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Benzofuranlar pek ¢ok dogal bilesende yaygin olarak bulundugu i¢in ilgi
toplamis bilesiklerdendir. Vulpinik asit biyolojik etkisi oldugu bilinen liken
metabolitlerindendir. Bu tezde yeni sentezlenmis ti¢ aril (3-metil-benzofuran-2-il)
keton tiirevlerinin HepG2 ve F2408 hiicreleri iizerine sitotoksik, apoptotik ve bazi
mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal etkisi arastirildi. Sonugta hiicre
canliligin1 azaltici, mikroorganizmal biiylimeyi inhibe edici etki gdzlenmedi.
Vulpinik asitin ayn1 hiicre hatlar1 iizerine sitotoksik, apoptotik ve apoptoz yolagi ile
ilgili 84 genin anlatimina olan etkisi arastirildi. Sonugta vulpinik asitin her iki hiicre
hatt1 tizerinde zamana ve doza bagli toksik etki gosterdigi bulundu. Hiicrelerin 48
saat 200 uM wvulpinik asitle muamelesinin AO/EB ikili boyamasiyla belirlenen
apoptotik hiicre oranini anlamli diizeyde artirdigi gézlendi. Ayrica vulpinik asitin
HepG2’lerde TP53, TNFRSF21, TRAF4, RIPK2, BIRC2, TNFRSF10B genleri
anlatimini kontrol grubuna gore 2 ile 4 kat artirdigit BAK1 geni anlatimimni ise
yaridan daha az seviyeye diistirdiigii bulundu. Bu bulgular vulpinik asitin TP53 geni

anlatimini artirarak hiicrelerde apoptoza neden oldugunu diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hepatoselliiler karsinom, benzofuran, wvulpinik asit,

sitotoksisite testleri, apoptotoz, ger¢ek zamanli PCR
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ON NORMAL AND CANCER CELLS
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Benzofurans are of considerable interest by their widespread occurrence
among natural products. Vulpinic acid is the one of the important seconder
metabolites in lichens which are known to have many biological proporties. In this
thesis, the cytotoxic, apoptotic and antimicrobial effects of three newly synthesized
aryl (3-methyl- benzofuran-2-yl) ketone derivatives on HepG2, F2408 cells and
some microorganisms have been investigated. As a result there was no inhibition
of cellular and microorganismal growth. After then the effects of vulpinic acid’s
cytotoxic, apoptotic and the expression levels of apoptosis related 84 genes on same
cell lines were investigated. As a result it has been shown that vulpinic acid has
toxic effect on both cells with time and dose dependent manner. The treatment of
200 uM vulpinic acid significantly increased apoptotic cell ratio on both cell types
within 48 hours. Also the treatment of vulpinic acid up regulated of TP53,
TNFRSF21, TRAF4, RIPK2, BIRC2, TNFRSF10 genes expression and down
regulated of BAK1 gene expression of HepG2 cells. These results imply that

vulpinic acid inhibits cell growth by up regulating of TP53 gene expression.

Key Words: Hepatocellular carcicoma, benzofuran, vulpinic acid, cytotoxity tests,

apoptosis, real time PCR
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1 GIRIS

Hiicrede programlanmis hiicre 6liimii, apoptoz, timdr gelisimini engelleyen
onemli bir mekanizma olup hiicre zarinda kabarciklanmalar, hiicre biiziilmesi,
niiklear fragmentasyon, kromatin yogunlagsmasi ve kromozomal DNA pargalanmasi
ile karakterize edilir (Tang ve ark., 2012). Kanser terapisi sirasinda kanser
hiicrelerinin  apoptozla oliimii genellikle inflamasyon ve immiin cevap
olusturmadigindan, kanser hiicrelerinin apoptoza yoOnelmelerini saglayan
antikanser 6zellikli bilesikler glinlimiiz 6nemli arastirma konularindan biridir (Lin

ve ark., 2010).

Benzofuran halkasi biyolojik olarak aktif olan pek ¢ok dogal ve terapotik
bilesigin ortak yapisal kismini olusturmaktadir (De Luca ve ark., 2009). Kimyasal
sentezle elde edilen benzofuran halkasi iceren ii¢ farkli bilesigin memeli hiicre
hatlar1 {izerinde antikanser etkisini ve bazi mikroorganizmalar iizerinde
antimikrobiyal etkisini arastirmak bu tezin arastirma konularindan birini

olusturmaktadir.

Liken ekstraktlarmin eski Misir’da M.O. 18. yy.’da yaralara uygulandig
(Ahmadjian ve Hale, 1973) bilinmektedir. Giiniimiizde ise bazi hiicre hatlar1
tizerinde sitotoksik etkisinin bulundugu belirtilmistir (Burlando ve ark., 2009).
Likenlerde bulunan ve liken 6ziitlerinden elde edilen dogal bir bilesik olan vulpinik
asitin memeli hiicre hatlari tizerinde antikanser etkisini arastirmak bu ¢aligmanin

bir bagka arastirma konusudur.
1.1  Karaciger Kanseri ve Etiyolojisi

Karacigerde en sik olusan malign tiimor hepatoselliiler karsinomdur (HSK).
HSK, kimyasallara kars1 kismen duyarli oldugu i¢in kemoterapiye olumlu yanit
verme imkani siirhdir. Bu yilizden ilerlemis bir HSK’ya karsi etkili oldugu
gosterilmis bir kemoterapi ajan1 bulunmamaktadir. Ancak bir multikinaz inhibitori
olan Sorafenib’in HSK tedavisi igin etkili oldugu gosterilmistir (Schott ve ark.,
2012). Ne var ki, tedavinin ilerleyen zamanlarda Sorafenib’e karsi direngli timor

gelisiminin saptanmasi lizerine Sorafenib’i diger tedavi yaklagimlariyla beraber
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daha diisiik dozda kullanmak gerektigi bildirilmistir. Sorafenib’e karst direng
mekanizmalarinin nasil gelistigi giiniimiliziin 6nemli arastirma konularindandir

(Gauthier ve Ho, 2013).

HSK oldiiriiciiliigii bakimindan kanserler siralamasinda diinyada ii¢linciidiir
(Ferlay ve ark., 2010). Diinyada karaciger kanserinin meydana gelmesi bakimmdan
yiiksek riskli bolgelerde (Dogu Asya ve Afrika tilkeleri) 20-50 yas araligi risk
grubunu olusturmaktayken, Amerika ve ¢cogu Avrupa iilkelerinde bu risk grubu 75
yasindan sonra olugmaktadir. Fakat bati toplumlarinda HSK sikligi artan bir egilim
gostermektedir. HSK, erkeklerde kadinlardan daha sik goriilmektedir (Parkin ve
ark., 2001).

1.2  Hepatoselliiler Karsinom Olusumuna Neden Olan Faktorler

Aflatoksin Bz, asir1 alkol tiiketimi ve hepatit viriisleriyle enfeksiyon HSK
gelisimine neden olan ana risk faktorleridir (Herceg ve Paliwal, 2011). Bu risk
faktorleri hepatositlerde oksidatif stres ve inflamasyon cevabi olusturarak
karacigerde siroz gelisimine neden olur. Sirozlu dokuda bulunan hiicreler oksidatif
strese ve karacigerin kotii sartlara uyum kazandiran genetik ve epigenetik
degisiklikler gegirerek hepatoselliiler karsinoma doniisiir (Frau ve ark., 2010).
Asagida iyi tanimlanmig bir risk faktorii olan hemokromatozis hastaliginin ve ana

risk faktorlerinin HSK gelisimine olan katkilar1 6zetlenmeye c¢aligiimistir.

HSK’nin siklikla meydana geldigi Giineydogu Asya’da ve Dogu Afrika’da
genellikle Aspergillus flavus ile kontamine besinler tiiketilmektedir. Aspergillus
flavus’un iirettigi bir toksin olan aflatoksin B1 6nemli bir tiimor baskilayici protein
olan p53’lin 249. kodonunda AGG—AGT mutasyonu ile proteinde arjinin-serin
(R249S) degisimine neden olur. Diinyada her yil ortaya ¢ikan 300.000 yeni HSK
vakast R249S mutasyonu tagimaktadir ve hepsi tani aldiktan sonra birkag hafta/ay

icinde 6liimle sonuglanmaktadir (Gouas ve ark., 2009).

HSK gelisiminde asir1 alkol tiiketiminin rolii asagidaki maddelerle

Ozetlenebilir (Purohit ve ark., 2012).



@ ANADOLU UNIVERSITESI

1. Alkol dehidrogenaz (ADH) ve sitokrom P4502E1 (CYP2EL) enzimleri
ile etanol metabolizasyonu sonucu meydana gelen asetaldehitler DNA’ya
hasar verir.

2. Sitokrom P4502E1 faaliyetiyle olusan reaktif oksijen tiirleri lipid
peroksidasyonuna yol acgarak malondialdehit (MDA) ve 4-
hidroksinonenal (4-HNE) olusumuna neden olur. (4-HNE) p53 proteini
249. kodonunda mutasyona neden olur.

3. Siirekli alkol alimi kupfer hiicrelerinde ve hepatositlerde demir
birikmesine yol acgarak oksidatif strese neden olur. Oksidatif stres
inflamasyona neden oldugu gibi hepatositlerde lipit peroksidasyonuna ve
p53 mutasyonuna yol agar.

4. Asirt alkol alimi hepatosit mitokondrilerine glutatyon alimini azaltarak
glutatyon eksikligine yol agar. Glutatyon’un ROS siipiiriicii etkisinden
mahrum kalan hepatositlerde oksidatif stres olusur.

5. S-adenozilmetiyonin (SAM) gen metilasyonu i¢in biyolojik olarak metil
kaynagidir. Siirekli alkol alimi hepatik SAM diizeyinde azalmaya neden
olarak C-MYC seviyesini artirir. Siirekli etanole maruz kalan ratlarda c-
myc onkogeninde hipometilasyona neden oldugu goésterilmistir.

6. Retinoik asit, A vitamininin (retinol) enzimatik olarak oksitlenmesi
sonucu olusur ve hiicre ¢ogalmasi, biiylimesi, gelismesi ve apoptoz ile
ilgili genlerin transkripsiyonunu diizenlemekle sorumludur. Alkol ile
beslenen ratlarda hepatik retinoik asitin azaldigi buna bagl olarak
aktivator proteinin  (AP-1) up-regule edildigi bdylece hepatosit

cogalmasinin gergeklestigi gosterilmistir.

Hepatit B viriisii (HBV) ile enfeksiyon, HSK gelisiminde 6nemli rol oynar.
HBYV yaklasik 3.3 kb’lik DNA’dan ibaret bir genom tasir. 240 tane hepatit B viriis
¢ekirdek antijenin (HBCAQ) birlesmesiyle olusan ikozahedral kapsit, genomu
cevreler. Ayrica bu ikozahedral yapiy1 cevreyeleyen konak endoplazmik
retikulumundan kokenlenen bir zar yapisi bu viriislerde yapisal eleman olarak is

gortir (Brechot ve ark., 2010).
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HBV enfeksiyonunun tamamlanmasi ii¢ asamadan olusur. Enfeksiyon
oncesi ikozahedral yapinin iginde bulunan kismi ¢ift zincirli yapiya sahip ve
kovalent olmayan etkilesimler sonucu dairesel yapiya sahip olan genom “relaksed-
halkasal DNA veya RC-DNA” bulunur. Enfeksiyonun ardindan RC-DNA, konakg1
hiicrede plazmit benzeri kovalent olarak kapali halkasal DNA’ya “covalently closed
circular DNA veya cccDNA” doniistiiriiliir. cccDNA’dan genomik ve genomik
olmayan RNA’lar, hiicresel RNA polimeraz II faaliyeti sonucu fretilir. Bu
RNA'’lardan pregenomik RNA (pgRNA) projen kapsitlerce paketlenir. Kapsitlere
es zamanl olarak paketlenen P proteini pgRNA’dan ters transkripsiyon ile RC-
DNA iiretir. Olgun RC-DNA tasiyan niikleokapsit yapi, hiicre i¢i cccDNA sayisini
cogaltmak icin kullanilabilecegi gibi zarla kaplanarak projen virion olarakta

saliabilir (Beck ve Nassal, 2007).

Genomik olmayan RNA’lar hepatit B ylizey antijeni (HBsSAQ), hepatit B
¢ekirdek antijeni (HBCAQ), hepatit B e-antijeni (HBeAg) ve hepatit B X proteini
translasyonlari i¢in kalip gorevi goriir. Viral proteinler yeteri kadar sentezlendikten
sonra tamamlanmis viriis partikiilleri golgiden salinir. Genellikle HBV hiicreleri
lize etmez. Enfeksiyon sirasinda meydana gelen hiicre 6liimleri FAS/FAS ligand
yolunu faaliyete gegiren sitotoksik lenfosit hiicreleri (CD8+, T hiicreleri) tarafindan
gerceklestirilir. Kronik infeksiyon sirasinda NK hiicreleri de harekete geger. Immiin
sistem, viral ylizeye ve ¢ekirdek antijenlerine karsi IgG {irettikce akut infeksiyon
gelisir ve sonlanir. Immiinitenin gelisimi HBeAg salgilanmas ile saglanir. Immun
sistemi tam gelismemis bireylerde etkin bir IgG cevabi olusturulmaz. Bu bireylerde

bazen semptomlar bile gelismeden siroz hatta HSK gelisir.

