve fraksiyonlarin verimi asagidaki
formiilegore hesaplanmistir.

% Verim = (W1 x 100) / W2

Formiilde W1 ifadesi, ¢dziiclinlin liyofilizasyonla uzaklastirilmasindan sonraki
kuru agirligi, W2 ise yesil kahvenin kuru agirligini gosterir. Her bir ¢oziicii ile

hazirlanan fraksiyonlarin verim (%) oranlar1 Cizelge 3.1’°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Metanol ekstresi ve diger fraksiyonlarin kuru agirlik ve % verimleri.

Coziiciiler Metanol | Hekzan | Kloroform | N-Butanol | Sulufaz | Etil Asetat
Baglangi¢c Maddesi (g) 50 10 10 10 10 10
Kuru agirlik (g) 13.92 3.16 1.09 2.61 2.03 2.61
Verim (%) 27.84 31.6 10.9 26.1 20.3 10.3

Calismada kullanilan tiim test bilesenleri ve dozlari, serumsuz kiltiir
mediumunda diliisyonlar1 yapilarak hazirlanmistir.  Ancak, hekzan ve kloroform
fraksiyonlart mediumda ¢6ziinmedigi i¢in ¢calismada kullanilmamastir. Bu fraksiyonlarin
biyolojik aktiviteleri daha sonraki ¢alismalarda arastirilacaktir.
3.3. Yesil Kahve Ekstre ve Fraksiyonlarin Sitotoksik Aktiviteleri
3.3.1. A549 hiicrelerindeki sitotoksik aktiviteler

Metanol ekstresi

Cizelge 2.1’de belirtilen dozlarda metanol ekstresinin A549 hiicrelerindeki
sitotoksik aktivitesi MTT yontemi uygulanarak, 24, 48 ve 72 saat araliklarla
kolorimetrik olarak ol¢iilmiistiir. 24 ve 72 saatte elde edilen veriler Tukey testi, 48
saatte elde edilen veriler Thamhane’s T2 testi ile analiz edilmistir. Sonuglar Sekil 3.2°de

gosterilmistir. Hiicre canliliginda doza ve zamana bagli bir azalma gozlenmistir. En

diisiik doz 3 mg/ml ve en yiiksek 4 mg/ml’de hiicre canliliklar1 incelendiginde; 24 saatte
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canlilik sirasiyla, %86’dan %35’e diiserken ICsg degeri 3.75 ile 4 mg/ml arasinda
bulunmustur. 48 saatte hiicre canliligi %52’den %13’e diismiis ve ICso degeri 3 mg/ml
olarak tespit edilmistir. 72 saatte ise canliligin %46’dan %4’e distiigi gézlenmis ve
denenen biitiin dozlarda hiicre canliligit %50’den az oldugu igin ICsy degeri
belirlenememis ve yaklasik olarak 4 mg/ml dozu ICsy degeri olarak kabul edilmistir.

Metanol ekstresi, fraksiyonlara oranla A549 hiicrelerinde zayif bir sitotoksik aktivite

120000 W20 saat A540-MTT 120,000 B od so ASOMER
@48 saat 48 saat
072 saat
O72saat
100.000-] 100,000
= 80! = 80.000
5 S0 B
= * =
c
§ §
o 60.0007 o 60.000
e 9
o =3
=1 3
x I
40.000-] 40,000
*
20.000-] 20.000
0,000~ 0000 e ., T, e e
KONTROL 3 2 ; 375 4 KONTROL 075 1 1.25 15 1.75
| ekstrakti k yonlari (mg/ml) N-Butanol fraksiyonu konsantrasyonlari (mg/ml)
120.000-1 024 saat AS49-MTIT
48 saat
072 saat
120.000- W24 saat AS49-MTT
100.000- W48 saat
D72 saat
9 100.000-
= 80.000-
) 9
= =
§ >§, 80.000
o 60.000 £
4
S 8
2 o 60000
8
40,0007 T
40.000-
20.000-]
20,000
0.000~
KONTROL 0.35 045 055 0007 — T "
015 0:23 KONTROL 225 275 325 375
B %t |
Etil asatat fraksiyonu konsantrasy 1 (mg/ml) Sulu fraksiyon konsantrasyonlari (mg/ml)

Sekil 3.2. A549 hiicre canliligi {izerindeki sitotoksik aktiviteler (*: Kontrole goére
anlaml fark; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001).

N-Butanol fraksiyonu .

Butanol fraksiyonunun A549 hiicre canlilig1 iizerine etkisi MTT yontemi ile
kolorimetrik olarak olgiilmiistiir. 24 saatlik lgimler Tukey, 48 ve 72 saatlik Gl¢timler
Thamhane’s T2 testi ile analiz edilmistir. Sonuglar Sekil 3.2’de gosterilmistir. Hiicre

canliliginda doza ve zamana bagli bir azalma go6zlenmistir. 24 saat inkiibasyon
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sonucunda en diisiik dozda (0.75 mg/ml) canlilik oram1 %82, en yiiksek dozda (1.75
mg/ml) ise %11 gozlenirken ICsq degeri, 1-1.25 mg/ml arasinda goriilmiistiir. 48 saat
sonunda canlilik orani, en diisiik dozda (0,75 mg/ml) %72 ve en yiiksek dozda (1.75
mg/ml) ise %5°dir. ICsp degeri ise 1 mg/ml’dir. 72 saatte hiicre canliligi en diisiik dozda
(0.75 mg/ml) % 41 iken en yiiksek dozda (1.75 mg/ml) %2’ye diismiistiir. 72 saatte
uygulanan tiim dozlarda hiicre canlilig1 %50’ nin altinda goriilmiistiir ve bu sebeple ICsg
degeri tespit edilememistir. N-Butanol fraksiyonun A549 hiicresinde yiiksek sitotoksik
aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Diger fraksiyonlar ve methanol ekstresi arasinda
oldukea diisiik dozlarda, diisiik hiicre canlilig1 goriilmiistiir.

Etil asetat fraksiyonu

Etil asetat fraksiyonunun A549 hiicre canlilig1 iizerine etkisi MTT yontemi ile
24, 48 ve 72 saat araliklarla kolorimetrik olarak ol¢iilmiistiir. 24 ve 48 saat sonunda elde
edilen veriler Tukey, 72 saat sonunda elde edilen veriler Thamhane’s T2 testi ile analiz
edilmistir. Sonuglar Sekil 3.2°de gosterilmistir. Hiicre canliliginda doza ve zamana bagl
bir azalma gozlenmistir. 24 saat dozlarindaki hiicre canlilik orani %92-49 arasinda
degismektedir ve ICso degerinin 0.55 mg/ml’den daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. 48
saatte dozlarin hiicre canlilifina olan etkisi %86-35 arasinda degismektedir ve ICsp
degeri 0.45 mg/ml olarak Olgiilmiistiir. 72 saat sonunda ise 0.150 mg/ml uygulanan
dozdan itibaren hiicre canlilik oraninin diistiigi goriilmeye baslanmistir ve dozlarin
hiicre canlilig1 iizerine olan etkisi %76-32 arasinda degismektedir. 1Cso degeri 0.45
mg/ml bulunmustur. Etil asetat fraksiyonu A549 hiicreleri lizerinde en yiiksek sitotoksik
aktiviteye sahiptir.

Sulu fraksiyon

Su ile hazirlanan fraksiyonun A549 hiicre hatt1 lizerine sitotoksik aktivitesi MTT
yontemi ile, 24, 48 ve 72 saat araliklarla kolorimetrik olarak Olcililmiistiir ve tim
Olctimler Tukey testi ile analiz edilerek sonuclar Sekil 3.2°de gosterilmistir. Hiicre
canliliginda doza ve zamana bagli bir azalma gézlenmistir. 24 saat sonunda, en diisiik
dozda (2.25 mg/ml) canlilik oran1 % 70 iken en yliksek dozda (4.25 mg/ml) %16°dur.
ICsp degeri 2.75-3.25 mg/ml belirlenmistir. 48 saatte, canlilik %60 ve 6 arasinda
degisirken, ICsg degeri ise 2.75 mg/ml arasindadir.72 saat sonunda ise canlilik oran1 %

54-6 arasinda gozlenmistir. ICsg degeri 2.25 mg/ml olarak belirlenmistir.
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3.3.2. SPC-212 hiicrelerindeki sitotoksik aktiviteler

Metanol ekstresi

Cizelge 2.1°de belirtilen dozlarda metanol ekstresinin SPC-212 hiicrelerindeki
sitotoksik aktivitesi, MTT yontemi uygulanarak, 24, 48 ve 72 saat araliklarla
kolorimetrik olarak Ol¢iilmistiir. 24 ve 72 saatlik veriler Tukey, 48 saatlik veriler
Thamhane’s T2 testi ile analiz edilerek sonuglar Sekil 3.3°de gosterilmistir. Biitiin
fraksiyonlarda hiicre canlilig1 doza ve zamana bagl olarak azalma gostermistir. 24 saat
sonunda, hiicre canlilik oran1 % 86-52 arasinda degismistir ve ICsp degeri 0.65 mg/ml
olarak bulunmustur. 48 saatte, canlilik en diisiik dozda % 85 iken en yliksek dozda %
39°dur, ICsp degeri ise yaklasik 0.6 mg/ml’dir.72 saatte ise canlilik %79 ile %38
arasindadir. ICsqo degeri de 0.55-0.6 mg/ml arasinda belirlenmistir.

N-Butanol fraksiyonu

N-Butanol fraksiyonunun SPC-212 hiicrelerindeki sitotoksik aktivitesi, MTT
yontemi uygulanarak, 24, 48 ve 72 saat araliklarla kolorimetrik olarak 6l¢lilmiistiir. 24
saatte elde edilen veriler Thamhane’s T2, 48 ve 72 saatlik veriler Tukey testi ile analiz
edilmistir. Sonuglar Sekil 3.3’de gosterilmistir. Biitlin fraksiyonlarda hiicre canlilig
doza ve zamana bagl olarak azalma gostermistir. 24 saat inkiibasyon sonunda hiicre
canlilik oran1 en diisiik doz (0.15 mg/ml)’da %88 olarak gozlenirken en yiiksek doz (0.4
mg/ml)’da ise canlilik % 18’e diismiistiir. ICsp degeri yaklasik 0.35-0.3 mg/ml’dir. 48
saatin canlilik orant %90 ile %9 arasinda degismektedir ve ICso degeri yine 0.3
mg/ml’dir. 72 saatte canlilik oran1 % 78 ile %6 arasindadir. ICsy degeri ise 0.25-0.3
mg/ml araliginda tespit edilmistir.

Etil asetat fraksiyonu

Etil asetat fraksiyonunun SPC-212 hiicrelerindeki sitotoksik aktivitesi, MTT
yontemi uygulanarak, 24, 48 ve 72 saat araliklarla kolorimetrik olarak 6lctilmiistiir. 24
saatte elde edilen veriler Thamhane’s T2, 48 ve 72 saatlik veriler Tukey testi ile analiz
edilerek sonuglar Sekil 3.3’de gosterilmistir. Biitiin fraksiyonlarda hiicre canliligi doza
ve zamana bagli olarak azalma gostermistir. 24 saat sonunda maddenin en diisiik dozu
olan 0.06 mg/ml’de canlilik oran1 %90 iken en yiiksek 0.34 mg/ml’de canlilik %61’e
diigmiistiir. Hiicre canlilik oram1 %50’nin altina diismedigi icin 1Csp degeri
belirlenememistir. 48 saat sonunda canlilik oranlar1 % 88 ile %40 arasinda, 72 saat

sonunda canlilik oranlart % 83 ile % 31 arasinda degismektedir. 1Csp degerleri, hem 48
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hem de 72 saatte 0.28 mg/ml olarak tespit edilmistir.

Sulu fraksiyon

Sulu fraksiyonunun SPC-212 hiicrelerindeki sitotoksik aktivitesi, MTT yontemi
uygulanarak, 24, 48 ve 72 saat araliklarla kolorimetrik olarak olglilmiistiir. 24 ve 72
saatlik ol¢iimler Tukey, 48 saatlik Ol¢ciimler Thamhane’s T2 testi ile analiz edilmistir.
Sonuclar Sekil 3.3°de gosterilmistir. Biitiin fraksiyonlarda hiicre canliligt doza ve
zamana bagli olarak azalma gostermistir. 24 saatte, 0.5mg/ml’de canlilik %87 iken 1
mg/ml’de % 29’a diigmiistiir. ICso degeri, 0.8-0.9 mg/ml arasindadir. 48 saatte canlilik,
%78-15 arasinda ve ICsp ise 0.8 mg/ml’dir. 72 saatteki hiicre canliligi, %77 ile %14

arasindadir ve ICsq degeri ise 0.7-0.8 mg/ml olarak bulunmustur.

120.000+ W24 saat SPC-212 MTT
1200001 e SPC-212 MIT Bio aa
b

Hiicre canhh@ (%)
Hiicre canlihigi (%)

8
8
8

KONTROL 04 045 05 055 06 065

s T R T
KONTROL  0.15 : X 0.35 04

Metanol ekstrakti konsantrasyonlari (mg/ml) N-B fr y 1(mg/ml)
120,000 W 24 soat SPC-212 MTT 120,000 W24 saat SPC-212 MTT
. [CEEEEEY W48 saat
O72saat O72saat

1000001 100.0007)

80,000 80.000)

m
2
=3
g
5

60.0007]

Hiicre canhligi (%)
Hiicre canlihg (%)

40.0001 40.0007

20,0007

0.000- =L LU L B e B __ B B 2
KONTROL 006 012 018 024 028 034 KONTROL 0.5 06 07 08 09 1

Etil asetat fraksiyonu konsantrasyonlari (mg/ml) Sulu fraksiyon konsantrasyonlari (mg/ml)

Sekil 3.3. SPC-212 hiicre canlilig1 {izerindeki sitotoksik aktiviteler (*: Kontrole gore
anlaml fark; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001).

Akciger kanseri (A549) ve mez.otelioma (SPC-212) hiicreleri birbiriyle
kiyaslandiginda, mezotelioma hiicrelerinin yesil kahvenin biitiin ekstre ve
fraksiyonlarina karsi ¢ok daha yiiksek hassasiyete sahip oldugu goriilmiistiir. Akciger
kanseri hiicrelerindeki dozlardan yaklasik 10 kat1 daha diisiik dozlarda oldukga yiiksek

sitotoksiteye rastlanmistir.
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3.4. Apoptotik Aktivitenin Morfolojik incelenmesi
3.4.1. AO/EB ¢ift boyama yontemi
Yesil kahvenin metanol ekstresinin ve fraksiyonlarinin farkli konsantrasyonlari
ile muamele edilen A549 ve SPC-212 hiicrelerindeki apoptotik aktivite, Akridin Oranj
(AO) ve Etidyum Bromiir (EB) ¢ift boyama yontemiyle morfolojik olarak floresan
mikroskopta FITC filter ile incelenmistir.
Apoptotik, nekrotik ve 6lii hiicre indeksleri
Duke (2004)’un gelistirdigi yonteme gore; AO/EB ile boyandiginda, normal
cekirdege sahip ve yesil renkte goriinen hiicreler canlidir (LN: Live cell, Normal
nuklei). Yogun ve pargali kromatine sahip, parlak yesil hiicreler erken apoptotik
evrededir (LA: Live Cell, apoptotic nuclei). Parlak kirmiz1 olan ve normal ¢ekirdege
sahip olan hiicreler ise 6li hiicrelerdir (DN: Dead cell, Normal nuclei). Yogun ve
parcali kromatine sahip, parlak kirmizi renkte olan hiicreler ise ge¢ apoptotik hiicrelerdir
(DA: Deal cell, Apoptotic nuclei). 500-1500 arasinda hiicre sayilmis ve asagidaki
formil kullanilarak apoptotik indeks, nekrotik indeks ve Olii hiicre indeksleri
hesaplanmis ve %’de grafikleri Sekil 3.4’de sunulmustur. Sonuglar iki bagimsiz deneyin
ortalamasi alinarak hesaplanmaistir.
Apoptotik indeks (%) = (LA+DA)/(LN+LA+DN+DA) x100
Nekrotik indeks (%) = DN / (LN+LA+DN+DA) x 100
Olii hiicre (%) = (DN+DA) / (LN+LA+DN+DA) x 100
A549 hiicreleri
A549 hiicresinin kontrol grubunda, apototik indeks, %8.6 iken nekrotik indeks
%0.4 ve oli hiicre oram1 ise %3 olarak hesaplanmistir. Yesil kahvenin ekstre ve
fraksiyonlar1 ile demlenmis yesil kahve uygulanan akciger kanseri hiicrelerinde,
apoptoz, nekroz ve hiicre 6liim indekslerinde doza bagl 2-6 kat artis gortilmiistiir.

Metanol ekstresi uygulanan her ii¢ doz (2.75, 3, 3.25 mg/ml)’da apoptotik

indeks, sirasiyla; % 17.53, 23.01 ve 26.65, olarak hesaplanmistir. Nekrotik indeks; en

diisiik doz 2.75 mg/ml’de % 4.8 e yiikselmistir. Ancak, diger dozlarda apoptotik indeks

doza bagl artarken nekrotik indeks %2-2.5 seviyesinde goriilmiistiir. Olii hiicre oram

(gec apoptoz ya da ge¢ nekroz) ise en diisiik dozda Olii hiicre orami yaklagik %12

civarinda bulunmus, diger dozlarda ise %6.5-8.5 civarinda goriilmiistir.
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Sekil 3.4. Yesil kahve methanol ekstresi ve fraksiyonlarinin A549 hiicrelerindeki apop-
totik, nekrotik ve o6lii hiicre indeksleri.