Hepatositlerin, hepatit B viriisii (HBV) ile enfeksiyonu hepatosit 6liimiinii
artirarak, inflamasyona neden olur. Buna ilave olarak genomik kararsizliga ve HBx
proteini iiretimine neden olarak HSK olusumuna neden olur. Viral replikasyon i¢in
genomik DNAya viral genom girisi sart olmasa bile (Brechot ve ark., 2010), HBV
ile enfekte olmus HSK olgularinda hastalar genomlarina entegre olmus HBV
DNA’sindan kopyalar tagimaktadirlar. Bu kopyalar genellikle tamamlanmamis
olup genomda kararsiz bolge olusumuna neden olmakta, yeni kromozom

yapilanmasina yol agmaktadir. Ayrica HBV genomu herhangi bir proto-onkogene
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dahil oldugunda asir1 anlatimina yol agmakta, tiimor baskilayici gene dahil
oldugunda ise iiriinlerine zarar vermektedir (Schulz, 2005). Hiicre ¢ogalmasi,
canlilig1 ve farklilagmasi iizerinde etkili olan genlerin civarina viral genom girisi,
HBYV hepatokarsinogenezinde siklikla gézlenen bir mekanizmadir. Ozellikle, insan
telomarez revers transkriptazini ve inositol 1,4,5 trifosfat reseptoriinii kodlayan
genlere (hTERT, IPR) HBV girisi bagimsiz timorlerde gosterilmistir. Bu durum
hepatositlerin yagam Omriinii artirmalarina ve malignant transformasyona neden
olur (Ferber ve ark., 2003; Horikawa ve Barrett, 2003; Kew, 2011). HSK
olgularmin % 20-40’nin  HBV’den kaynaklanan mutasyonlarla olustugu
diistiniilmektedir (Laurent-Puig ve Zucman-Rossi, 2006). Ayrica, HBV genomu
tirtinii olan HBx proteini HBV infeksiyonu sonrasi hiicrelerde asir iiretilir. HBX
proteini hiicre dongiisliniin ilerlemesini baglatir, timor baskilayict genlere
baglanarak onlarin anlatimlarini baskilar. Metil transferazlarin transkripsiyonlarini
diizenleyerek tiimor baskilayici genlerin bolgesel olarak hipermetilasyonuna neden
olur. Yada genomda global olarak hipometilasyon sonucu kromozomal kararsizliga
yol acar (Kew, 2011).

HBV infeksiyonlarina karsi viriis replikasyonuna ket vuran hiicre ici
mekanizmalart ¢alistiran interferon a ve B kullanildiginda etkili sonuclar elde
edilebilir. Fakat en etkin korunma yontemi mayanin iirettigi HBsAg proteinini as1
olarak kullanmaktir. Bu as1 hem akut hemde kronik enfeksiyonlar icin etkilidir.
HBV’nin tek tastyicisinin insanlar olmasi hastaligin yok edilmesi i¢in bir avantaj

olarak kullanilabilir (Schulz, 2005).

Hemokromatozis c¢ok nadir bir genetik bir kusur olmasina ragmen
inflamasyon gelisimine neden olan patofizyolojisi iyi bilindigi ig¢in
hemokromatozisten daha yaygin olarak inflamasyon cevabi olusturan fakat daha az
anlasilms risk faktorlerinin HSK olusumuna katkisini anlamak igin iyi bir 6rnektir
(Schulz, 2005). Hemokromatozis HFE geninde yanlis anlamli mutasyon sonucu
ortaya cikar. Bu gen {irlinii bir zar proteini olup demir alimi ve tagimasini
diizenlemekle sorumludur. HFE proteininin yetersiz fonksiyonu karacigerde demir
birikmesine neden olur. Normalde karacigerdeki demir ferritin gibi proteinlere

bagli olarak depolanir. Ferritine baglanmadan dokuda biriken serbest demir iyonlar1
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(Fe*?) diisiik molekiillii ligandlarla (H202 gibi) kolayca okside edilerek daha reaktif
olan demir iyonlarina (Fe*®) déniisiir ve reaktif hidroksil radikali iiretilir (Fenton
reaksiyonu). Bilindigi gibi reaktif hidroksil radikalleri makromolekiillere zarar
vererek nekrotik hiicre oliimiine, kronik inflamasyona ve DNA’da c¢ift zincir

kiriklari olusturarak mutasyona neden olur (Jomova ve Valko, 2011).

Hepatoselliiler Karsinom gelisiminin gosterildigi Sekil 1.1°de de belirtildigi
gibi risk faktorleri karacigerde oksidatif strese ve nekrotik hiicre dliimlerine neden
olur. Karacigerde hiicre oOliimlerinin artmasi Kkupfer hiicrelerinin faaliyete
gecmesine yol acarak sitokin salgilamalarina yol agar. Interlokin-6 (IL-6) ve timdr
nekroz faktor-alfa gibi (TNF-a) gibi sitokinler ise hepatositleri ve hepatik yildizsi
hiicreleri (HYH) hiicre ¢ogalmasimna ydnlendirerek siroz gelisimine yol agar
(Elsharkawy ve Mann, 2007). Normalde endotel hiicre tabakasinin altinda Disse
bosluguna yerlesmis olan HYH’ler az sayida mitokondri tasiyan, yag depo eden
hiicrelerdir. HYH ve onlardan tiirevlenen miyofibroblastlar, ekstraselliiler matriks
proteinlerini sentezlemek ve salgilamakla gorevlidir (Hautekeete ve Geerts, 1997).
HYH’lerin siirekli ¢ogalmasi sonucu iyi organize olmus parankimal doku
cevresinde organize olmamis, fonksiyon iistlenmemis ve kollajen bakimindan
zengin ekstraselliiler matrikse sahip, fibrotik ve sirozlu doku gelisir (Friedman,
2010). HSK’I1 hastalarin % 80-90’1mnin sirozdan da muzdarip olmasi, sirozun HSK
gelisimde en 6nemli faktor oldugu gercegini ortaya koymaktadir. Bu biiylik nodiil
bulunduran sirozlu doku; genis yenilenme kapasitesine sahip, DNA sentezinin
artirilldigl, mutajenlerden birinin hiicre dongiisii kontroliinii etkileyerek diger bir
mutajen etkisine olan duyarliligin arttig1 hiicre tiplerinden olusur (Leong ve Leong,
2005).

1.3 Hepatoselliiler Karsinom’da Genetik ve Epigenetik Degisiklikler

Hepatoselliiler karsinom olusumu i¢in ¢ok sayida genetik ve epigenetik
degisiklikler bir arada bulunmalidir. Hepatik kanser hiicrelerinin sirozlu karaciger
hiicrelerine gore viral enfeksiyonlara daha direngli olmalarina, sitotoksik T
hiicreleri aracilifiyla gergeklestirilen apoptoza daha direngli olmalarina ve
invazyon ve metastaz yapma kabiliyetleri kazanmalarina neden olan genetik ve

epigenetik degisikliklerden bazilar1 Sekil 1.1°de dzetlenmeye ¢alisiimistir. Ilerde
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daha genis ele alinacagi gibi bu genetik degisikliklerden bazilari; kromozomlara
parca eklenmesi ve parca kaybi, baz1 genlerin nokta mutasyonuna ugramasi ve
bazilarinda da heterozigotlugun kaybidir. Epigenetik degisikliklerden bazilari ise
hipermetilasyon, hipometilasyon ve maternal allelde impritlenmenin kaybidir.

RB1 (retinablastoma 1), TP53 (tmdr protein 53) ve hepatosit niikleer faktor
al (HNFla) etkilesim aginda meydana gelen islev kaybi; WNT ve Hedgehog
yolagimmin yeniden faaliyete gegmesi; STAT (sinyal iletici ve transkripsiyon
etkinlestirici), MAPK (mitojenlerle etkinlesen protein kinaz) yolaklarinda ve
bliytime faktorleriyle reseptorlerinde meydana gelen onkojenik doniisiimler genetik
ve epigenetik degisikliklerin etkiledigi etkilesim aglar1 ve yolaklardan bazilaridir
(Shiraha ve ark., 2013).

Aflatoksin By, Asiri Alkol Tiiketimi, Hepatit Virlisleriyle Enfeksiyon ve
Hemokromatozis

KARACIGER

[ Oksidatif Stres, inflamasyon |

| Nekrotik Hiicre Olim ‘

Yildizsi Hiicrelerin Faaliyete Gegmesi

Hiicre Cogalmasi

Genetik ve Epigenetik Degisiklikler
Kromozomlara Parga Eklenmesi: 1q, 7q, 8q, Hipermetilasyon: RB1, CDKN2A, CDH1, SOCS1,
11q, 17q P53

Kromozomlarda Parga Kaybi: 1p, 4q, 6q, 8p, I Hipometilasyon: MYC l
13q, 17p ve 16. kromozomun her iki kolu

| impritlenmenin Kaybi: Maternal IGF-Il alleli ‘

Nokta Mutasyonlar Olan Genler: RB1,
CDKN2A, CTNNB1, AXIN1, CDH1, p53, KRAS

Heterozigotlugun Kaybi: RB1, SOCS1, IGF-IIR ‘

CTNNB1, KRAS, MYC proto-onk lerinin onk dénii i ve TP53, CDKN2A, AXIN1, RB1 tiimér baskilayici
genlerin islevini kaybetmesi

1 Hepatoselliiler Karsinom I

Sekil 1.1 Hepatoselliiler karsinom gelisiminin sematik sunumu
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RBI, hiicre dongiisiiniin G1’den S evresine gegisi i¢in gerekli proteinlerin
transkripsiyon faktorii olan E2F’ye baglanir boylece hiicre dongiisiiniin S-faziyla
ilgili olan genlerin anlatimimi engeller. 13. kromozomun uzun kolunda meydana
gelen parga kayb1 RB1 geninin yitirilmesine neden olur. {lging olan1 ise RB1 geninin
nadiren nokta mutasyonu icermesidir. Bu durum arastiricilar1 bu genin epigenetik
olarak susturuldugu diisiincesine yoneltmektedir (Lin ve ark., 1996). Pek ¢ok
HSK’da hiicre dongiisiiniin RB1 araciligiyla diizenlenmesine asagidaki genetik ve

epienetik degisikliklerle zarar verilir (Schulz, 2005).

1. RB1 geninde heterozigotlugun kaybi1 veya hipermetilasyon
2. CDKN2A geninde hipermetilasyon, mutasyon
3. CCND1 geninin 11q13°te amplifikasyonu sonucu Cyclin D1’in hiicrede

asir1 tretilmesidir.

Bir tiimor baskilayici protein olan TP53 DNA tamirini baslatmak, apoptozu
uyarmak ve anti-anjiyogenez faktorlerinin iiretimini baslatmak bakimindan
onemlidir (Bertheau ve ark., 2008). TP53 bakimindan genetik olarak hasarli dogan
bireyler Li-Fraumeni sendromu veya ¢esitli kanser tipleri ile kars1 karsiya kalirlar.
20 kb’lik TP53 geni 17p13.1°de bulunmaktadir. 2.2 kb’lik mRNA’s1 11 ekson
icerir. Yiizlerce gende transkripsiyonu baslatmakla gorevlidir. Bu genlerin pek
cogunda promotdr daha azinda ise enhansir bolgeye baglanarak is goriir (Basset-
Seguin ve ark., 1994). TP53 faaliyetiyle hiicre dongiisiiniin tutuklanmasi, p21¢'*
araciligiyla veya DNA tamirine dahil olan GADDA45 faaliyetiyle saglanir (Taylor
ve Stark, 2001). Bir apoptoz inhibitorii olan BCL2 faaliyetleri, TP53 araciligiyla
anlatimi artirilan ve mitokondriyal apoptoz yolaginda is goren proteinler (APAF1,
NOXA, PUMA) tarafindan engellenir (Kang ve Reynolds, 2009). ilging olani ise
HSK’da kemoterapi i¢in kullanilan iki ajanin HepG2’lerde p53 ailesi proteinler
araciligiyla hem proapoptotik hemde antiapoptotik genlerin anlatimini artirdiginin
gosterilmesidir (Seitz ve ark., 2010). p53 araciligiyla malignant kanser hiicrelerinin
apoptoza gitmesi terapi agisindan istenilen bir durumken yine p53 araciligiyla hiicre
dongiisiiniin  tutuklanmasinin ilag direncine yol agtig1 igin terapi agisindan

olumsuzluklar tasidig1 diistiniilmektedir (Hopker ve Reinhardt, 2013).
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MDM2/HDM2 proteinleri TP53’tin  N-u¢ domenine baglanarak
transkripsiyonel islevini sonlandirir ve onun ¢ekirdekten taginarak proteozomal
yikimina neden olur (Hollstein ve Hainaut, 2010). Yersiz veya asiri hiicre cogalmast
TP53’ii faaliyete gegiren bir olaydir. Ornegin onkojenik RAS’lar tarafindan
baslatilan bir hiicre ¢cogalmasinda E2F faaliyetinde artma s6z konusudur. E2F’ler
¢ogalma i¢in gerekli olan genlerin yaninda CDKN2A geninde de transkripsiyonu
baslatir. Hiicre yersiz ve asir1 olarak ¢cogalmaya bagladiginda bu gende alternatif
okuma cergevesi gelistirilerek MDM2/HDM2 proteininin inhibitorii olan p1427
sentezi gerceklesir. MDM2/HDM?2 daha 6nce belirtildigi gibi TP53 inhibitori
oldugundan hiicrelerin yersiz bir sekilde asir1 ¢ogalmasi, pl4®" sentezini
artirdigindan dolayli olarak TP53’lin hiicrede kalma siiresini artiran bir durum

meydana gelir (Hollstein ve Hainaut, 2010).