N-Biitanol fraksiyonu uygulandiginda, doza bagli olarak orantili bir artis

gozlenmigtir. Butanol fraksiyonu uygulanan her ti¢ doz (0.75, 1, 1.25 mg/ml)’da
apoptotik indeks, sirastyla; % 15.20, 19.40 ve 27.00 olarak hesaplanmistir. Nekrotik

indeks ise sirastyla, % 1.6, 3.4 ve 2.8 dir. Diger yandan; 6lii hiicre indeksi, doza bagl

olarak % 6.4’dan 19.6’ya yiikselmistir.
Etil asetat fraksiyonu uygulanan her ii¢ doz (0.35, 0.45, 0.55 mg/ml)’da

apoptotik indeks, sirasiyla; %14.53, 34.53 ve 50.55 olarak hesaplanmigtir. Nekrotik

indeks, doza bagli olarak, %0.4’dan %1.8’e ¢ikmistir ve kontole gore (%0.4), anlamli
bir artistir. Olii hiicre indeksi ise yiiksek dozda %?24’e yiikselmistir. Etil asetat

fraksiyonu, A549 hiicrelerinde 0.55 mg/ml gibi digerlerine goére olduk¢a diisiik
konsantrasyonda uygulandiginda, son derece anlamli bir apoptotik indek ve o6li hiicre
indeksi sergilemistir. Diger fraksiyonlarla kiyaslandiginda, oldukga giiclii bir apoptotik
indeks belirlenmistir. Uygulanan en yiiksek dozu 0.55 mg/ml de dahi %50.55 apoptoz
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orani dikkat cekmektedir. MTT sonuglar1 da etil asetat fraksiyonunun A549
hiicrelerinde yiiksek sitotoksite sergiledigini gostermistir.

Sulu fraksiyonun uygulanan her ii¢ dozda (2.25, 2.75, 3.25 mg/ml) da apoptotik
indeks, sirasiyla; %20.40, 24.40 ve 35.00 olarak hesaplanmistir. Kontrolde %0.4 olan
nekrotik indeks, doza bagli artis ile % 1-3 arasinda degisirken 6li hiicre indeksi de yine

doza bagl artig sergilemistir. Kontrolde %3 iken sulu fraksiyon uygulandiginda o6lii
hiicre orani en yliksek dozda %19.4’e yiikselmistir.

Demlenmis yesil kahvenin dozuna bagl olarak; apoptotik, nekrotik ve 6lii hiicre

indekslerinde kontrole gore orantili bir artis gdzlenmistir. Kontrol ile kiyaslandiginda,
en yiiksek doz 15 mg/ml’de, apoptotik indeks %42.8’¢e, nekrotik indeks %9 ve o6lii hiicre
indeksi  %35.4’¢ yiikselmistir. Ekstraksiyon yapilmayip sadece sicak suyla
demlendiginde, yesil kahvenin sicak suya biraktig1 etken bilesenlerin orani ¢cok daha
seyreltik olmasindan dolayi, ekstre ve fraksiyonlara gore daha yiiksek dozlarda
sitotoksik ve apoptotik etkiler gozlenmistir. Ancak, yesil kahvenin sicak suyla
demlenmesi sonucunda elde edilen sivi, hem akciger kanseri hem de mezoteliyoma
hiicrelerinde anlamli sekilde sitotoksite ve apoptotik indeks sergilemistir.

A549 hiicre hattinin inverted mikroskopta incelendiginde; kontrol grubundaki
hiicreler yiiksek oranda canliliga sahip, hiicre yogunlugu flask yiizeyini % 80-85
kaplamig bi¢imdedir. Ayrica hiicreler Kkarakteristik epitelyal hiicre morfolojisi
sergilemistir. Floresan mikroskop goriintiilerinde, c¢ekirdekler spesifik kanser hiicresi
ozelliklerini gostermistir. Kromatin ¢ekirdek icinde homojen dagilmis, ¢ekirdek zari
diizgiin ve yuvarlak, sadece akridin oranjla sari-yesil boyanmistir. Hiicre yogunlugu da
yaklasik % 80-85°dir (Sekil 3.5.A, B).

3.4.1.1. Metanol ekstresinin A549 hiicrelerindeki apoptoz aktivitesi

Metanol ekstresi uygulanan hiicreler inverted mikroskopta incelenmis, hiicre
yogunlugunda doza baglh azalma goriilmiistiir. 3 ve 3.25 mg/ml uygulanan hiicreler
yuvarlaklagmis, biiziilmiis ve epitel morfolojiyi kaybetmistir (Sekil 3.5.C, E, G).
Floresan mikroskopta ise yine doza bagli apoptoz morfolojisi dikkat g¢ekmistir.
Kromatin, ¢ekirdek zarinda yogunlasmis, ¢ekirdek zar1 diizensiz hal almis, 3.25 mg/ml
dozunda EB ile boyanan ge¢ apoptotik / nektorik hiicreler dikkat ¢ekmistir (Sekil 3.5.D,
F,H).
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Inverted Mikroskop Floresan Mikroskop

3 mg/ml 2.75 mg/ml Kontrol

3.25 mg/ml

Sekil 3.5. Metanol ekstresinin A549 hiicresindeki apoptotik aktivitesi (Biiytitme; 400X).
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3.4.1.2. N-Biitanol fraksivonunun A549 hiicrelerindeki apoptoz aktivitesi

Kontrol grubuyla kiyaslandiginda, n-butanol fraksiyonu uygulanan hiicrelerin
morfolojilerinde doza bagli anomaliler dikkat ¢ekmistir. Hiicrelerin yiizeye yapisma
orani1 azalmis, sekilleri daha kiiresel formda ve biiylik vakuollere sahip olduklar
gozlenmistir. (Sekil 3.6 A, C, E). AO/EB ¢ift boyama yapilmis olan hiicrelerde, doza
bagli olarak parcali kromatin yapisinin arttigi, kromatinin g¢ekirdek zar1 boyunca
cekildigi tespit edilmistir. 12.5 mg/ml dozunda apoptotik kesecikler artmis, ¢ekirdek
parcalanmasi goriilmiistiir (Sekil 3.6 B, D, F).

Inverted Mikroskop Floresan Mikroskop

A

0.75 mg/ml

1 mg/ml

1.25 mg/ml

Sekil 3.6. N-Butanol fraksiyonunun A549 hiicresindeki apoptotik aktivitesi Biiyiitme;
400X).
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3.4.1.3. Etil asetat fraksivonunun A549 hiicrelerindeki apoptoz aktivitesi

48 saat etil asetatla muamele edilen hiicrelerin yogunlugu doza bagl olarak,
kontrole oranla belirgin bicimde azalmis ve hiicrelerin yilizeye yapisma orani azalmistir.
Hiicre morfolojileri yuvarlaklasmistir (Sekil 3.7 A, C, E). AO/EB cift boyama yapilan
ve doz uygulanan hiicrelerde ise doza bagli olarak kromatin pargcalanmasinin arttigi,
kromatinin ¢ekirdek zarinda yogunlastigi, hiicrelerin ve ¢ekirdeklerin biizildiigi tespit

edilmistir. Ozellikle 0.55 dozunda apoptotik keseler dikkat cekmistir (Sekil 3.7 B, D, F).

Inverted Mikroskop Floresan Mikroskop

0.35 mg/ml

0.45 mg/ml

0.55 mg/ml

Sekil 3.7. Etil asetat fraksiyonunun A549 hiicresindeki apoptotik aktivitesi (Biiyiitme;
400X).
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3.4.1.4. Sulu fraksivonun A549 hiicrelerindeki apoptoz aktivitesi

48 saat sulu fraksiyon uygulanan hiicrelerde, doza bagli olarak hiicre yogunlugu
azalmis ve koful sayisi artmistir (Sekil 3.8 A, C, E). AO/EB cift boyama yapilan
hiicrelerde ise doza bagli olarak kromatin yogunlasmasi, hiicre bliziilmesi, apoptotik
cisimciklerin olusumu gibi apoptoz morfolojisinin yani sira, etidyum bromiir ile

boyanmuis 6lii hiicrelere de yogun miktarda rastlanmistir (Sekil 3.8 B, D, F).

Inverted Mikroskop Floresan Mikroskop

2.25 mg/ml

2.75 mg/ml

Sekil 3.8. Sulu fraksiyonun A549 hiicresindeki apoptotik aktivitesi (Biiyiitme; 400X).
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3.4.1.5. Demlenmis vesil kahvenin A549 hiicrelerindeki apoptoz aktivitesi

Demlenmis yesil kahve uygulanan hiicrelerde, doza baglh olarak hiicre sayisinda
belirgin azalma, ¢ekirdek morfolojisinde degisim gériilmiistiir. Ozellikle 10 ve 15
mg/ml dozlarinda etidyum bromiir ile boyanan hiicrelerin sayisinda artis dikkat
cekmistir. Apoptozun son asamasi olan apoptotik cisimcik olusumu barizdir. Diger
yandan, hiicrelerdeki biiziilme ve kromatinin homojen olmayan sekilde yogunlagmasi da

belirgin sekilde goriilmektedir (Sekil 3.9).

Inverted Mikroskop Floresan Mikroskop

/ml

Smg

10 mg/ml

15mg/ml

Sekil 3.9. Demlenmis yesil kahvenin A549 hiicresindeki apoptotik aktivitesi (Biiyiitme;
400X).
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SPC-212 hiicreleri

Hig bir uygulama yapilmamis kontrol SPC-212 hiicrelerinde, apoptotik indeks %
5.4, nekrotik indeks 0.4 ve oOlii hiicre indeksi 1.6 olarak hesaplanmistir. Biitlin ekstre ve
fraksiyonlarin uygulandigi hiicrelerde; apoptoz, nekroz ve Ol hiicre indekslerinde,

kontrol hiicrelere kiyasla, doza bagli 2-6 kat artis gézlenmistir (Sekil 3.10).

Methanol ekstresi uygulanan hiicrelerde 0.55-0.65 mg/ml dozlar1 arasinda

apoptotik indeks %16 ile 22 arasinda artis gostermistir. Nekrotik indeks ise %1-3.8

arasinda hesaplanmig, olii hiicre indeksi ise en yiiksek dozda %9’a ylikselmistir.
Mezotelioma hiicreleri (SPC-212) metanol ekstresine karsi yiiksek seviyede hassiyete
sahiptir. Akciger kanseri hiicrelerinde (A549), benzer hiicre 6liim oranlar1 yaklaglik 10
kat1 daha yiiksek dozlarda elde edilmistir. MTT sonuclart da bu bulguyu
desteklemektedir. SPC-212 hiicreleri A549 hiicrelerinden ¢ok daha diisiik metanol

ekstresi dozlarinda sitotoksik etki sergilemislerdir.

N-butanol fraksiyonu uygulanan hiicrelerde ise apoptoz indeksi 0.25-0.35 mg/ml
dozlart arasinda % 18’den % 28.2’ye yiikselmistir. Nekrotik hiicre indeksi % 1.4’den %

9’a doza bagl artis gosterirken 6li hiicre indeksi % 5.6’dan doza bagh olarak 22.6’ya

yiikselmistir. Mezotelioma hiicresi n-biitanol frakriyonuna karsi da yine yliksek
hassasiyete sahiptir. A549 akciger kanseri hiicrelerinin {licte biri daha diisiik dozlarda
cok daha ytiksek apoptoz ve hiicre 6liim indeksi sergilemistir. Sonuglar nekrotik indeks
bakimindan da benzerdir. Yaklasik iicte biri konsantrasyonlarda bile A549
hiicreleridekine esit bir oran gézlenmistir.

Etil asetat fraksiyonu uygulandiginda SPC-212 hiicrelerinde apoptoz indeksi doz
abagli olarak %20.6’dan %31.6’ya yiikselmistir. Nekrotik indeks; %]1.6’dan %6.2’ye
yikselirken Olii hiicre indeksi de %8.4’den %19.8’e ¢ikmistir. AS549 hiicreler ile

kiyaslandiginda, SPC-212 hiicrelerinde uygulanan ve yaklasik %20 oraninda apoptoz
Olctilen en yiiksek etil asetat dozu (0.34 mg/ml), A549 hiicrelerinde en diisiik doz olarak
uygulanmistir ve apoptoz orant daha diisiik (%14.5) Olgiilmistiir. Etil asetat
fraksiyonuna karsi mezotelioma hiicrelerinin daha yliksek hassasiyete sahip oldugu
gorilmiistiir.

Sulu fraksiyon uygulamasinda ise; % 15.4-26.8 apoptoz indeksi hesaplanmustir,

nekrotik indeks en yiiksek dozda % 2.6’ya yiikselmis ve hiicre 6liim indeksi de sulu

fraksiyon uygulanan mezotelioma hiicrelerinde %2.8’dan %10.20’ya doza bagh
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artmistir. Yine A549 ile kiyaslandiginda, SPC-212 hiicrelerinde en yiiksek sulu faz dozu
(0.9 mg/ml)’nun etkisiyle elde edilen % 26.8’lik apoptoz indeksi, A549 hiicrelerine
uygulanan en disiik doz (2.25 mg/ml)’da hesaplanan apoptoz yiizdesinden (%20.4)
daha yiksektir. SPC-212 hiicreleri sulu fraksiyona karsi da yiiksek hassasiyet
gostermistir.

Demlenmis yesil kahve uygulandiginda; SPC-212 hiicrelerindeki apoptoz
indeksi doza baglh olarak, %16.2’den % 35.6’ya yiikselmistir. Nekrotik indeks ise %
1.8’den % 2.4'e yiikselirken o6lii hiicre indeki ise %4.8’den %11°e ylikselmistir. A549

hiicreleriyle kiyaslandiginda, diger ekstre ve fraksiyonlarin aksine, demlenmis yesil
kahve’nin her iki hiicrelerde de benzer apoptoz ve nekroz indeksi sergilemistir. Ancak,
A549 hiicrelerinin biraz daha fazla hassasiyet sergiledigi, toplam hiicre 6liim oraninin

daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

M Apoptotik indeks (%) 22.00 M Apoptotik indeks (%)
B Nekrotikindeks (%) ) = Nekrotikindeks (%) 2820
Olii hiicre indeksi (26) = Olii hiicre indeksi (%) 22,60
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= 240
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10

Sekil 3.10. Yesil kahve methanol ekstresi ve fraksiyonlarinin SPC-212 hiicrelerindeki
apoptotik, nekrotik ve 6lii hiicre indeksleri.

SPC-212 hiicre hattinin Inverted mikroskopta ve AO/EB cift boya ile
boyandiktan sonra floresan mikroskopta incelenmesiyle; Sekil 3.11. A ve B’deki
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fotograflar elde edilmistir. Kontrol grubundaki hiicreler, yiiksek oranda canliliga sahip,
hiicre yogunlugu flask yiizeyini %80-85 oraninda kaplamis bi¢imdedir. Ayrica hiicreler
karakteristik  epitelyal hiicre morfolojisi sergilemistir. Floresan  mikroskop
goriintiilerinde, g¢ekirdeklerin hizli béliinen kanser hiicrelerinin 6zelliklerini gosterdigi
belirgindir. Kromatin iplik ¢ekirdek i¢inde homojen dagilmis, ¢ekirdek zar1 diizgiin ve
yuvarlak, sadece akridin oranj boyasiyla sari-yesil boyanmistir.

3.4.1.6. Metanol ekstesinin SPC-212 hiicrelerindeki apoptoz aktivitesi

Metanol ekstresi uygulanan hiicrelerde, inverted mikroskop goriintiilerine gore,
hiicre yogunlugunda doza bagl olarak azalma meydana gelmistir ve ylizeye yapisma
oran1 azalmistir. Flask ylizeyinde sayis1 azalan hiicrelerin diger hiicrelerin zarlariyla
temas kurabilmek igin sitoplazmik uzantilarinda artma dikkat ¢ekmektedir. Ozellikle
0.65 mg/ml dozunda hiicrelerdeki hasar belirgin sekilde goriilmiistiir. Karakteristik
seklini kaybedip yuvarlaklasmis hiicreler goriilmektedir (Sekil 3.11. C, E, G). Floresan
mikroskopta incelendiginde ise, 0.55 mg/ml dozunda kromatin yapisinda yogunlasma
baslamisken 0.6 ve 0.65 mg/ml dozlarinda apoptoz morfolojisi tamamen belirgindir. EB

ile boyanms apoptotik cisimcikler de yine belirgindir (Sekil 3.11. D, F, H).