TP53’tin anlattimmi etkiledigi bir diger grup gen ise hiicrelerin
komsulugunda bulunan endoteliyal hiicrelerle iletisimi i¢in gerekli olan faktorleri
iiretmektir. Ornegin, TP53 hiicrelerde thrombospondin-1 (TSP1) iiretimini
baslatarak komsulugunda bulunan endoteliyal hiicrelerde biiyiimenin durmasiyla

sonuglanacak olan anjiogenezi durdurur (Ren ve ark., 2006).

HSK’da TP53 nokta mutasyonlar1 Avrupadan Amerikaya, Japonya ve
Tayvan da dahil olmak {izere DNA baglanma yiizeyinde yayginlasmistir. TP53’te
249. kodon mutasyonel bir sicak noktadir. AGG olan bu kodonun AGT’ye
dontismesi ile TP53’te Arjinin olmasi gereken aminoasit Serine doniisiir. Bu
mutasyon deneysel olarak aflatoksin Bi etkisiyle de gosterilmistir. Diinyada bu
mutasyonun yaygin oldugu yerlerde Aspergillus flavus ile kontamine edilen yiyecek
tilketimide yaygindir. Pirimidin dimerlerinin UVB etkisiyle ortaya ¢ikan hasar
tanisinda kullanilmasi gibi 249. kodonda meydana gelen G—T mutasyonu 6zel bir
karsinojenin (aflatoksin B1) etkisini ortaya koymaktadir (Gouas ve ark., 2009).
Yeni gelistirilen bilgisayar temelli ¢aligsmalar, R249S mutasyonu tasiyan TP53
geninin bu mutasyona ilave olarak H168R mutasyonu da kazandiginda, proteinde
DNA ile etkilesen domenin yabani tip TP53’e benzer sekilde esneklik kazandigini
gostermektedir (Rauf ve ark., 2010).



@ ANADOLU UNIVERSITESI

Karacigere 6zgii pek ¢ok genin anlatimi hepatosit niikleer faktorleri (HNF)
tarafindan diizenlenir. Karaciger adenoma olgularinin % 60’1inda, hepatosit HNF
genleri i¢in bir transkripsiyon faktorii olarak is géren TCF1’i kodlayan genin
biallelik mutasyonlara ugradigi gosterilmistir (Bluteau ve ark., 2002). Bu durum p-
fibrinojen, albiimin ve al-antitripsin proteinlerini kodlayan genlerde anlatimin
degismesine neden oldugundan hepatosit gelisimini engeller (Laurent-Puig ve
Zucman-Rossi, 2006). miR-124, IL6R, STAT3, miR-24 ve miR-629 ‘dan olusan
mikroRNA-inflamator geri besleme dongiisii araciligiyla HNF4a’ nin gegici olarak
baskilanmasi sonucu onkojenik doniisiim baslatilir. Dahasi, bu dongii bir kez
faaliyete gegtikten sonra HNF4’1i baskilamaya devam eder ve onkogenezi devam
ettirir. Hatta bu dongiiniin diizenleyicisi olan miR-26a anlatim diizeyinde adeno-
benzeri virlisleri kullanarak gerceklestirilen iyilestirmenin, karacigere 6zgii MYC
transgenik faresinde, karaciger tiimorogenezini herhangi bir sitotoksik etki
gostermeden baskiladig: belirtilmistir (Hatziapostolou ve ark., 2011).

HSK’da WNT/B-Catenin yolaginin siirekli sinyal {iretmesi s6z konusudur.
CTNNB1 geninde meydana gelen nokta mutasyonlar1t HSK’da sikca rastlanilan (%
13-43) genetik degisikliklerdendir (Laurent-Puig ve Zucman-Rossi, 2006). -
Cateninin mutasyona ugrayan kismu GSK-3p (glikojen sentaz kinaz) ile
taninmasindan sorumludur. Mutant B-Catenin, GSK-3f ile taninmadigindan
fosforillenemez, fosforillenemeyince de [B-TrCP ubiquitin ligaz kompleksi
tarafindan taninamaz. Bu sayede miktari artan [-Catenin, TCF/LEF ailesi
transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girerek bu transkripsiyon faktorlerinin C-
MYC ve CCND1 genlerinde anlatim baslatmasina neden olur (Akiyama, 2000). C-
MYC bir transkripsiyon faktorii olup sarmal-doniis-sarmal (helix-loop-helix)
motifine sahip DNA baglanma birimi igerir. C-MY C transkripsiyon faktorleri insan
genomunda bulunan genlerden % 15’inin anlatimini diizenlemekle sorumludur. Bu
genler arasinda apoptoz, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, metabolizma, ribozom
biyogenezi, protein sentezi ve mitokondriyal fonksiyonlarla ilgili genler
bulunmaktadir (Wilkins ve Sansom, 2008).

Ayrica APC/GSK-3B/B-Catenin kompleksi olusumuna yardimci olan
proteini iireten AXIN1 geninde meydana gelen mutasyonlar (bu durum, HSK
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olgularmin % 5’inde gerceklesir) veya daha yaygin olarak gergeklesen AXIN1
geninin yer aldig1 16p13°de heterozigotlugun kaybina neden olan parga kaybi
hiicrede B-Catenin miktarinda artmaya neden oldugu i¢in 6nemlidir. Pek c¢ok
HSK’da 16. kromozomun uzun kolunun kaybi1 sonrast CDH1 geni kaybedilir veya
E-Cadherinin daha az faaliyet gostermesiyle sonuglanacak olan CDH1 geni
promotoriinde hipermetilasyon ve gende mutasyon gozlemlenir. Bu proteinin hiicre
zarindan kaybi hiicrelerin komsu epiteliyal hiicrelere daha az yapismasina neden
oldugundan invazyon ve metastazi artirir. Dahast hiicre zarnin sitoplazmik
bolgesinde E-Cadherin, hiicre iskeleti yap1 bilesenleri olan a-Catenin ve B-Catenin
proteinlerine demirlemekle gorevlidir. HSK’de E-Cadherin kaybi hiicre i¢i -

Catenin diizeyinin artmasina katki saglar (Schulz, 2005).

Gelisim donemi ile ilgili yolaklardan biri olan Hedgehog’un da HSK
gelisimde rol oynadig1 ve yeniden faaliyete gegerek bir transkripsiyon faktorii olan
Gli proteinlerinin hiicre biiyiimesi ve apoptozdan kagisi ile ilgili genlerde anlatimi1

tetiklemesine neden oldugu bildirilmistir (Shiraha ve ark., 2013).

STAT yolaginin siirekli sinyal iletmesi HSK’nin % 50°sinde ortaktir. STAT
yolag1 IL6 sitokininin reseptdrlerde algilanmasiyla faaliyete gecer ve bir kere
tetiklendikten sonra sitokin yoklugunda bile saatlerce faaliyet kaybetmez. JAK lar
(Janus kinazlar) tarafindan hiicre zarinda fosforillenen STAT proteinleri ¢cekirdege
gider ve kanserli hiicrenin immun sistemden ve apoptozdan kagisina olanak
saglayan genlerin anlatiminda degisikliklere neden olur. SOCS1 (sitokin sinyal
baskilayan protein 1), JAK2’nin bir feed-back inhibitoriidiir. SOCS1’in olmadigi
durumlarda STAT yolag1 uzun siire sinyal iletir, apoptoza kars1 daha kuvvetli direng
olusumuna yol agar. Bu durumun nedeni ise SOCS1 gen promotdriinde
hipermetilasyon ve 16p13°te heterozigotlugun kaybidir (Subramaniam ve ark.,
2013).

Insan kanserleri igin kritik olan bir diger olay da hiicrede reseptdr tirozin
kinazlarin (RTK) faaliyetidir. RTK’lar biiyiime faktorlerine karsi hiicresel cevap
olusumunda rol alan biiyiime faktorii reseptorleridir. EGFR, ERK1/2, HER gibi
RTK’lar yap1 ve islev olarak benzeyen 6zellikler gosterir. Bir bilyiime faktoriiniin

RTK’larmn hiicre dis1t domenine baglanmasi sonucu RTK’larda reseptoér dimerleri
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yada heterodimerleri meydana gelir. Ardindan dimerlerde bulunan hiicre i¢i tirozin
kinaz domenleri faaliyete gecerek birbirlerine veya kendilerine fosfat gruplari ekler.
Tiimo6r hiicrelerinde asir1 RTK {iretimi dimer olusumunu kolaylastirdigi igin
biiylime faktorii yoklugunda bile dimer olusturarak siirekli faaliyet gosteren RTK
olusumuna neden olur. RTK’larin, faaliyetlerini diizenleyen bolgelerinde meydana
gelen nokta mutasyonlar1 da tiimorlii hiicrelerde siirekli RTK faaliyeti gelisimine
yol acgar (Ledda ve Paratcha, 2007). RTK’larin tirozin bakiyelerinden
fosforillenmesi  ozellikle fosfolipaz Cy (PLCy), fosfatidilinositol-3-kinazin
diizenleyici alt birimi (PI3K), GTPaz faaliyete gegirici protein (GAP) ve GRB2 gibi
adaptor proteinleriyle sinyalin hiicre i¢i ¢ogaltilmasina yol acgar. PLCy, zarda
bulunan fosfatidilinositol bifosfatin enzimatik olarak kesimini katalizleyerek
diagilgliserol ve inositoltrifosfat tiretir (Alberts ve ark., 2008). Bir adaptor protein
olarak reseptorlerde fosforillenmis tirozin bakiyesine baglanan GRB2 ise, C-ucuyla
hiicre zarina baglanmis ve translasyon sonrasi diizenlemeler gec¢irmis olan RAS
proteinlerine (HRAS, KRAS, NRAS) GTP yiiklemesi gerceklestirmesi i¢in SOS
proteinine baglanir. SOS’un faaliyeti sonucu GTP ile yiliklenen RAS hiicre i¢inde
mitojenlerle faaliyete gecen protein kinaz (MAPK) yolagini tetikler (Reinmuth ve
ark., 2006). Tlging olani ise RAS faaliyetini diizenlemekle sorumlu olan GAP’larin
ayni reseptor tirozin kinaz yolagiyla faaliyete gecerek RAS’larda bulunan GTP’yi
GDP’ye dontistiirmesidir (Pamonsinlapatham ve ark., 2009). Bu durum RAS’larin
faaliyete gegmesinin hemen ardindan faaliyetlerinin sonlandirilmasina olanak tanir.
Fakat 12, 13 veya 61 aminoasitlerinde nokta mutasyonu tasiyan bir RAS proteini,
GAP erisimine engel oldugundan onkojenik karakter kazanir (Edkins ve ark.,
2006).

Insan karaciger kanserlerinin yaklasik % 7°si KRAS onkogenini siirekli
faaliyete geciren mutasyonlar tasir. Bu oran karaciger kanseri i¢in HRAS ve NRAS
mutasyonlarindan yiiksek bir orandir (Karnoub ve Weinberg, 2008). Vinil
kloridden kaynaklanan 18 HSK olgusunun % 33’tinde KRAS’1n mutasyon tasgimasi
aragtiricilari vinil kloride maruz kalmanin KRAS mutasyonuna neden oldugu i¢in
HSK gelisimine yol agtig1 diisiincesine yoneltmektedir (Laurent-Puig ve Zucman-
Rossi, 2006). RAS’larin faaliyete gegmesi ile sitoplazmada bulunan ve bir

serin/triyonin kinaz olan RAF proteini diizenleyici domeninin RAF faaliyetini
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durdurucu etkisinden kurtulur. Ayrica diagilgliserollerin baglanarak faaliyete
gecirdigi protein kinaz C’ler (PKC) de RAF faaliyetini diizenlemekle sorumlu olan
protein bolgesinin fosforillenerek diizenlemenin ortadan kalkmasina, RAF’in
faaliyete ge¢cmesine neden olur. Bu yiizden diizenleyici bdlgesinde mutasyon
tastyan bir RAF proteini MAPK yolagininda siirekli faaliyete neden olarak
onkojenik transformasyona yol agar. RAF proteinleri MEK (MAPKK)
proteinlerini, MEK’ler ise ERK (MAPK) faaliyete gegirir (Liebmann, 2001). In
vitro caligmalara gére MAPK yolaginin biitylime faktorleri tarafindan uyarilmasinin
ardindan Go hiicrelerinde ilk once, erken cevap genleri (FOS, JUN, MYC)
anlatiminda degisiklikler meydana getirir (Lotfi ve ark., 2000). ERK’ler ise
cekirdek, hiicre zar1, mitokondri, endozom, hiicre iskeleti ve golgi cisimciginde
degisiklikler meydana getirerek kanser, diyabet ve gelisimsel hastaliklarin
olusumunda 6nemli rol oynar (Wortzel ve Seger, 2011). ERK’ler tarafindan
fosforillenen RSK faktorlerinin epiteliya hiicrelerinde invazif gen programi

olusturmaktan sorumlu oldugu gdsterilmistir (Doehn ve ark., 2009).

Biiytime faktorleri ve reseptorleri arasinda HSK i¢in ozellikle onemli
olanlar1 karacigerin normal biiylimesi ve yenilenmesini yonlendirenlerdir. Bunlar;
MET reseptorii lizerinde etkili olan hepatosit biiylime faktorii (HGF), EGFR
(ERBBI1) reseptorii lizerinde etkili olan transforme edici biiyiime faktorii f (TGF-
B) ve insiilin-benzeri biiyiime faktorii 2 (IGF-11) ve onun reseptoriidiir (IGF-1IR)

(Nalesnik ve Michalopoulos, 2012).