Inverted Mikroskop Floresan Mikroskop

KONTROL

0.55 mg/ml

0.6 mg/ml

0.65 mg/ml

Sekil 3.11. Metanol ekstresinin SPC-212 hiicresindeki apoptotik aktivitesi (Biiyiitme;
400X).

o1
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3.4.1.7. N-biitanol fraksivonunun SPC-212 hiicrelerindeki apoptoz aktivitesi

Inverted mikroskopta incelenen N-butanol uygulanmis hiicrelerin canliliginda
ve flasktaki yogunlugunda doza bagh azalma gozlenmistir. Ilk dozdan itibaren,
morfolojilerdeki anomali belirgindi ve giderek artmistir. Sitoplazmada vakueller artmis
ve yiiksek dozda ise hiicreler biiziilmistiir (Sekil 3.12. A, C, E). Floresan mikroskopta
incelendiginde, 0.3 ve 0.35 mg/ml dozlarinda kromatin yogunlagsmasi oldukca
belirgindir. En fazla géze ¢arpan biiziilmiis hiicrelerin ¢ekirdekleri ve ¢ekirdek zarmin
cevresindeki diizensizliktir. EB ile boyanmis olan apoptotik cisimcikler doza baglh

artmustir (Sekil 3.12. B, D, F).

Inverted Mikroskop Floresan Mikroskop

0.3 mg/ml 0.25 mg/ml

0.35 mg/ml

Sekil 3.12. Butanol fraksiyonunun SPC-212 hiicresindeki apoptotik aktivitesi(Biiyiitme;
400X).



53

3.4.1.8. Etil asetat fraksiyonunun SPC-212 hiicrelerindeki apoptoz aktivitesi

Inverted mikroskopta incelenen Etil asetat fraksiyonu uygulanan hiicrelerin
yogunlugunda belirgin bir azalma gdzlenmistir. ilk dozdan itibaren, morfolojilerdeki
degisimde giderek artmistir. 0.28 ve 0.34 mg/ml etil asetat uygulanan hiicrelerde
sitoplazmik vakueller artmig ve hiicre biiziilmesi artmistir (Sekil 3.13.A, C, E). Floresan
mikroskopta incelendiginde, 0.24 ve 0.28 ve 0.34 mg/ml etil asetat etkisiyle kromatin,
cekirdek zarinda yogunlagmis ve biiziilmiistiir. EB ile boyanmis olan apoptotik

cisimcikler 0.34 mg/ml dozda artmustir (Sekil 3.13.B, D,F).

Inverted Mikroskop Floresan Mikroskop

0.28 mg/ml 0.24 mg/ml

0.34 mg/ml

Sekil 3.13. Etil asatat fraksiyonunun SPC-212 hiicresindeki apoptotik aktivitesi (Biiyiit-
me; 400X).
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3.4.1.9. Sulu fraksiyonunun SPC-212 hiicrelerindeki apoptoz aktivitesi

Sulu fraksiyon uygulanan hiicreler inverted mikroskopta incelendiginde, canli
hiicrelerin sayisinda doza bagl olarak azalma goriilmiistiir. Diger yandan, hiicrelerin
bliziildiigii, yuvarlaklastig1 dikkat ¢ekmistir. 0.9 mg/ml dozunda sitoplazmik vakuoller
de artmustir (Sekil 3.14.A, C, E). Floresan mikroskop fotograflar1 incelendiginde, biitiin
dozlarda kromatin cekirdek zari boyunca toplanmistir. Cekirdek yiizeyi diizeniz ve

homojenligi azalmistir (Sekil 3.14.B, D, F).

Inverted Mikroskop Floresan Mikroskop

0.8 mg/ml 0.7 mg/ml

0.9 mg/ml

Sekil 3.14. Sulu fraksiyonun SPC-212 hiicresindeki apoptotik aktivitesi (Biiyiitme;
400X).
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3.4.1.10. Demlenmis vesil kahvenin SPC-212 hiicrelerindeki apoptoz aktivitesi

Demlenmis yesil kahve wuygulandigi hiicreler inverted mikroskop ile
incelendiginde, 2.5 ve 5 mg/ml’da hiicre sayis1 kontrolden farkli degildir. 10 mg/ml’de
ise hiicre sayisinda belirgin bir azalma goriilmiistiir. Ayrica, 10 mg/ml’deki hiicrelerin
tamami yuvarlaklagmis ve apoptotik cisimcikler yogun bigimde goriilmiistiir. Floresan
mikroskopta incelendiginde ise biitlin dozlarda kromatin yogunlasmasi yiiksek

seviyededir. 10 mg/ml’de apoptotik cisimcikler son derece yiiksektir.

Inverted Mikroskop Floresan Mikroskop

2.5 mg/ml

5 mg/ml

10 mg/ml

Sekil 3.15. Demlenmis yesil kahvenin SPC-212 hiicresindeki apoptotik aktivitesi
(Biiytitme; 400X).
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3.5. Kaspaz Enzim Aktivasyonlarmin Olgiilmesi
3.5.1. A549 hiicreleri

Kaspaz-8

Kontrol grubunda kaspaz-8 aktivitesi 0.104 OD olarak belirlenmistir. Uygulanan
her bir dozda kaspaz-8 aktivitesinde artis tespit edilmistir. Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda; Etil asetat (0.35 mg/ml)’in kontrole gore 1.673 kat artarak, en yiiksek
kaspaz-8 aktivasyonu gosterdigi belirlenmistir (0.174 OD). Metanol ekstresi (2.75
mg/ml), sulu fraksiyon (2.25 mg/ml) ve demlenmis yesil kahvede (5 mg/ml) uygulanan
hiicrelerde de kaspaz-8 aktiviteleri sirasiyla 0.152, 0.151, 0.153 OD olarak tespit
edilmistir ve her biri yaklasik 1.5 kat artis gostermistir. N-butanol fraksiyonu (0.75
mg/ml) uygulandiginda ise kaspaz-8 aktivitesi (0.124 OD) digerlerine gore en az
seviyede ¢ikmig olmasina ragmen, kontrole gore 1.192 kat artmustir (Sekil 3.16).

Kaspaz-9

Kontrol grubunun kaspaz-9 aktivitesi 0.103 olarak belirlenmistir. Uygulanan her
bir yesil kahve ekstresi ve fraksiyonlarinda kaspaz-9 aktivitesinde artis tespit edilmistir.
Kontrol grubuyla kiyaslandiginda; demlenmis yesil kahvede (5 mg/ml) en yiiksek
kaspaz-9 aktivitesi (0.151 OD) gosterdigi belirlenmistir. Etil asetat (0.35 mg/ml) ve sulu
fraksiyon (2.25 mg/ml) uygulanan hiicrelerde kaspaz-9 aktivasyonu kontrole gore
sirastyla 1.174, 1.165 kat artis gostermistir (etil asetat fraksiyonu 0.121 ve sulu
fraksiyon 0.120 OD). N-butanol fraksiyonu (0.75 mg/ml) ve metanol ekstresi (2.75
mg/ml) uygulamalarinda, hiicrelerdeki kaspaz-9 aktivasyonu sadece sirasiyla 1.087,
1.106 kat artmistir (metanol eksresi 0.114 ve N-butanol fraksiyonu 0.112 OD) (Sekil
3.16).

Kaspaz-3

Kontrol grubunun kaspaz-3 aktivitesi 0.100 OD olarak belirlenmistir. Butanol
ekstresi ve sulu ekstre disinda, uygulanan her bir dozda zayif oranda kaspaz-3 aktivitesi
tespit edilmistir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda; demlenmis yesil kahve (5 mg/ml)
uygulanmis hiicrelerde, 1.21 katlik artis ile en yiiksek kaspaz-3 aktivasyonu (0.121)
gosterdigi belirlenmistir. Diger fraksiyonlarin hepsinde kaspaz-3 aktivasyonu kontrole

gore 1-1.1 katlik artig gostermistir (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16. Yesil kahve ekstreleri uygulanan A549 hiicrelerinde kaspaz aktivasyonu (*:
Kontrole gore anlamli fark; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001 (Tukey)).

3.5.2. SPC-212 hiicreleri

Kaspaz-8

Kontrol grubunun kaspaz-8 aktivitesi 0.09 (OD) olarak belirlenmistir.
Uygulanan her bir dozda kaspaz-8 aktivitesi tespit edilmistir. Kontrol grubuna gore; etil
asetat fraksiyonu (0.24 mg/ml) 1.555 katlik artis gostererek (0.140 OD) en yiiksek
kapaz-8 aktivitesi gostermistir. Metanol ekstresi (0.55 mg/ml) uygulandiginda, kaspaz-8
aktivitesi 0.114 OD ile 1.266 kathik artis gostermistir. N-butanol fraksiyonu (0.25
mg/ml), sulu fraksiyon (0.70 mg/ml) ve demlenmis yesil kahve (2.50 mg/ml)
uygulandiginda 0.120 OD ile 1.333 kat artig gostermistir. Metanol ekstresi (0.55 mg/ml)
uygulanan hiicrelerde ise 0.114 OD ile kontrole gore 1.266 kat artis gostermistir (Sekil
3.17).

Kaspaz-9

Kontrol grubunun kaspaz-9 aktivitesi 0,1 olarak belirlenmistir. Uygulanan
metanol ekstresi disinda her bir dozda kaspaz-9 aktivitesi tespit edilmistir. Kontrol
grubuna gore, uygulanan her bir fraksiyonda kaspaz-9 aktivitesine 1-1.1 katlik artis
goriilmektedir (Sekil 3.17).

Kaspaz-3

Kontrol grubunun kaspaz-3 aktivitesi 0.101 OD olarak belirlenmistir.

Demlenmis yesil kahve uygulanan hiicrelerde kaspaz-3 aktivasyonunda artig olmamustir.
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Etil asetat fraksiyonu (0.24 mg/ml) uygulandiginda, kontrole gore 1.316 kathik artis
olmustur (0.133 OD). Diger 3 fraksiyon (metanol, n-butanol ve sulu fraksiyonlar),
kontrole gore sirasiyla 1.198, 1.188, 1.198 katlik kaspaz-3 aktivasyonu (sirasiyla 0.121,
0.120, 1.198 OD) gostermistir (Sekil 3.17).

OkontroL 055 mgiml [0.25 mgiml E0.24 mgiml E10.70 mgiml [12.5 mgiml
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Sekil 3.17. Yesil kahve ekstreleri uygulanan SPC-212 hiicre hattinda kaspaz aktivasyo-
nu (*: Kontrole gore anlamli fark; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001 (Tukey)).

3.6. Anneksin V/FITC-PI Analizi

Yesil kahve ekstresi ve fraksiyonlarinin I1Cso degerleri uygulanmis ve AnnexinV-
FITC-PI ile isaretlenmis hiicreler akim sitometri (BD FACSAria) cihazinda analiz
edilmistir. Analiz sonuglari, kadranli noktasal grafige ¢evrilmis ve Sekil 3.18 ve Sekil
3.19°de verilmistir. Kadranli noktasal grafikte;

QI; PI ile boyanan hiicreleri;

Q2; hem anneksin V/FITC hemde PI ile boyanan hiicreleri;

Q3; boyanmayan hiicreleri;

Q4; anneksin V/FITC ile boyanan hiicreleri temsil etmektedir.

Hiicre zarmin sitoplazmik boliimiinde bulunan fosfotidil serin’in erken
apoptozda dis ylizeye translokasyonunu belirlemek, yani erken apoptozu belirlemek

amactyla yapilan bu analizin sayisal verileri Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3’de sunulmustur.
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3.6.1. A549 hiicresi
Test maddesi uygulanmamis kontrol hiicrelerinde, hi¢gbir boyayla boyanmamis
saglikli hiicre oran1 %97°dir. Annexin V-FITC ile boyanan apoptotik hiicre oran1 %0.6,
PI ile boyanan nekrotik hiicre oran1 % 0.5 ve her iki boyayla boyanmis olan gec
apoptotik ya da nekrotik hiicre orani da %1.7 dir.
Cizelge 3.2. Yesil kahve uygulanmis A549 hiicrelerinde Annexin V-FITC/PI analizi.

Kontrol Metano_l Butgnol Etil a}setat SL_lIu Demleme
(%) ekstresi | fraksiyonu | fraksiyonu | fraksiyonu) 10 mg/ml
3 mg/ml 1 mg/ml 0.45 mg/ml 2.75mg/ml
Q1 0.5 11 1,6 4,8 1,0 8.6
Q2 1,7 6,0 2,9 28,7 11,0 32,4
Q3 97,3 91,2 94,3 57,2 84,5 48,8
Q4 0,6 1.8 1,2 9,3 35 10,1

Yesil kahvenin metanol ekstresi uygulanmis A549 hiicrelerinde, kontrol

grubuyla kiyaslandiginda, Annexin V-FITC ile boyanan yani fosfotidil serin ile
reaksiyona giren apoptotik hiicrelerin orant %1.8’dir. %6 oraninda ise hem Annexin V-
FITC hem de PI ile boyanan ge¢ apoptotoik ya da nekrotik hiicre hesaplanmistir. %1
oraninda da sadece PI ile boyanan nekrotik hiicrelere bulunmustur. Ayni dozda metanol
ekstresi 48 saat siireyle uygulanip AO/EB ile boyanmis hiicrelerde apoptoz indeksi %
23 iken, Annexin V-FITC ile boyanan (erken apoptotik) hiicre oran1 ¢ok daha diisiiktiir,
gec apoptoz orani ise 6 kat daha yiiksektir. Bu durumun sebebi, AO/EB testi ile
hiicrelerin ge¢ apoptozdaki morfolojik degisimlerinin belirlenebilmesidir.

N-butanol fraksiyonu uygulanmis hiicrelerde %1.2 oraninda apoptotik hiicreye,

%1.6 nekrotik hiicre ve %3’de ge¢ apoptoz ya da nekrotik hiicreye rastlanmustir. 1
mg/ml N-biitanol fraksiyonu uygulananan ve 48 saat sonra AO/EB ile boyanan
hiicrelerde de Apoptotik indeks %19.4 olarak belirlenmistir. N-biitanol uygulana
hiicrelerde Annexin V-FITC ile boyanan (erken apoptotik) hiicre orani diisiik, PI ile
boyanan (ge¢ apoptotik) hiicre orani yaklasik 2 kat daha ytiksektir.

Etil asetat fraksiyonu uygulanan hiicrelerde apoptotik hiicre oran1 %9.3 olarak

hesaplanmistir. Diger yandan, ge¢ apoptoz/ge¢ nekroz orani yaklasik %29’dur. Nekroz
orant ise yaklasik %5’tir. Ayn1 dozun AO/EB boyanmasiyla yapilan morfolojik
incelemede apoptoz indeksi %35 civarindadir.

Sulu fraksiyon uygulandiginda ise apoptoz orani %3.5, nekroz oran1 %1 ve geg

apoptoz/gec nekroz orani ise %11 olarak bulunmustur. AO/EB calismasinda ayni1 dozda
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apoptotik indeks %24.5dir.
10 mg/ml demlenmis yesil kahve uygulandiginda apoptoz orani %210 olarak

bulunmustur. Kontrole gore oldukg¢a yiiksek bir orandir. Nekroz orani %8.6 ve ge¢
apoptoz/gec nekroz orani ise %32.4°diir. Bu sonuglar AO/EB deneyindeki sonuglarla
oldukc¢a benzerdir.

AO/EB morfolojik incelemelerde ge¢ apoptozun belirlendigi goz Oniine
alindiginda, hiicre akis sitometrisi calismast ile AO/EB c¢alismasinin sonuglar

birbirleriyle uyumludur.
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Sekil 3.18. Yesil kahve ekstresi ve fraksiyonlarinin uygulandigi A549 hiicrelerinde
annexin V-FITC/PI akim-sitometrik analizi.
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3.6.2. SPC-212 hiicresi

Test maddesi uygulanmamis kontrol hiicrelerinde, hi¢bir boyayla boyanmamis
SPC-212 hiicre oran1 %95.4°diir. Annexin V-FITC ile boyanmis apoptoz orani % 0.6
ve PI ile boyanan nekroz orani da % 2.4’diir. Her iki boyayla boyanmis olan ge¢
apoptotik ya da nekrotik hiicre orani da % 1.6 dir.
Cizelge 3.3. Yesil kahve uygulanmig SPC-212 hiicrelerinde Annexin V-FITC/PI analizi.

Metanol Butanol Etil asetat Sulu Demleme
(%) Kontrol ekstresi fraksiyonu | fraksiyonu | fraksiyonu 5 mg/m
0.6 mg/ml 0.3 mg/ml 0.28 mg/ml 0.8 mg/ml
Q1 2,4 4,6 4,0 35 5,4 3,6
Q2 1,6 5,3 3,7 24,7 2,8 31,2
Q3 95,4 88,1 90,0 70,4 90,0 64,0
Q4 0,6 2,0 2,4 14 1.8 1,2

Metanol ekstresi uygulandiginda, apoptoz orani %2’dir. Nekroz oran1 %4.6 ve

ge¢ apoptoz orani da %5.3’diir. Kontrol ile kiyaslandiginda, hem apoptoz hem de ge¢
apoptoz/gec nekroz oranlar1 yaklasik 3.5 kat artmistir. Nekroz orani ise yaklasik 2 kat
artmistir. AO/EB ile analizinde ayni dozda apoptoz indeksi yaklasik %17°dir. Hiicre
akig sitometrisi deneylerinde; metanol ekstresi uygulanan A549 ve SPC-212
hiicrelerinde benzer apoptoz ve nekroz oranlari 6l¢iilmiistiir.

N-biitanol fraksiyonu uygulandiginda; kontrole kiyasla, % 2.4 apoptoz oraniyla

4 kat artis gozlenmistir, %3.7 ge¢ apoptoz/ge¢ nekroz orani yaklagik 2.5 kat artmistir ve
%4°de nekroz orantyla 1.5 kat artis belirlenmistir.