HGEF, timor stromasinda bulunan fibroblastlarca iiretilir. Fakat bir tirozin
kinaz olan MET reseptorii epiteliya kokenli kanser hiicrelerinde bulunarak hiicre
¢ogalmasinda is goriir (Huang ve ark., 2012). EGFR ve MET proteinlerini kodlayan
genler 7. kromozomda yerlesmistir. Bu kromozom diger karsinomlarda oldugu gibi
HSK’da de parca eklenmesine maruz kalmistir. Hepatoma hiicrelerinde MET

reseptoriiniin agir1 iiretimiyle HGF etkisi artirtlir (Tavian ve ark., 2000).

TGF-B’nin hepatositlerde hiicre cogalmasini diizenleyerek tlimor baskilama
islevine karsin kanser invazyonunu artirict etkisi bulunmaktadir. Fakat bu iki zit
islevin mekanizmasi heniiz bilinmemektedir. Bu durumu agiklamaya yonelik pek

cok goriis bildirilse de genel diislince kanser hiicrelerinin TGF-B’nin timor
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baskilayict etkisinden kaginip tomiir olusumunu baslatic1 etkisine karsi

hassasiyetlerini koruyabildikleri yoniindedir (Giannelli ve ark., 2011).

Insulin-benzeri biiyiime faktdrleri (IGF) ve onlarin reseptorleri hiicre
biiylimesi, farklilasmasi, apoptoz gibi 6nemli fizyolojik islemlerde gorev alirlar
(Xue ve ark., 2012). Hepatositlerin gogalmasinda ve faaliyet gostermesinde insiilin
ve insiilin-benzeri biiylime faktorleri gereklidir (Nalesnik ve Michalopoulos, 2012).
IGF-I ve IGF-II karaciger kanserinin de dahil oldugu pek c¢ok kanser tiirleri igin
kuvvetli mitojenlerdir. HSK’da IGF-II ¢esitli mekanizmalarla asir1 iiretilebilir. Bazi
durumlarda imprintlenmenin (epigenetik olarak maternal IGF-Il allelinin
imprintlenmesi gereklidir) kayb1 IGF-II’nin asir1 {iretimine sebep olabilir. Daha
karmasik mekanizmalarda IGF-Il geninde anlatim1 diizenlemekle sorumlu olan dort
promotoriin  kullanimi1  (up regililasyonu veya down regiilasyonu) devreye
girmektedir. IGF’lerin, reseptor tirozin kinaz olan IGF-IR reseptorlerine
baglanmasi hiicre canliliginin devamini saglamak i¢in MAPK ve PI3K yolagin
faaliyete gecirir. In vitro ¢alismalar IGF-IR nin anlatiminin baskilanmasi sonucu
hiicre transformasyonunun ortadan kalktigini gostermektedir. IGF-IIR bir reseptor
tirozin kinaz olmadigi i¢in IGF-II’nin IGF-IIR’ye baglanmas: hiicre i¢in bir yasam
sinyali veya ¢ogalma sinyali degildir. Bunun yerine IGF-II'nin lizozomal
degredasyona neden olur. IGF-IIR reseptorii IGF-1I"nin biiyiimeyi baslatic etkisini
siirlayan bir etki baslatir. Dolayisiyla IGF-IIR tiimor gelisimin baskilayan molekiil
olarak ¢alisir (Yu ve Rohan, 2000). IGF-IR ve IGF-IIR reseptoérlerinin hiicrede
anlatim diizeyi IGF-II"ye verilen hiicresel cevapta etkilidir. IGF-IIR geni HSK’da
yaygin olarak heterozigotluk kaybinin gozlemlendigi 6q27 bolgesinde yerlesmistir
(Kishnani ve ark., 2009). 10 farkli HSK hiicre hattinda asir1 miktarda IGF-IR
mRNA’s1 belirlendiginden IGF-IR’nin HSK i¢in 6nemi, net bir sekilde ortaya
koyulmustur (Wu ve Zhu, 2011).

1.4  Apoptoz

Programlanmis hiicre oliimii olarak bilinen apoptoz, c¢ok hiicreli
organizmalarda hiicre yapim/yikimini (turnover) dengeleyen mekanizmadir.
Apoptoz ayrica beyin gelisiminden immiin cevaba kadar organizmanin hiicre

seciminde rol oynayan temel mekanizmasidir. Apoptoz, tipki hiicre ¢cogalmasini
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saglamakla gorevli olan mitoz gibi 6nemli diizenlemelere sahiptir. Bazi proteinler
apoptozun uyarilmasi asamasinda is gormekteyken digerleri engellenmesi i¢in
faaliyet gostermektedir. Hiicrelerde apoptoz iki ana mekanizma ile uyarilir.
Bunlardan biri digsal yolak olarak bilinir ve kaspaz-8 ve oliim reseptorleri bu
yolakta is goriir. Digeri ise i¢sel yolak yada mitokondriyal yolak olarak bilinir ve
kaspaz-9 ve mitokondri is goriir. Her iki yolak da, zimojen prokaspaz olan kaspaz-
3’lin faaliyete gecmesini saglar. Kaspaz-3 faaliyeti ise hiicrelerde; DNA
fragmentasyonuna, hiicre iskeleti ve c¢ekirdegi proteinlerinin degredasyonuna,
apoptotik cisimlerin (bodies) olusumuna, fagositik hiicre reseptorlerinin
algilayabilecegi ligand iiretimine ve son olarak fagositik hiicrelerce fagositoza

neden olur (Martinez ve ark., 2010).

Antikanser ilaclar1 ve iyonize edici radyasyon tiimor hiicrelerini apoptoza
sevk etmek ic¢in igsel yolagi kullanir. Bu yolak mitokondriyal dis zarin
gecirgenliginin artmasi sonucu sitoplazmaya sitokrom c¢ gibi pro-apoptotik faktor
salmimini igerir. Sitokrom ¢ sitoplazmada APAF-1 (apoptotik proteaz faaliyete
geciren faktor-1), ATP, prokaspaz-9 ile birlikte apoptozomu olustururak kaspaz-
9’u faaliyete gecirir. Kaspaz-9 ise kaspaz-3,-6,-7 silsilesini tetikleyerek DNA’ya
hasar verir bu sayede onun ¢ogalma kapasitesini ortadan kaldirir (Yang ve ark.,

2012).
15 Hiicre Hatlar

HepG2 hiicreleri pek ¢ok biyokimyasal Ozellikleri bakimmdan iyi
karakterize edilmislerdir. Cogu plazma proteinlerini {iretebilen, normal
hepatositlere benzeyen biyokimyasal karaktere sahip, hiicre yiizeyi reseptorlerini
muhafaza eden, IL-6 gibi sitokinlere cevap olusturabilen, VLDL ve HDL gibi
lipoproteinleri sentezleyebilen ve salgilayabilen ve serumsuz kiiltiir ortaminda
karacigere 0zgii serum proteinlerini salgilayabilen hiicrelerdir. Ayrica sitokrom
P450’ye bagimli monooksijenaz enzimini iirettigi de gosterildiginden HepG2’lerin
detoksifikasyon islemi i¢in gerekli olan biyotransformasyonlar1 katalizleyebilme
ozellikleri de vardir. HepG2’lerin sitokrom P450 faaliyeti sonucu dioksin ve

dibenzofurana verildikleri metabolik cevapla primer insan karaciger hiicrelerinin
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cevab1 aynidir. Bu yiizden HepG2’ler toksikoloji testleri i¢in énemli bir model

teskil etmektedir (Dehn ve ark., 2004).

Sican embriyonal fibroblast hiicre hatti olan F2408’ler ¢ok sayida

sitotoksisite ¢alismalarinda kontrol hiicre hatti olarak kullanilmisgtir (Incesu ve ark.,
2004; Unlu ve ark., 2010).

1.6 Benzofuran Tiirevleri ve Vulpinik Asit

Furan halkasinin monobenzen tirevleri 2,3-benzofuran ve 3/4-
benzofurandir. Benzofuran tiirevleri dogal bilesiklerde siklikla bulundugu igin
onemli diizeyde ilgi toplamis bilesiklerdendir (Cho ve ark., 2008). Aril benzofuran
igeren kimyasallar giiniimilizde ila¢ onciil maddeleri olarak sentezlenmekte olup
birgogunun tibbi agidan ¢esitli biyolojik islevlere sahip oldugu gosterilmistir.
Ornegin; 2-fenilbenzo[b]furanlarin protein fosfataz 1B inhibitorii (Malamas ve ark.,
2000), 1-[(benzofuran-2-il)(fenilmetil) piridin tiirevlerinin ise aromataz inhibitori
(Saberi ve ark., 2006), yine benzofuranlarin farneziltransferaz inhibitorii (Asoh ve
ark., 2009) ve 6nemli bir grubunun ise antibakteriyal (Jiang ve ark., 2011) etkiye
sahip oldugu rapor edilmistir. Ayrica aril (3-metil-benzofuran-2-il) keton (Benkli
ve ark., 2003) ve aril [3-(imidazol-1-il/triazol-1-il metil) benzofuran-2-il] ketoksim
tirevleriyle yapilan ¢alismalarda (Gundogdu-Karaburun ve ark., 2006) antifungal

etkiler tespit edilmistir.

Benzofuranlarin antikanser 6zellikleri hakkinda giiniimiizde ¢ok az ¢alisma
bulunmaktadir. Benzo[b]furan halkas1 iceren bazi bilesiklerin antitiimor etkiye
sahip oldugu ileri siiriilmiistiir (Erber ve ark., 1991; Lee ve ark., 1998). (2)-2-((4-
benzil-piperazin-1-il)metilen)benzofuran-3(2H) ve (2)-2-((4-(bis(4-
florometil)metil)piperazin-1-il)metilen)benzofuran-3(2H) maddelerinin  Hep-2
hiicrelerinde 4-13 uM IC50 degeriyle onemli sitotoksik etkiye sahip oldugu
bulunmustur (Huang ve ark., 2007). Diger bir benzofuran iceren bilesigin (1-
[benzofuran-2-il-(4-alkil/aril-fenil)-metil]-1H-triazol)’tin MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde CYP26A1 enzim faaliyetini baskiladig1 rapor edilmistir (Pautus ve
ark., 2006).

16



@ ANADOLU UNIVERSITESI

Likenler, fungus ve algler arasinda kurulan simbiyotik yasam birligidir.
Likenler taslar iizerinde, kaya parcalarinda, aga¢ govdelerinde gelisebilir. Liken
bilesikleri primer metabolitler ve sekonder metabolitler olarak ikiye ayrilir. Primer
metabolitleri proteinler, yaglar, karbonhidratlar, vitaminler ve karotenoidlerdir
(Muller, 2001). Liken sekonder metabolitlerinin miktari tallusun kuru agirligimin %
0,1-10’u arasinda degismektedir (Galun, 1988). Likenlerin biyolojik olarak 6nemli
oldugu disiiniilen sekonder metabolitleri iirettigi uzun zamandir bilinmesine
ragmen bu metabolitlerin tamaminin biyolojik islevleri heniiz karakterize
edilmemistir. Kiiltiire alinmalarinin ¢ok zor olmasi, dogadan toplanmalarinin ticari
boyutlardaki ihtiyac1 karsilayamayacak kadar az olmasi bu durumun

nedenlerindendir (Burlando ve ark., 2009).

Liken sekonder metabolitleri, hiflerin digina sert kristaller olarak salinan
liken asitleridir. Bu sekonder metabolitlerden usnik asitin antitiimor; atranorin,
giroforik asit, lekanorik asit, fisodik asit, protosetrarik asit, stiktik asit ve usnik
asitin antimikrobiyal, salazinik asit, stiktik asit ve usnik asitin antioksidant etkisinin
oldugu belirtilmistir (Molnar ve Farkas, 2010). Literatiirde wvulpinik asitin
antimikrobiyal etkisinin incelendigi sonugta farkli mikroorganizmalar i¢in 3,8-31,5
pg/ml arasinda degisen MIK degerlerinin tespit edildigi calsmada bulunmaktadir
(Nadir ve ark., 1992). Ayrica vulpinik asitin bitki patojeni olan fungus biiylimesini
total liken ekstraktlarindan daha fazla etkiledigi gosterilmistir (Kowalski ve ark.,
2011). MM98 malignant mezotelyoma, A431 karsinom ve HaCaT hiicreleriyle
gergeklestirilen calismada nétral red alim testi sonucu sirasiyla 503, 76 ve 160 uM
derisimlerdeki vulpinik asitin 24 saatlik muamelesinin ICso degeri oldugu

belirtilmistir (Burlando ve ark., 2009).
1.7  Tezin Amaci

Bu c¢alismanm amaci, Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesinde ilag
onciil maddesi olarak yeni sentezlenen tig farkli aril (3-metil-benzofuran-2-il) keton
tiirevinin (Sekil 2.1) ve Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Béliimiinde
kromotografik yontemlerle saflagtirilan vulpinik asitin (Sekil 2.2) insan karaciger
kanser (hepatokarsinoma) hiicreleri olan HepG2’ler ile rat embriyonal fibroblast

hiicre hatti olan F2408 iizerine olasi sitotoksik ve apoptotik etkisini in vitro
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kosullarda arastirmaktir. Ayrica benzofuran tiirevlerinin Bacillus subtilis (NRS
744), Pseudomonas aeroginosa (LMG 6395), Staphylococcus aureus (NRRL B-
767), Salmonella typhimurium (NRRL B-4420), Escherichia coli (ATCC 25922),
Saccharomyces cerevisiae (NRRL Y-12632), Candida utilis (NRRL Y-900)

mikroorganizmalari lizerine biiyiimeyi inhibe edici etkisini arastirmaktir.
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2.1

MATERYAL ve METOT

Materyal

2.1.1 Hiicre kiiltiirii i¢in kullamilan materyaller
2111 Hiicre kiiltiirii materyalleri

FBS fotal sigir serumu (Sigma)

DMEM, L-glutamin ve yiiksek glukoz i¢eren (Sigma)
Sodyum bikarbonat (Applichem)
Penisilin-Streptomisin (100x) (PAA)

Hidroklorik asit (Sigma)

2.1.1.2 Hiicre hatlan

Calismada insan hepatoselliiler karsinom hiicreleri olan HepG2’ler [HepG2]

(ATCC® 77400™) ve “Japanese Collection of Research Bioresources Cell Bank”

JRCB’den temin edilen normal rat embriyonal fibroblastlar (F2408) kullanildu.

2.1.1.3 PBS ve PBS/EDTA icin kullamlan kimyasallar

PBS tablet (Amresco)
KCI (Sigma)

NaCl (Sigma)
KH2PO4 (Sigma)
Na2HPO4 (Sigma)
EDTA (Sigma)

2114 Hiicre kryoprezervasyonu i¢in kullanilan materyaller

Kryotiip (Greinger)
Hiicre dondurma kab1 (Mr. Frosty)
Izopropil alkol (Sigma)

2.1.15 Hiicre biiyiitmek, saymak i¢in kullamilan materyaller
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Hiicre kiiltiirii flasklar1 25 ve 75 cm?’lik (Cell star)

Plakalar 6, 12, 24 ve 96 kuyulu (Cell star)

Petri kaplar1 8,5 cm?’lik (Orange scientific)

Hiicre sayim cihazinda kullanilan tek kullanimlik sayim lamlar (Cedex)
Thoma lam1 (Marienfeld)

2.1.1.6 Sivi aktarmak, saklamak i¢in kullamilan materyaller

Otomatik pipet uclart 10, 100 ve 1000 ul’lik
Cam pipetler 1, 5 ve 10 ml’lik

Duran siseler 50, 100 ve 500 ml’lik
Santrifiij tiipleri 15 ve 50 mI’lik

Mikrofiyj tiipleri 1,5 ve 2 mI’lik

Plastik pastor pipetleri

Cam pipet kutulari

Pastor pipeti kutulari
2.1.1.7 Sterilizasyon icin kullamilan materyaller

Filtreler, 0,22 um por ¢apli (Whatman)
Zefiran (Zefirolum)

Parafilm (Parafilm M)

Eldiven (Aloe mate)

Seffaf bant (Scotch)

21138 Sitotoktisite belirlemek icin kullanilan kimyasallar

Notral red (Sigma)

MTT (Sigma)

Tripan mavisi (Thermo)
Glasiyal asetik asit (Sigma)
Etanol (Sigma)
Dimetilsiilfoksit (Applichem)
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2.1.1.9 Pozitif kontrol olarak kullamlan kimyasallar

Siklopamin (Santa cruz)

Sisplatin (cis-diammineplatinum(l1) dichloride) (Sigma)
2.1.1.10 Test maddesi olarak kullanilan kimyasallar

Bu ¢aligsmada kullanilan benzofuran tiirevleri Prof. Dr. Kadriye Benkli’den
(Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi) vulpinik asit ise Do¢ Dr. Turgay
Tay’dan (Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Béliimii) cémert bir armagan

olarak temin edilmistir.

2.1.1.11 Akridin oranj / etidyum bromid ikili boyama icin

kullanilan kimyasallar

Akridine orange (Sigma)
Etidyum bromit (Sigma)

21.1.12 Gen anlatimimin analizi i¢in kullamilan materyaller

B-Merkaptoetanol (Sigma)
DEPC (Sigma)

NaOH (Sigma)

EDTA (Applichem)
Sodyum asetat (Sigma)
MOPS (Applichem)
Agaroz (Sigma)

Gliserol (Sigma)
Bromfenol Blue (Sigma)
Ksilen cyanol (Sigma)
Etidyum Bromid (Sigma)
Formamit (Merck)
Formaldehit (Merck)
Elektroforez sistemi
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2.1.2 Mikroorganizma kiiltiirii icin kullanilan materyaller
2211 Mikrobiyal Suslar

Bu calismada kullanilan mikrobiyal suslar Bacillus subtilis (NRS 744),
Pseudomonas aeroginosa (LMG 6395), Staphylococcus aureus (NRRL B-767),
Salmonella typhimurium (NRRL B-4420), Escherichia coli (ATCC 25922),
Saccharomyces cerevisiae (NRRL Y-12632), Candida utilis (NRRL Y-900)’dur.
Bu suslar, Dog. Dr. Mustafa YAMAC tan (Eskisehir Osmangazi Universitesi)

comert bir armagan olarak temin edilmistir.
2212 Kullanilan besiyerleri

Mueller-Hinton Broth (Fluka)
Sabouraud Dextroz Agar (Difco)

2.2.1.3 Broth Mikrodiliisyon i¢in kullanilan kimyasallar

2,3,5-Triphenyltetrazolium Kklorit (TTC) tuzu (Sigma)

Kloramfenikol (Santa cruz)
2.1.3 Kullamilan Cihazlar

Santrifiij (Heraeus)

Hiicre sayic1 (Cedex XS)

Elisa Reader (Biotech ELx 808 Ultramicroplate reader)
Otoklav (Sanyo MLS 3780)

Ters-faz mikoskop (Olympus 1X70)

Floresan atagmana sahip 11k mikroskobu (Olympus 1X70)
Etiiv (Niive EN 500)

+4 °C buzdolab1 (Liebherr LKUexv1610 index21/001)
-20 °C buzdolab1 (Sanyo MPR 414F)

pH metre (Inolab wtw)

Steril kabin (Thermo KS12)

CO2 Inkiibatorii (Heracell 150)

Sterilizator (Niive FN 120)
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S1vi azot tanki (Thermo 8038)

Tart1 (OHAUS AP250D)

Ultrasoniksonikator (SONOREX DK 1028P)
Distile su cihazi (NUVE)

Real-Time QPCR Sistem (Stratagene, Mx3005P)

2.1.4 Kullanilan Ticari Kitler

RNeasy Mini Kit (Qiagen)

RNase-Free DNase Set (Qiagen)

QIAshredder (Qiagen)

RT? First Strand Kit (SABiosciences)

RT2 SYBR Green qPCR Master Mix (SABiosciences)

RT? Profiler Human Apoptosis PCR Array (PAHS-012) (SABiosciences)

2.1.5 Cahsma Cozeltileri

1. NaHCOs (% 9.2°lik): 9,2 g NaHCOs, 100 ml su ile ¢oziildikten
sonra filtre ile steril edildi. 4 °C’de sakland.

2. Hiicre medyumu: 6,68 gr DMEM 425 ml steril saf su ile ¢oziildiikten
sonra filtre ile steril edildi. Ardindan % 9,2 lik NaHCO3’ten 20 ml, FBS’den 50 ml,
10000 iinite/ml Penisilin/Streptomisin’den 5 ml ilave edildi. 4 °C’de saklandi.

3. PBS: 0,2 g KCI, 8 g NaCl, 0,2 g KH2POs4, 1,14 g NaHPO4 bir miktar
steril distile su ile ¢o6ziildii. pH 7.4’e ayarlandi. Son hacim steril distile su ile 1000
ml’ye tamamlandiktan sonra otoklavlandi. Oda sicakliginda saklandi.

4. PBS/EDTA: 0,2 g KCI, 8 g NaCl, 0,2 g KH2PO4, 1,14 g NaHPO4,
0,378 g EDTA bir miktar steril distile su ile ¢oziildii. pH 7.4’e ayarlandi. Son hacim
steril distile su ile 1000 ml’ye tamamlandiktan sonra otoklavlandi. Oda sicakliginda
saklandi.

5. D-PBS: 0,2 g KCI, 8 g NaCl, 0,2 g KH2PO4, 2,2 g NaHPO4 bir miktar
steril distile su ile ¢oziildii. pH 7.4’e ayarlandi. Son hacim steril distile su ile 1000
ml’ye tamamlandiktan sonra otoklavlandi. Oda sicakliginda saklandi.

6. Tripsin/EDTA (5xX): % 0,5’lik ana tripsin ¢ozeltisi (10x),
PBS/EDTA ile esit hacimde karistirildi. 4 °C’de saklandi.
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7. HCI (IN): 8,4 ml % 37’lik HCI, steril distile su ile 100 ml’ye
tamamlandi ve filtre ile steril edildikten sonra 4 °C’de saklandi.

8. MTT Calisma Cozeltisi (5 g/l): 0,25 g MTT, 50 ml PBS ile
coziildiikten sonra filtre ile steril edildi. Ardindan mikrofiij tiiplerine bdoliindii.
Calisma zamanina kadar 151k almayacak sekilde -20 °C’de saklandi.

9. Notral Kirmizis1 Calisma Cozeltisi (3,3 g/l): 0,33 gr Notral kirmizisi
100 ml steril distile su ile ¢oziildiikten sonra filtre ile steril edildi. Ardindan
mikrofiij tiiplerine boliindii. Calisma zamanina kadar 1sik almayacak sekilde 4
°C’de en fazla 3 ay saklandi.

10.  Desorb ¢ozeltisi: Glasiyal asetik asit: Etanol: Distile su (1:50:49)
hacim oranlarinda karistirildi. Taze olarak hazirlanarak kullanildi.

11.  Mueller-Hinton Broth: Ticari besiyeri 38 g/ olacak sekilde saf suda
¢oziindiikten sonra 121 °C°de otoklav edilerek bakteri kiiltiirlerinde antimikrobiyal
etki belirleme i¢in kullanildi.

12.  Sabouraud Dekstroz Agar: Ticari besiyeri 65 g/l olacak sekilde saf
suda ¢oziindilkten sonra 121 °C’de otoklav edilerek maya Kkiiltiirlerinde
antimikrobiyal aktivite belirleme c¢aligmalari i¢in kullanildi.

13. BaSOs 0,5 Mc Farland ¢6zeltisi: 0,048 M BaClz2’den 0,5 ml ve 0,18
M H2SOs’ten 99,5 ml karnistirildi ve 625 nm’de 0,08-0,13 absorbans verip
vermedigi kontrol edildi. Taze hazirlanarak kullanildi.

14.  2,3,5-Trifeniltetrazolyum  klorit (10 g/l): 1 g 23,5-
Trifeniltetrazolyum klorit tuzu 100 ml suda ¢oziildii. Taze hazirlanarak kullanildi.

15.  Akridin oranj (100 g/l): 100 mg akridin oranj 1 ml distile su ile
¢oziildii filtre ile steril edilerek 4 °C’de saklandi.

16.  Etidyum bromit (100 g/I): 100 mg etidyum bromit 1 ml distile su ile
¢oziildii filtre ile steril edilerek 4 °C’de saklandi.

17. NaOH (2 N): 8 gr NaOH 100 ml DEPC ile muamele edilmis suda
¢Oziilerek hazirlandi.

18. EDTA (0,5 M):7,3 gr EDTA 6nce 30 ml DEPC ile muamele edilmis
su ile ¢oziildii. Ardindan pH DEPC’li su ile hazirlanan NaOH ile 8,00’e ayarlandi.
Son hacim DEPC’li su ile 50 ml’ye tamamland.
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19.  Sodyum asetat (0,05 M): 0,41 g sodyum asetatin 100 ml DEPC ile
muamele edilmis suda ¢6ziilmesiyle hazirlandi.

20.  Formaldehit jel yiiriitme tamponu (FJRB 5x): 2 gr MOPS 80 ml
sodyum asetatta ¢oziildii sonra 1 ml EDTA eklendi. NaOH ile pH 7,00’a ayarlandi.
Son hacim DEPC ile muamele edilmis su ile 100 ml’ye tamamlandi. Alimunyum
folyo ile kapl bir siseye filtrelendi. Oda sicakliginda 1s1iktan koruyarak saklandi.

21.  Agaroz jel (% 1,4’lik): Agaroz 0,3 gr agaroz 19 ml DEPC’li suya
ilave edildi. Mikrodalga firinda ara ara calkalayarak isitilarak c¢ozildi. El
dokunabilecegi kadar soguduktan sonra 6 ml formaldehit jel yiiriitme tamponu
eklendi. Ardindan %37’lik formaldehitten 5,5 ml eklendi. Plastik takozlarla
kapatilmis elektroforez tablasina dokiilerek donmasi igin beklendi.

22. Jel yiikleme tamponu: Son hacimde %50 gliserol, 0,5 MM EDTA, %
0.25 bromofenol mavisi, % 0,25 ksilen siyanol olacak sekilde hazirlandi.