Etil asetat fraksiyonu uygulanmig SPC-212 hiicrelerinde apoptoz orani kontrole

gore 2.5 kat artarak %1.4’likk bir apoptoz orani sergilemistir. Geg apoptoz/nekroz orant
ise 15.5 kat artarak %24.7 bulunmustur. Bu artis son derece yiiksektir ve A549°da da
benzer bir oran belirlenmistir. AO/EB deneylerinde de ayni dozda, %25 apoptoz indeksi
gozlenmistir.

Sulu fraksiyon uygulanan hiicrelerde, kontrole gore 3 katlik artig ile %1.8

apoptoz orani belirlenmistir. Geg apoptotik/nekrotik hiicreler yaklagik 2 kat artmis ve
%2.8 olarak tespit edilmistir. Nekroz orani yaklasik 2.5 kat artarak %5.4 ol¢lilmiistir.
A549 hiicrelerde sulu fraksiyon ¢ok yiiksek bir dozda uygulanmis (ICso degeri) ve
yiiksek oranda apoptoz ve gec¢ apoptoza sebep olmustur. SPC-212 hiicrelerde ise etkin
ICs0 dozu son derece diisiiktiir ve hiicre akis sitometresi ¢alismasinda apoptotik hiicre

oranindaki artis sadece 3 kat olmustur. AO/EB deneylerinde de SPC-212 hiicrelerinde,
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ayni1 dozda uygulanan sulu fraksiyon % 26 oraninda apoptoza sebep olmustur.

5 mg/ml demlenmis yesil kahve uygulandiginda, kontrole gore apoptoz orani

sadece 2 kat artmistir. Ancak, ge¢ apoptoz/gec nekroz orani yaklasik 20 kat artis
gostermistir. Nekroz orani ise 1.5 kat artmistir. Bu sonuglar AO/EB deneyindeki
sonuclarla oldukca benzerdir. A549 hiicresinde uygulanan demleme dozu 2 kati daha
yiiksektir bu nedenle de eldeedilen apoptoz ve gec apoptoz oranlar1 daha ytiksektir.
AO/EB morfolojik incelemelerde ge¢ apoptozun belirlendigi goéz Oniine
alindiginda, hiicre akis sitometrisi calismast ile AO/EB c¢alismasinin sonuglar

birbirleriyle uyumludur.
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Sekil 3.19. Yesil kahve ekstresi ve fraksiyonlarinin uygulandigi SPC-212 hiicrelerinde
annexin V-FITC/PI akim-sitometrik analizi.
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4. TARTISMA VE SONUC

Son zamanlarda canlilardan elde edilen bazi bilesenlerin tip alaninda
kullanilmasi ilgi ¢ekmektedir ve bir ¢ok ¢aligmanin merkezinde yer almaktadir (Rancan,
vd., 2002). Calismalarda kansere karsi koruyucu antioksidanlar, fenolik bilesenler ve
koruyucu reaktif gruplar bulunmustur (Reddy, vd., 2003).

Bu tez kapsaminda yesil kahvenin hem demlenmis hali hemde metanol ekstresi
ve metanol ekstresinden elde edilen butanol, etil asetat, sulu fraksiyonlarinin A549 ve
SPC-212 hiicreleri iizerinde olusturduklar1 apoptotik etki c¢esitli yOntemler ile
arastirilmistir.

4.1. A549 ve SPC-212 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Degerlendirilmesi

Hiicre canliligin1 6lgmek icin MTT ve NR yontemi kullanilmistir. Bu
yontemlerde elde edilen sonuglar canlilik ile dogru orantilhidir. Bu iki ydntem
birbirinden farkli temellere dayanmaktadir. Elde edilen souglar Cizelge 4.1°de
verilmigtir.

Cizelge 4.1. Yesil kahvenin A549 ve SPC-212 hiirelerindeki ICso degerleri (mg/ml)

24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT
mg/ml MTT MTT MTT
A549

KONTROL 100 100 100

Metanol 86.285 52.742 46.350
Etil asetat 62.487 50.429 42.203
N-butanol 57.950 49.349 38.377
Sulu 57.983 54.470 43.583
Demleme 59.076 49.010 27.211

SPC-212

KONTROL 100 100 100

Metanol 60.041 49.834 44.449
Etil asetat 67.843 51.718 49.469
N-butanol 61.285 53.922 40.004
Sulu 59.062 54.621 48.259
Demleme 74.409 51.868 44.023

Demlenis yesil kahve uygulanan hiicrelerde I1Csg degerini belirlemek igin hem
MTT hemde NR yontemi kullanilmistir. Hiicre canliliklar1 farkli araliklarda tespit
edilmesi yontemlerin farkli temellere dayanmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Calismada MTT yontemi ile tespit edilen sitotoksik dozlar baz alinmstir.

A549 ve SPC-212 hiicrelerine ayni madde uygulanarak canlilik oranlar1 goz

oniinde bulunduruldugunda; SPC-212 hiicresinde A549 hiicresine gore daha diisiik
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dozlarda ICsp degeri gbzlenmistir. Neticesinde SPC-212 hiicrelerinin maddeye karsi
daha hassas oldugu goriilmektedir.

Ik asamada yesil kahvenin demlenmis hali uygulanarak sitotoksik etkisinin
varlig1 belirlenmistir. Wei ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada yesil kahve ekstraktinin
NMR (nuclear magnetic resonance) vasitastyla kapsamli sekilde analizi yapilmis, bu
analiz ile 16 adet suda ¢Oziinebilen yesil kahve bileseni tanimlanmistir (Wei ve
Tanokura, 2014). Bu calismadan yola ¢ikarak bilesenlerin etkilerinin incelenmesi i¢in
bazi ¢oziicliler kullanilarak fraksiyonlama yontemi ile kabaca bir ayrim yapildi. Bu
yontem de fraksiyonlama ile her bir ¢oziicli belli maddeleri ¢ekerek total karisimdan
ayirdi. Bu fraksiyonlarin her biri hiicreler iizerinde tek tek uygulandi. Bu uygulama
sonucunda demlemede ¢ok yliksek dozlarda ICsy goriiliirken fraksiyonlarda demlemeye
gore daha diisiik dozlarda ICsq degeri gozlendi. A549 ve SPC-212 hiicrelerinde en etkili
olan fraksiyonun etil asetat fraksiyonu oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular
gostermektedir ki: etil asetat ile toplanan madde igerigi ne ise bunun hiicre Olimii
tizerine etkisinin digerlerine kiyasla daha fazla oldugudur.

4.2. A549 ve SPC-212 Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik ve Morfolojik Etkilerinin
Degerlendirilmesi

Hiicre morfolojisindeki degisim ve apoptotik indeksi belirlemek i¢cin AO/EB ¢ift
boyama yontemi kullanilmistir. Hiicre membraninda ve ¢ekirdekte maddelerin etkisiyle
olusan degisimleri tespit etmek amaciyla kullanilan yontemin temeli kullanilan
boyalarin 6zelliklerine dayanmaktadir. Akridin oranj boyasi ile canli ve 6lii hiicreler
boyanirken, sadece membran biitiinliigii bozulmus olan hiicreleri etidyum bromiir
boyamaktadir (Giirbiiz, V., vd., 2011; Ribble, D., vd., 2005; Avci, C. B., vd., 2013).

A549 ve SPC-212 hiicre hattinda daha oOnce belirlenen ICsy degerleri, bu
degerlerin bir alt dozu ve bir iist dozunda maddenin etkisiyle meydana gelen membran
ve cekirdekteki degisimler AO/EB c¢ift boyama yapilarak tespit edilmistir. Elde edilen
sonuclarda kullanilan tiim maddelerin her iki hiicre hatti1 {lizerinde etkili oldugu
belirlenmistir. Ancak bu etki her birinde farkli dozlarda goriilmiistiir. A549 hiicresini
%8.60 oraninda apoptotik indeks gosteren kontrol grubunu baz alarak kendi iginde
degerlendirirsek; ICso dozlarina bakildiginda en yiiksek apoptotik indeksi %36 oraninda
10mg/ml dozunda demleme gostermistir. Etil asetat fraksiyonu ise %34.53 apoptotik

indeks orani ile demlemeden hemen sonra gelmektedir. Fakat etil asetat fraksiyonu
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demlemeden daha diisiik dozda etki gosterdigi i¢in demlemeden daha etkin oldugu
diistiniilmektedir. SPC-212 hiicresinde kontrol grubunda %5.40 oranin da apoptotik
indeks belirlenmistir. SPC-212 hiicrelerinde kontrol grubuna gore en yiiksek apoptotik
indeks ylizdesini ICsp degerinde etil asetat fraksiyonunda tespit edilmistir. ICsg
degerinin iist dozuna bakildiginda ise demleme %35.60 ile en yiiksek apoptotik indeksi
gostermektedir. Bu sonuglar demlemeye gore daha diisiik dozlarda etkili olan etil asetat
fraksiyonunun hiicreleri apoptotik yola siiriikleyen madde/maddelerin biiytlik bir kismini
icerdigini gostermektedir.