23. Etidyum bromid (1 mg/ml): 0,001 gr etidyum bromid 1000 ul DEPC
ile muamele edilmis suda ¢oziildii.

24. RNA 0Orneklerinin hazirlanmasi:

5x FJRB 2ul
%37’lik formaldehit 3,5ul
Eth. Bromid 1 ul
Formamid 10 pl
Jel yiikleme tamponu 1,5 ul

RNA (3-5 pg olacak sekilde)
RNazsiz su (son hacim 24 pl’ye tamamlanir)

Ornekler hazirlanirken etidyum bromid ve jel yiikleme tamponu hari¢ diger
bilesenler PCR tiipiinde birlestirildi. 60 °C’lik su banyosunda 15 dk. inkiibe edildi.
10 saniye santrifiijlendi. Buz tizerinde 1-2 dk bekletildikten sonra etidyum bromid

ve jel yiikleme tamponu eklendi.
2.1.6 Test Maddelerinin Hazirlanisi

Yap1 formiilleri ve molekiil agirliklart Sekil 2.1°de belirtilen benzofuran
tirevleri (H1, H2, H3) steril distile suda ¢ozildi, filtreyle siiziilerek ana stok
¢ozeltileri hazirlandi. Ana stoklar 151k gérmeyecek sekilde 4 °C’de saklandi.
Benzofuran derisimleri (0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100, 1000, 10.000 uM) ana stogun
hiicre medyumu iginde uygun oranda seri seyreltilmeleriyle elde edildi.
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Sekil 2.1 Aril (3-metil-benzofuran-2-il) keton tiirevlerinin ana formiilii ve molekiil

agirliklar

Yap1 formiilii Sekil 2.2°de belirtilen vulpinik asit DMSO’da ¢oziildi,
filtreyle siiziilerek ana stok ¢ozeltisi hazirlandi. Ana stok 151k gérmeyecek sekilde
4 °C’de sakland1. Vulpinik asit derisimleri (50, 100, 150, 200, 300 uM) ana stogun

hiicre medyumu i¢inde uygun oranda seri seyreltilmeleriyle elde edildi.

M.A=322,31 g/mol

Sekil 2.2 Vulpinik asitin yap1 formiilii ve molekiil agirlig

HepG2’lere uygulanacak sisplatin derigimi literatiir arastirmasindan sonra
100 uM olarak belirlendi (Chen ve ark., 2011). F2408’lere uygulanacak sisplatin
derisimi ise daha Once literatiirde herhangi bir calismaya rastlanmadigindan
deneysel olarak 10 uM belirlendi. Sisplatin stok ¢6zeltisi, 100 mM olacak sekilde
DMSO’da ¢oziilerek hazirlandi. Isik gormeyecek sekilde 4 °C’de en fazla 1 ay
sakland1. Stok ¢ozeltinin steril saf suyla 10 kat seyreltilmesi sonucu olusturulan ara
stok ¢Ozelti taze olarak her deney Oncesi hazirlandi ve filtre ile steril edildi.
Hiicrelere muamele edilen 10 ve 100 uM’lik sisplatin ise ara stok ¢ozeltinin 1000

ve 100 kat seyreltilmesiyle elde edildi.

Her iki hiicre hattina uygulanacak siklopamin konsantrasyonu 9,7 uM
deneysel olarak belirlendi. Bunun i¢in siklopamin stok ¢6zeltisi, 9,7 mM olacak
sekilde DMSO’da ¢oziilerek hazirlandi. Isik gormeyecek sekilde -20 °C’de

sakland1. Stok ¢ozeltinin steril saf suyla 10 kat seyreltilmesi sonucu olusturulan ara
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stok ¢Ozelti taze olarak her deney Oncesi hazirlandi ve filtre ile steril edlildi.
Hiicrelere muamele edilen 9,7 uM’lik siklopamin ise ara stok ¢6zeltinin 100 kat

seyreltilmesiyle elde edildi.
2.1.7 Hiicre Kiiltiirii

HepG2 ve F2408 hiicreleri % 10 f6tal sigir serumu (FBS), 100 iinite/ml
penisilin-streptomisin ve % 1 glutamin igeren Dulbecco’s Modified Eagle’s
medyumu (DMEM) kullanilarak, % 5 CO2 ve % 95 hava bulunduran 37°C’deki
CO2 inkiibatoriinde biiyiitiildii. Hiicreler tripsin-EDTA ¢ozeltisiyle muamele

edilerek pasajlandi.
2.2  Metot
2.2.1 Hiicre Canhhg ve Sitotoksisite Testleri

Sitotoksisite testleri herhangi bir kimyasalin hiicre morfolojisine,
biliylimesine, zar biitiinliigline, metabolizmasina ve bazi organellerinin yap1
bakimindan biitiinliiklerine olan etkisini ortaya koymayi amaglar. In vitro
sitotoksisite testlerinin 6nemli bir avantaji, hayvan kesimine ihtiya¢ duymadan
ilgilenilen kimyasalin ¢alisilan hiicre hatti iizerindeki etkisini net olarak ortaya
koymasidir. Ayrica kimyasal derisimi ve muamele siiresi bakimindan in vivo
sonuclardan daha giivenilir sonuglar iiretir. Ozellikle hiicre biiyiimesinin hizli
oldugu, siirekli boliinen hiicre hatlar1 i¢in hiicre biiylimesinin engellemesi, bir
kimyasalin etkisine karsi hassas bir sekilde olgiilebilen hiicre cevabidir. Dahasi
metabolizmay1 Olcen testlerle pekistirilen canlilik testleri kimyasalin etki
mekanizmasiyla ilgili olduk¢a ikna edici veriler olusturmaktadir. Pek ¢ok toksik
ajan oOncelikli olarak hiicre ici degisiklilere yol acarak hiicreyi 6liime gotiirlirken
hiicre zar1 gecirgenliginde herhangi bir degisiklige yol agmamaktadir. Bu ylizden
hiicre canliliginin in vitro kosullarda belirlenmeye ¢alisildigi ¢alismalarda birden
fazla test kullanilarak sonuglarin giivenilirligi artirilmahidir (Fotakis ve Timbrell,
2006). Sitotoksisite test sonuglarinin birbirleriyle kiyaslanmasi igin test

protokoliiniin oturmus olmasi, iyi karakterize edilmis hiicreler kullanilmasi
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gereklidir. Standardize edilmis bir sitotoksisite test protokoliinden elde edilen

veriler istatistiki bakimdan oldukga giivenilirdir (Barile, 1994).

2221 Tripan Mavisi Boyama ile Biiyiime Egrisi ve Sitotoksisite

Belirlenmesi

Ucuz ve kolay bir yontem olan tripan mavisi testi ile hizli bir sekilde canl
hiicre sayis1 belirlenir. Canli hiicreler tripan mavisini hiicre disinda tutarak berrak,
boyanmamis bir goriintii ortaya koyarken olii hiicreler zar biitlinliiklerini
kaybettikleri i¢in tripan mavisiyle koyu mavi renkte boyanir (Celis, 2006).
Giiniimiiz teknolojisinde Cedex (Roche Innovatis, Almanya) gibi otomatik
sistemler araciligiyla hiicre canlii@ hizli ve giivenilir olarak analiz

edilebilmektedir.

Hiicrelerin 24,48 ve 72 saatte bilyiime egrisini belirlemek i¢in 8,5 cm?’lik
petrilerde HepG2’ler 300.000 hiicre/3 ml ve F2408’ler 120.000 hiicre/3 ml olacak
sekilde ekildi. Her 24 saatte Tripsin/EDTA ile hiicreler kaldirilip 10 ul’si 10 pl
tripan mavisiyle boyand1 ve hemen 6zel sayim lamina aktarilarak hiicre sayici
cihazinda Cedex (Roche Innovatis, Almanya) sayim gergeklestirildi. Elde edilen
veriler IBM SPSS Statistics 20 programinda temel betimsel istatistik bakimindan

degerlendirildi.

300 uM’lik Vulpinik asitin 24,48 ve 72 saatte her iki hiicreye olan sitotoksik
etkisini belirlemek icin 8,5 cm?’lik petrilerde HepG2’ler 300.000 hiicre/3 ml ve
F2408’ler 120.000 hiicre/3 ml olacak sekilde ekildi. 24 saat sonra test grubu
hiicrelerine 300 uM Vulpinik asit igeren hiicre medyumu uygulandi. Kontrol grubu
hiicrelerine ise %0,1’lik DMSO igeren hiicre medyumu uygulandi. Hiicreler her 24
saatte sayildi. Elde edilen veriler IBM SPSS Statistics 20 programinda istatistik

analizi ile degerlendirildi.
2222 MTT ile Sitotoksisite Belirlenmesi

Tetrazolyum tuzunun metabolik olarak indirgenmesine dayali bir yontem
olan MTT testi hiicre canliligini degerlendirmek amaciyla yapilir. Mitokondriyal

zarin i¢ ylzeyinde bulunan siiksinat dehidrogenaz enzimi aktivitesiyle sar1 renkli
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(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) tuzu suda ¢éziinmeyen
mavi renkli formazan Kkristallerine doniislir. Daha sonra formazan kristallerinin
DMSO gibi organik ¢oziiciilerde c¢oziinmesi sonucu spekrofotometre ile
kolorimetrik olarak olgiiliir. Bu ylizden MTT testi herhangi bir kimyasalin hiicre
canliligma olan etkisinin mitokondriyal etkinlik araciligiyla olgtldigi

arastirmalarda siklikla kullanilan bir testtir (Mosmann, 1983).

MTT yo6nteminde, 96-kuyulu plakalarin her bir kuyucuguna HepG2’ler igin
10° hiicre/100p1, F2408’ler icin ise 4x10* hiicre/100ul olacak sekilde ekim yapildi.
24 saat inkiibasyondan sonra hiicreler aril benzofuran tiirevlerinin 0,001-10000 pM
arasindaki bir seri derisimlerle 24, 48 ve 72 saat muamele edildi. inkiibasyon siiresi
sonunda her bir kuyucuga 25 pul MTT c¢alisma ¢ozeltisi eklenerek 37°C’de 2 saat
inkiibasyona tabi tutuldular. Siire sonunda, plakalardaki sivilar uzaklastirildiktan
sonra her bir kuyucuga 100 ul DMSO eklenip olusan renk degisimi bir mikroplaka
okuyucu cihazinda (ELx808) 570 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Bu islemler, en az her
deneyde 8 kuyucuk olmak iizere 3 kez tekrarlandi. Sisplatin, Siklopamin, H1, H2,
H3 ve Vulpinik asitin hiicrelere muamelesi sonucu elde edilen veriler IBM SPSS
Statistics 20 programinda istatistik analizi ile degerlendirilerek vulpinik asit i¢in

IC50 degeri lineer interpolasyonla hesaplandi (Andreotti ve ark., 1995).
2.2.2.3 Notral Kirmizis1i Alimu ile Sitotoksisite Belirlenmesi

Diisiik katyonik bir boya olan nétral kirmizisi (NR) canli hiicrelerin
lizozomlarinda birikir. Toksik kimyasallar, hiicre zar1 gegirgenligini artirdig1 icin
hiicrelere NR aliminda spektrofotometrik olarak oOlcililebilen azalmaya neden
olurlar. Buna gore, test edilen kimyasalin derisimine bagli olarak hiicrelerde
meydana gelen NR alimindaki azalma, kimyasal sitotoksisitesinin bir dl¢iisii olarak
ifade edilir. Bu ylizden NR alimi hem hiicre biitlinliigiinii hem de hiicre
¢ogalmasinin engellenmesini 6lgen duyarli bir belirteg¢ gorevi goriir (Borenfreund
ve Puerner, 1985). Pek ¢ok toksik ajan oncelikli olarak hiicre i¢i degisiklilere yol
acarak hiicreyi Oliime gotiiriirken hiicre zar1 gegirgenliginde herhangi bir
degisiklige yol agmamaktadir. Bu yiizden hiicre canliliginin in vitro kosullarda
belirlenmeye calisildigi calismalarda birden fazla test kullanilarak sonuglarin

giivenilirligi artirilmalidir (Fotakis ve Timbrell, 2006).
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Notral kirmizist (NK) alimi yontemi (NICEATM, 2003) tarafindan
gelistirilen yonteme gore yapildi. 96-kuyulu plakalara yukaridaki belirtildigi gibi
ekimleri yapildiktan sonra 24 saat inkiibasyona birakildi. Sonra aril (3-metil-
benzofuran-2-il) keton tiirevlerinin belirlenen derisimleriyle hiicreler 24, 48 ve 72
saat siireyle muamele edildi. Inkiibasyon sonrasinda her bir kuyucuga 250 pl NK
calisma ¢ozeltisi, hiicre medyumu iginde % 1 olacak sekilde hiicrelere muamele
edildi. 3 saat boyunca 37 °C de plakalar inkiibe edildikten sonra, kuyucuklar 100 pul
D-PBS ile yikandi, sonra 100 pl Desorb ¢ozeltisinde (% 1 glasiyal asetik asit, % 50
etanol) meydana gelen renk degisimi 540 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu
cihazinda (Ultra microplate reader Biotech ELx808) 6l¢iildii. Bu islemler, en az her
deneyde 8 kuyucuk olmak iizere 3 kez tekrarlandi. Sisplatin, Siklopamin, H1, H2,
H3 ve Vulpinik asitin hiicrelere muamelesi sonucu elde edilen veriler IBM SPSS
Statistics 20 programinda istatistik analizi ile degerlendirilerek vulpinik asit i¢in

IC50 degeri lineer interpolasyonla hesaplandi (Andreotti ve ark., 1995).
2.2.2 Broth Mikrodiliisyon ile Antimikrobiyal Etki Belirlenmesi

Giliniimiizde kullanilan antimikrobiyal ajanlarin ¢ogu sentetik olarak elde
edilmektedir. Bu ajanlardan bazilar1 bakteri iiremesini engellerken digerleri onlar
tizerinde oOldiiriicti etki gostermektedir. Cesitli kimyasallarin mikrobiyal canlilara
karst in vitro etkinligini belirlemede kullanilan kriterlerden biri minimum
inhibisyon konsantrasyonudur (MIK veya MIC). MIK; antimikrobiyal maddenin
patojen gelisimine engel oldugu en diisiik derisimidir. Mikroorganizmalarin
antimikrobiyal maddelere kars1 hassasiyetlerinin saptanmasinda yaygin olarak disk
difizyon teknigi, agar diliisyon teknigi ve broth dilisyon teknikleri
kullanilmaktadir. Bu tezde broth mikrodiliisyon teknigi kullanilarak antimikrobiyal
etki arastirilmistir (Institute, 2006).

Benzofuran tiirevleri 1000 ug/ml olacak sekilde steril distile suda ¢oziilerek
stok ¢ozeltiler hazirlandi. Mc Farland 0,5 yogunluklu test organizmalarini igeren
uygun besi ortamlar1 -bakteriler i¢in Mueller-Hinton Broth (MHB), mayalar i¢in
Sabouraud Dextroz Agar (SDA)- kuyulara dagitildi. Ardindan stok ¢6zeltilerin
mikroplakalarda 2 katli seyreltmeleri olusturuldu. Boylece giderek azalan seyreltme
serileri (500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml, 15,625 pg/ml,
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7,8 ug/ml, 3,9 ug/ml, 2 pg/ml, 1 ug/ml) elde edildi. Daha sonra plakalar 37 °C’de

24

saat inkiibe edildi. Siire sonunda plakalarin tizerine % 1’lik 2,3,5-

Triphenyltetrazolium Klorit (TTC) tuzu piskiirtiilerek 30 dakika bekletildi.

Biiylimenin engellendigi kuyular bulanikliga gore ayirt edildi. Plakalarda

olusturulan diizen Tablo 2.1°de belirtildigi gibidir.

Tablo 2.1 Antimikrobiyal etkinin arastirildigi 96 kuyulu plakalarda ¢alisma diizeni

@O M m gl O W™ >

Plakalarda satirlarin diizeni:

A

® Mmoo W

Bacillus subtilis (NRS 744)

Pseudomonas aeroginosa (LMG 6395),
Staphylococcus aureus (NRRL B-767),
Salmonella typhimurium (NRRL B-4420),
Escherichia coli (ATCC 25922),
Saccharomyces cerevisiae (NRRL Y-12632),
Candida utilis (NRRL Y-900).

Plakalarda siitunlarin diizeni:

. H2 plakalar1 i¢in pozitif kontrol grubu, H1 ve H3 plakasi i¢in biiyiimede

inhibisyonun beklenmedigi negatif kontrol grubu

H2 plakalar1 i¢in 500 pg/ml, H1 ve H3 plakast i¢in 1 pg/ml’lik H1 ve
H3 derisimi iceren grup

H2 plakalar1 i¢in 250 pg/ml, H1 ve H3 plakasi i¢in 2 pg/ml’lik HI ve

H3 derisimi igeren grup
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4. H2 plakalar i¢in 128 pg/ml, H1 ve H3 plakasi i¢in 3,9 ug/ml’lik H1 ve
H3 derisimi igeren grup

5. H2 plakalari i¢in 62,5 pg/ml, H1 ve H3 plakasi i¢in 7,8 pg/ml’lik HI ve
H3 derisimi i¢eren grup

6. H2 plakalar1 i¢in 31,25 pg/ml, H1 ve H3 plakas1 i¢in 15,625 pg/ml’lik
H1 ve H3 derisimi igeren grup

7. H2 plakalari i¢in 15,625 pg/ml, H1 ve H3 plakasi i¢in 31,25 pg/ml’lik
H1 ve H3 derisimi igeren grup

8. H2 plakalari i¢in 7,8 pg/ml, H1 ve H3 plakast i¢in 62,5 pg/ml’lik H1 ve
H3 derisimi igeren grup

9. H2 plakalar i¢in 3,9 ng/ml, H1 ve H3 plakasi i¢in 128 pg/ml’lik H1 ve
H3 derisimi i¢eren grup

10. H2 plakalari i¢in 2 pg/ml, H1 ve H3 plakas1 i¢in 250 pg/ml’lik H1 ve
H3 derisimi igeren grup

11. H2 plakalar i¢in 1 pg/ml, H3 plakas1 i¢in 500 pg/ml’lik H3 derisimi
iceren grup

12. H2 plakalar1 i¢in biiylimede inhibisyonun beklenmedigi negatif kontrol
grubu, H1 ve H3 plakasi i¢in pozitif kontrol grubudur.

2.2.3 Apoptoz inceleme Yontemleri

Bu tezde bir floresan boyama olan akridin oranj/etidyum bromit ikili
boyama yontemi ve molekiiler biyolojide kullanilan bir yontem olan gergek-

zamanli RT-PCR ile vulpinik asitin olas1 apoptotik etkisi arastirilmistir.

2.2.3.1 Akridin Oranj / Etidyum Bromit Ikili Boyama ile

Apoptotik Hiicre Morfolojisinin Belirlenmesi

Akridin oranj/etidyum bromit (AO/EB) boyama ile apoptoza ugrayan
hiicreler floresan mikroskobuyla morfolojik olarak incelenir. Bu yontemde ikili
boya ile muamele edilen hiicreler arasindan canli olanlar1 homojen yesil bir
goriinlime sahiptir. Erken apoptotik hiicreler de yesil renkte goziikiir fakat kromotin
yogunlagsmasi1 ve niikleer fragmentasyon sonucu cekirdeklerinde parlak yesil

noktalar bulundurur. Zar biitiinliigiinii kaybetmis nekrotik ve ge¢ apoptotik hiicreler
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etidyum bromitle kirmizi renkte boyanir. Geg apoptotik hiicreler yogunlasmis ve
fragmentasyona ugramis ¢ekirdek bulundurmalar1 yoniiyle nekrotik hiicrelerden
ayrilir. Nekrotik hiicrelerde kromatin yapi canli hiicrelere benzer ve herhangi bir

yogunlagma i¢cermez (Kasibhatla ve ark., 2006).

AO/EB yontemi (Kasibhatla ve ark., 2006)’a gére uygulandi. Hiicreler 8,5
cm?lik petrilere 3 X 10° HepG2 / 3 ml ve 1,2 x 10° F2408 / 3 ml olacak sekilde
ekildi ve 24 saat inkiibasyona birakild:. Inkiibasyonun andindan test grubu hiicreleri
200 uM vulpinik asitle kontrol grubu hiicreleri ise % 0,1 DMSO igeren medyum ile
48 saat daha inkiibe edildi. Siire sonrasinda hiicreler 1 ml medyum igerisinde
toplanarak 1250 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant vakumla cekilerek
uzaklastirildiktan sonra hiicreler 30 pul medyum ile siispanse edildi. Hiicreleri
boyamak i¢in hazirlanan her biri 100 mg/ml olan akridin oranj ve etidiyum bromit
cozeltilerinden 10’ar pl’si karigtirlldi. Bu karisim 1:60 oraninda medyumla
seyreltildikten sonra 1 ul’si hiicrelere muamele edildi. Lam tizerine 10 pl
hiicre/boya karisimi1 damlatilip lamelle kapatildiktan sonra karanlik ortamda, WB
filtresi kullanilarak floresan atagmana sahip 151k mikroskobu (Olympus BX50)
altinda hizli bir sekilde yaklasik 300 hiicreden goriintii alindiktan sonra yeni
preperat hazirlandi. Bu islemler her iki hiicre tipinde test ve kontrol gruplar1 olmak
tizere 3’er defa tekrarlandi. Elde edilen goriintiiler incelendikten sonra her iki hiicre
icin canli, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicre sayis1 belirlendi. Her
fotograftaki apoptotik ve normal hiicre sayist %’ye c¢evrilerek kontrol ve test
gruplarindaki apoptotik hiicrelerin yiizdesi grafik halinde sunuldu. Kontrol grubuna
gore test grubu hiicrelerinin anlamli diizeyde apoptotik hiicreye sahip olup olmadig:

istatistik analizi ile degerlendirildi.

2.2.3.2 Apoptotik Yolakla ilgili Genlerin Anlatimimin Gercek
Zamanh RT-PCR ile Analizi

Gen anlatimini incelemek icin ger¢ek zamanlt RT-PCR uygulandi. Bunun
icin HepG2 hiicreleri 25 cm?’lik petrilere 7,5 x 10° HepG2 / 5 ml olacak sekilde
ekildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan test grubu hiicreleri
100 uM vulpinik asitle kontrol grubu hiicreleri ise % 0,1 DMSO i¢eren medyum ile
48 saat daha inkiibe edildi. Siire sonrasinda hiicreler 1250 rpm’de 5 dk santrifiij
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edildi ve stipernatant vakumla ¢ekilerek uzaklastirildiktan sonra RNeasy Mini Kiti
kullanilarak RNA izolasyonu gerceklestirildi. Izole edilen RNA’larmn kalitesini
belirlemek amaciyla formaldehit jel elektroforezi uygulandi. Jel goriintiisiiyle
kaliteli oldugu belirlenen RNA’lardan 500 ng’1 kullanilarak RT? First Strand Kiti
ile cDNA sentezi gergeklestirildi. Bu cDNA’lar apoptoz yolaginda hangi genlerin
anlatiminin degistigini belirlemek i¢in insan apoptoz RT? profiler PCR arraylerinde
(PAHS-012) kullanilda.

22321 RNA izolasyonu

RNA izolasyonu RNeasy Mini Kit direktiflerine gore su sekilde
gerceklestirildi. Hiicreler tripsinlendi ve 1250 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonrast hiicre medyumu uzaklastirildi. Ardindan 350 pl RLT tamponu eklendi.
Pipetleme veya vorteksleme ile pelletin tamamen RLT’de ¢6ziinmesi saglandi.
Hiicrelerin parcalandigindan emin olundugunda lizat QIAshredder denilen hiicre
lizat1 homojenizatoriine aktarildi. Donme hiz1 maksimuma getirilerek 2 dk. santrifiij
edildi. Santrifiij sonucu elde edilen toplama tiipiindeki lizatin hacmine esit hacimde
%70’1ik etanol eklendi. Etanolle muamele edilmis lizatta herhangi bir ¢okelme
olustuysa bu ¢okeltiyi de igeren en fazla 700 ul’lik sivi RNeasy spin kolona
aktarildi. 12.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Ardindan Kolon tizerine 350 pl
RW1 tamponu eklendi. 5 dk. bekletildi. Siire bitiminde 12.000 rpm’de 15 saniye
santrifiij edildi. 80 pl’lik DNaz tamponu kolon membranima eklendi ve 20-30°C ‘de
15 dk. bekletildi. Sonra kolon iizerine 350 ul RW1 tamponu eklendi ve 12.000
rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Daha sonra kolona 500 pl RPE eklendi ve 15 sn.
12.000 rpm’de santrifiij edildi. Ardindan kolona 500 ul RPE eklendikten sonra 2
dakika 12.000 rpm’de santrifiij edildi. Son olarak RNeasy spin kolonu yeni bir
1.5°1ik mikrosantrifiij tiipe alindi. Protokol boyunca tek tiip degisimi bu asamada
gerceklestirildi. 30 ul RNazsiz su ilave edildi ve 12.000 rpm’de 1dk. santrifiij
edilerek RNA’lar 30 pul RNazsiz suda toplandi. Nanodropta miktar ve saflik tayini
icin RNA’lardan 4 pl’lik 6rnekler kiigiik PCR tiiplerine alind1 ve dlgiimleri yapildi.
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2.2.3.2.2 Formaldehit Agaroz Jel Elektroforezi

Formaldehit agaroz jel elektroforezinde kullanilacak tiim cam malzemeler
deterjan ile yikandiktan sonra % 0,1’lik DEPC igeren distile su ile 37 °C’de 12 saat
bekletildi. Ardindan DEPC kalintilarin1 gidermek icin 15 dk. otoklavlanarak
kullanildi. Tiim protokolde DEPC ile 37 °C’de 12 saat muamele edildikten sonra
otoklavlanan distile su kullanildi. 5x lik Formaldehit Jel Yiiriitme Tamponu (FJRB)
tamponundan 1x’lik hazirlandi ve jel tablasina dokiildii. Jele 5 dakika kadar 6n kosu
yaptirilarak porlarin agilmasi saglandi. RNA 6rnekleri kuyulara dikkatli bir sekilde
yiiklendi. 67 V’da 1,5-2 saat yiiriitiildii. Insan HepG2 hiicrelerinden izole edilen
parcalanmamis total RNA, formaldehit agaroz jel elektroforezi sonucu oldukca
belirgin 28S ve 18S bantlar1 olusturur. 28S rRNA bandi 18S rRNA bandinin
yaklasik 2 kat1 kadar daha yogun parlakliktadir. Parcalanmig RNA 6rneklerinde 28S
ve 18S’lik rRNA bantlar1 net degildir. Net olsa bile parlaklikta 2:1 oran

korunmamustir (Sambrook ve Russell, 2001).
2.2.3.2.3 cDNA Sentezi ve Ger¢ek Zamanh PCR

Jel goriintlisiinde 28s ve 18S parlaklik oran1 2’ye yakin ve nanodrop 6l¢iimii
sonucu 260/230 orani 1,7’den yiiksek ve 260/280 oran1 1,9-2,1 arasinda olan RNA
orneklerinden ¢cDNA sentezi RT? First Strand Kit ile su islemler sonucu
gerceklestirilmigtir. RNA 6rnekleri 500 ng/8 pl RNazsiz suda olacak sekilde
hazirlandi ve iizerine 2 pl GE ilave edildi. 42°C’de 5 dk. bekletildi. Ardindan hemen
buz iizerine alindi ve en az 1 dk bekletilerek RT kokteyli hazirlandi. Bu kokteyl tek
reaksiyon i¢in 5x’lik revers transkripsiyon reaksiyonu tamponundan olan 4 pl,
RNazsiz sudan 3 pl, primer ve eksternal kontrol karigimindan 1 pl ve revers

transkriptaz enzim karisimindan 2 pl igerecek sekilde olusturuldu.