Anneksin V/FITC ve PI boyamasindan elde edilen sonuglar incelendiginde;
A549 hiicresinde; sadece PI ile boyali hiicrelerde (Q1 kadrani) kontrole gore en yliksek
artts demlemede goriilmektedir. Sadece Anneksin V ile boyanan hiicrelerde (Q4
kadraninda) ise kontrole gére demleme ve hemen ardindan etil asetat dikkate deger etki
gostermektedir. Her iki boya ile boyanan hiicreleri ise Q2 kadraninda gérmekteyiz.
A549 hiicrelerinde kontrole gore Q2 kadraninda en yiiksek artig sirasi ile demleme ve
etil asetat fraksiyonlarinda goriilmektedir. Bu oranlar A549 hiicrelerinde 48 saatte ve
diisiik dozda etil asetat fraksiyonunun etkisinin hiicre zarinda hasara yol acarak hiicrenin
i¢ yiizeyinde yerlesen fosfotidil serinlerin hiicrenin dis yiizeyine taginmast ve hiicre
gecirgenligine olan etkisinin diger maddelere gore daha yiiksek oldugunun ispatidir. Q4
kadraninda yani sadece anneksin ile boyanmis hiicre popiilasyonun da artis olmasi
hiicrenin apoptotik siirece yeni basladiginin kanitidir ancak, etil asetat fraksiyonu ve
demlemede Q2 kadraninda hiicre popiilasyonunda artis gozlenmesi hiicrelerin geg
apoptoz evresinde oldugunu gostermektedir. SPC-212’de PI ile boyanan hiicrelerin
oranlarina bakildiginda uygulanan maddeler arasinda 6nemli bir fark olmadigi, ancak
diger maddelere gore sulu fraksiyonun etkili oldugunu goriilmektedir. Etil asetat ve
demlemede Q2 kadraninda hiicre popiilasyonunda diger maddelere oranla dikkate deger
bir artis goriilmektedir. Etil asetat demlemeye gore ¢ok daha diisiik dozlarda ve
demlemenin Q2 kadraninda belirlenen degere yakin bir etki gosterir, anneksin V ile
boyanan hiicrelerin yani sira PI ile boyanmasi yani Q2 kadranindaki artis hiicrelerin geg
apoptoz evresinde oldugunu gostermektedir.

Apoptotik siirecin basinda hangi baslatici kaspaz enzimlerinin aktif oldugunu ya
da apoptotik siirecin hangi yolak {izerinden c¢alistigin1 belirlemek i¢in ortamda hangi

enzimin bulundugunu tespit etmek dnemlidir. Kaspaz aktivasyonun hiicre i¢inde yapisal
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ve biyokimyasal degisimler olmadan, hiicre bleplenmeden Once baslamaktadir. Bu
sebeple enzim aktivasyonunu ICsp’nin alt dozunda arastirilmistir. Enzim aktivasyonunu
belirlemek igin kaspaz kolorimetrik enzim aktivitesi 6l¢limii yapilmustir. Olgiim
sonuglar1 incelendiginde A549 hiicrelerinde kaspaz-8 ve kaspaz-9’un kontrol grubu
birbirine ¢ok yakin bir deger gosterir. Fakat kaspaz-8’in aktivasyonunun kaspaz-9’a
gore daha cok arttig1 gdzlenmistir. Ozellikle etil aseat fraksiyonu ve demlemede bu artis
diger maddelere gore daha fazladir. SPC-212 hiicresine bakildiginda A549 hiicrelerine
benzer sekilde etil aseat fraksiyonu ve demlemede kaspaz-8 aktivasyonu kaspaz-9
enzim aktivasyonuna gore yiiksektir. Bu veriler kaspaz-8 enziminin her iki hiicre de
Sekil 4.1°de goriilen apoptotik siireglerden birini listlendiginin ispatidir. A549 ve SPC-
212 hiicrelerinde kaspaz-3 aktivasyon degerlerinde kontrole gore artis goriilmektedir.
Baslatic1 kaspaz-8’den efektor kaspaz-3’e uzanan ve hiicrelerde apoptotik siirecin
varligini bildiren bu enzimlerin tam olarak hangi yolu izledigi daha detayl1 bir ¢alisma
ile belirlenmesi gerekmektedir.

Her iki hiicrede de Kaspaz-8’in aktivasyonunun artmis olmasi ozellikle etil
asetat fraksiyonun ve demlemenin 6liim reseptorii aracili apoptoz uyarimi sagladigin
diisiindirmektedir. Sekil 4.1°de kaspaz-8’in kaspaz-9 ve kaspaz-3 ile olan baglantisi

gorilmektedir.
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Sekil 4.1. Kaspaz-8 enziminin apoptozdaki rolii.

Literatiir taramasinda yesil kahvenin hiicre O6limii {izerine olan etkisini

arastiritlmasi ile ilgili ¢calismalarin az oldugunu ve yapilan ¢alismalarda yesil kahve



67

bilesenleri saf olarak kullanildig1 goriilmektedir.

Baeza ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada HepG2 hiicrelerine 400 puM tert-
butylhdroperoxide (t-BOOH) ile inkiibe edilerek oksidatif stres olusturulmus. Yesil
kahve ¢ekirdegi ekstresinin ana bilesenlerinden olan; hydroxycinnamic asit, 5-CQA (5-
caffeoylquinic acid), 3,5-DCQA (3,5-dicaffeoylquinic acid), CAF (methylxanthine
caffeine)’in farkli konsantrasyonlarinin uygulanmasi HepG2 hiicreleri tarafindan
iretilen ROS (reaktif oksijen tiirleri)’da 6nemli derecede azalmaya sebep oldugu
gozlenmistir. Ayrica t-BOOH tarafindan sebep olusan hiicresel ve makromolekiiler
hasar1 onlemis ve deney gruplarinda kontrole benzer degerlerde antioksidant enzim
aktivitesi ve glutatyon seviyesi gdzlenmistir. In vivo oksidatif strese karsi &nemli
derecede koruma saglamistir (Baeza, vd., 2014).

Kanimozhi ve Prasad’ i yaptig1 calismada HelLa ve ME-80 hiicrelerine Kafeik
asit uygulayarak hiicrelerde proliferasyonunun durdugu ve apoptozda dnemli bir rolii
olan mitokondirinin depolarizasyonunu arttirtp hiicreyi apoptoza ittigini tespit
etmiglerdir. Kafeik asit ile tedavi siirecinde HeLa’ da %91 ME-180" de %78 oraninda
ROS (reaktif oksijen tiirleri)’nin artt1 gozlenmistir. Bununda kafeik asidin pro-oksidant
ozelliginden dolay1 olabilecegi diistiniilmiistiir. Ayrica GSH seviyesinin yiiksek olmasi
hiicrelerin kemoterapik ajanlara direncini arttirdig: bilinir. Kafeik asidin uygulanmasi ile
HelLa ve ME-180 hiicrelerinde GSH seviyesini azaltmistir. (Kanimozhi ve Prasad,
2015). Yapilan bu ¢aligmada 5-50 mg/ml araliginda dozlar kullanilmis ve 30 mg/ml de
ICso degeri tespit edilmistir. Daha diigiik dozlarda etkinlik gostermesi maddenin saf
halinin kullanilmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Bulgulara ve yapilan literatiir aragtirmasina dayanarak yesil kahve ekstresi ve
bilesenlerinin  apoptotik  siireci  tetikledigi  diisiiniilmektedir. Ozellikle baz
fraksiyonlarda gozlenen kaspaz-8 aktivasyonundaki artis maddenin 6liim reseptorlerini
tetikledigi ve i¢ sinyal yolagini baslattigi fikrini olusturmaktadir. Calismada yapilan
AO/EB ¢ift boyama, Anneksin V/FITC ve kaspaz-8, -9, -3 enzim aktivasyonu
yontemleri ile elde edilen sonuglar hipotezimizi desteklemektedir. Yapilan bu caligsma
ileriki c¢aligmalara bir 151k olacaktir. Bu calismanin devaminda etken maddenin ne
oldugu ve hiicre oOliinme sebep olan sinyal yolunun daha detayli arastirilmasi
yapilacaktir. Etken maddenin belirlenmesi ve etkinliginin arttirilmasi ileride kanser

tedavisi siirecine bir katki olacag: diistiniilmektedir.
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