Buzla muamele edilmis 10 pl GE’li RNA o6rnegine 10 pl RT kokteyli
eklendikten sonra 42°C’de tam 15 dk. daha sonra 95°C’de 5 dk. inkiibasyon sonucu
cDNA sentezlendi. Reksiyon sonucu iirtinlere 91 pl H20 eklendi. Ardindan 1350
ul master mix, 102 ul dilue cDNA ve 1248 ul RNazsiz ve DNazsiz H20 rezervuarda
birlestirildi.
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Bu karisim her kuyuya 25 pl olacak sekilde pipet ucu siirekli degistirilerek
insan apoptoz RT? profiler PCR arrayi plakasina yiiklendi. Kuyulardaki
baloncuklar1 gidermek amaciyla plaka 25000 rpm’de 1 dk. santrifiijlendi. MxPro
programda ROX ve SYBR green filtreleri secilerek termal profil Sekil 2.3’te
belirtildigi gibi ayarlandi.
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o
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Segment 1 Segment 2 Segment 3
1 Cycle 40 Cycles 1 Cycle

Sekil 2.3 Gergek zamanli RT-PCR termal profili

Insan apoptoz RT? Profiler PCR arrayi, programlanmus hiicre liimiiyle ilgili
84 onemli gen profilini ortaya koymay: saglar. Bu array; TNF ligandlar1 ve
reseptorleri, blc-2, kaspaz, IAP (apoptoz inhibitor protein), TRAF (TNF associated
factors), CARD (Caspase recruitment domeins), 6lim domeni, 6lim efektor
domeni ve CIDE (cell death—inducing DNA fragmentation factor 45-like effector)
ailesi genleri ile p53 ve DNA hasar yolaklar ile ilgili genlerde anlatim profili
gelistirmek i¢in kullanilir. Anlatimi incelenen 84 genler islevlerine gore diizenlendi

ve asagida liste halinde verildi.

Apoptozun Tetiklenmesi:

Olim Domeni Reseptorleri: CRADD, FADD, TNF, TNFRSF10B (DRS5).
DNA Hasart: ABL1, CIDEA, CIDEB, TP53, TP73.
Ekstraselliiler Sinyaller: CFLAR (CASPER), DAPK1, TNFRSF25 (DR3).
Diger: BAD, BAK1, BAX, BCL10, BCL2L11, BCLAF1, BID, BIK, BNIP1,
BNIP3, BNIP3L, CASP1 (ICE), CASP10 (MCH4), CASP14, CASP2, CASP3,
CASP4, CASP6, CASP8, CD27 (TNFRSF7), CD70 (TNFSF7), DFFA, FAS
(TNFRSF6), FASLG (TNFSF6), GADD45A, HRK, LTA (TNFB), NOD1
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(CARD4), PYCARD (TMS1/ASC), TNFRSF10A, TNFRSF9, TNFSF10 (TRAIL),
TNFSF8, TP53BP2, TRADD, TRAF3.

Anti-Apoptoz: AKT1, BAG1, BAG3, BAG4, BAX, BCL2, BCL2A1 (Bfl-1/Al),
BCL2L1 (BCL-X), BCL2L10, BCL2L2, BFAR, BIRC3 (c-1AP1), BIRCG, BIRCS,
BNIP1, BNIP2, BNIP3, BNIP3L, BRAF, CD27 (TNFRSF7), CD40LG (TNFSF5),
CFLAR (CASPER), DAPK1, FAS (TNFRSF6), HRK, IGF1R, MCL1, NAIP
(BIRC1), NOL3, RIPK2, TNF, XIAP (BIRC4).

Apoptozun Diizenlenmesi:

Negatif Diizenleme: BAG1, BAG3, BAG4, BCL10, BCL2, BCL2A1 (Bfl-1/A1),
BCL2L1 (BCL-X), BCL2L10, BCL2L2, BFAR, BIRC3 (c-IAP1), BIRC6, BIRCS,
BNIP1, BNIP2, BNIP3, BNIP3L, BRAF, CASP3, CD27 (TNFRSF7), CD40LG
(TNFSF5), CFLAR (CASPER), CIDEA, DAPK1, DFFA, FAS (TNFRSF6),
IGF1IR, MCL1, NAIP (BIRC1), NOL3, TP53, TP73, XIAP (BIRC4).
Pozitif Diizenleme: ABL1, AKT1, BAD, BAK1, BAX, BCL2L11, BCLAF1, BID,
BIK, BNIP3, BNIP3L, CASP1 (ICE), CASP10 (MCH4), CASP14, CASP2,
CASP4, CASP6, CASP8, CD70 (TNFSF7), CIDEB, CRADD, FADD, FASLG
(TNFSF6), HRK, LTA (TNFB), NOD1 (CARD4), PYCARD (TMS1/ASC),
RIPK2, TNF, TNFRSF10A, TNFRSF10B (DR5), TNFRSF25 (DR3), TNFRSF9,
TNFSF10 (TRAIL), TNFSF8, TP53, TP53BP2, TRADD, TRAF2, TRAF3,
TRAF4.

TNF/TNFR Domain Proteinler: CD27 (TNFRSF7), CD40 (TNFRSF5), FAS
(TNFRSF6), FASLG (TNFSF6), LTA (TNFB), LTBR, TNF, TNFSF10 (TRAIL),
TNFSF8, TNFRSF10A, TNFRSF10B (DR5), TNFRSF11B, TNFRSF21,
TNFRSF25 (DR3), TNFRSFO.

BCL2 ve BAG Domain Proteinleri: BAG1, BAG3, BAG4, BAX, BCL2,
BCL2ALl (Bfl-1/A1), BCL2L1 (BCL-X), BCL2L10, BCL2L11, BCL2L2, MCL1.

BIR Domain Proteinleri: BIRC2 (c-1AP2), BIRC3 (c-1AP1), BIRC6, BIRCS,
NAIP (BIRC1), XIAP (BIRC4).
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CARD Domain Proteinleri: APAF1, BCL10, BIRC2 (c-IAP2), BIRC3 (c-1AP1),
CARD6, CARDS, CASP1 (ICE), CASP2, CASP4, CASP5, CASP9, CRADD,
NOD1 (CARD4), NOL3, PYCARD (TMS1/ASC), RIPK2.

DEATH Domain Proteinleri: CRADD, DAPK1, FADD, TNFRSF10A,
TNFRSF10B (DR5), TNFRSF11B, TNFRSF1A, TNFRSF21, TNFRSF25 (DR3),
TRADD.

TRAF Domain Proteinleri: TRAF2, TRAF3, TRAFA4.
Kaspazlar ve Diizenleyicileri:

Kaspazlar: CASP1 (ICE), CASP10 (MCH4), CASP14, CASP2, CASP3, CASP4,
CASP5, CASP6, CASP7, CASP8, CASP9, CFLAR (CASPER), CRADD,
PYCARD (TMS1/ASC).
Kaspaz Aktivatorleri: APAF1, BAX, BCL2L10, CARDS, CASP1 (ICE), CASP9,
NOD1 (CARD4), PYCARD (TMS1/ASC), TNFRSF10A, TNFRSF10B (DRS),
TP53.

Kaspaz inhibitdrleri: CD27 (TNFRSF7), XIAP (BIRC4).

2.2.4 Deneysel Tasarimlar
2241 Tripan Mavisi Deneyleri Tasarim

Tripan mavisi testi hem hiicrelerin biiytime egrilerini olusturmak i¢in hemde
300 uM’lik vulpinik asitin her iki hiicre sayisina olan etkisini belirlemek i¢in
kullanildi. Biiyiime egrisi olusturmak igin 8,5 cm?’lik petrilere ekilen hiicreler 72

saat boyunca 24 saat arayla sayildi.

300 uM’lik vulpinik asitin her iki hiicre sayisina olan etkisini belirlemek
i¢in 8,5 cm?’lik petrilere ekilen hiicrelerden test grubu hiicreleri 24 saat sonra
Vulpinik asitle kontrol grubu hiicreleri ise % 0,1’lik DMSO ile muamele edildi.
Ardindan her iki grup hiicre de 72 saat boyunca 24 saat arayla sayildi.

2.24.2 MTT ve NR Deneyleri Tasarim
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MTT ve NR deneyleri 96 kuyulu plakalarda gergeklestirildi. Test grubu
hiicreleri, benzofuran tiirevlerinin ve vulpinik asitin belirli seyreltmelerini igeren

taze medyumla 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibe edildi.

Kontrol grubu hiicreleri asagida anlatildig: gibi olusturularak 24, 48 ve 72
saat boyunca inkiibe edildi.

1. Hiicre ve hiicre medyumunun bulundugu benzofuran testleri igin %

100 canliligin gézlemlenmek istendigi negatif kontrol grubu,

2. Hiicre ve % 0,1’lik DMSO i¢eren medyumun bulundugu, DMSO’da
¢ozililen maddeler igin (sisplatin, siklopamin ve vulpinik asit) % 100 canliligin

gozlemlenmek istendigi negatif kontrol grubu,

3. HepG2 hiicrelerinin c¢aligildigr plakalarda 100 pM’lik sisplatin
iceren medyumun uygulandigi ve hiicre ¢cogalmasinda inhibisyonun gézlemlenmek

istendigi pozitif kontrol grubu,

4. F2408 hiicrelerinin ¢alisildig1 plakalarda 10 uM’lik sisplatin igeren
medyumun uygulandigi ve hiicre ¢ogalmasinda inhibisyonun gozlemlenmek

istendigi pozitif kontrol grubu,

5. Her iki hiicre hatt1 i¢in 9,7 uM’lik siklopamin igeren medyumun
uygulandigi ve hiicre ¢ogalmasinda inhibisyonun gézlemlenmek istendigi pozitif

kontrol grubu,

6. Coziiciiden kaynaklanan absorbansi gidermek i¢in ¢oziicliniin (MTT

icin DMSO, NR i¢in Desorb ¢ozeltisi) bulundugu kor kuyulari ile ¢aligildi.

Elde edilen veriler absorbans cinsinden olup bunlar1 % Canliliga ¢evirmek
i¢in denklem 2.1 kullanildi.

(Test—Kor)
(Negatif Kontrol—Kor)

% Canlilik =

X 100 2.1)

2.24.3 Broth Mikrodiliisyon Deneyi Tasarimi
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Antimikrobiyal etkinin belirlendigi broth mikrodiliisyon teknigi igin
benzofuran tiirevlerinin 10 farkli derisimlerinin yaninda pozitif kontrol olarak 1
mg/ml’lik kloramfenikol ve ¢oziiciiden kaynaklanan herhangi bir etkiyi belirlemek

icin negatif kontrol (distile su) kullanildu.
2.2.4.4 AO/EB Ikili Boyama Deneyi Tasarimi

Her iki hiicre hattinin 48 saat siireyle 200 uM Vulpinik asit muamelesi
sonucu olusturulan test grubu ve % 0,1’lik DMSO ile muamele edilen kontrol grubu

hiicreleriyle calisildi.

2245 Apoptotik Yolakla ilgili Genlerin Anlatimimin Gercek
Zamanh RT-PCR ile Analizi

HepG?2 hiicrelerinin 48 saat siireyle 100 uM vulpinik asit muamelesi sonucu
olusturulan test grubu ve % 0,1°lik DMSO ile muamele edilen kontrol grubu

hiicreleriyle c¢alisildi.
2.25 [Istatistik Analizi

Sisplatin, siklopamin, benzofuran tiirevleri ve vulpinik asit ile
gerceklestirilen tiim sitotoksisite deneylerde kimyasallarin her derigimi i¢in 8 6lglim
alind1 ve biitiin deneyler en az ii¢ defa tekrarlandi. Elde edilen veriler IBM SPSS

Statistics 20 programinda analiz edildi.

Hiicrelerin biiyiime egrilerinin belirlenmesi deneyinden elde edilen veriler
temel betimsel istatistik bakimindan degerlendirilerek saat ve hiicre sayisi grafigi
halinde sunuldu. Grafiklerde bulunan hata ¢ubuklar1 ortalamanin standart hatasini

gostermektedir.

Tripan mavisi testinde test grubunun negatif kontrol grubundan anlamli
diizeyde farklilik icerip igermedigini belirlemek i¢in “independent samples t test”
kullanildi. p<0,001 istatistiki olarak anlamli kabul edildi. Analiz sonucu, kimyasal
derisimi ve hiicre sayis1 grafigi olusturularak sunuldu. Grafiklerde bulunan hata

cubuklar1 ortalamanin standart hatasini gostermektedir.
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MTT ve NR testlerinde test gruplarinin negatif kontrol gruplarindan anlaml
diizeyde farkliliklar igerip icermedigini belirlemek i¢in “one-way anova” sonrasi
Tukey testi gergeklestirildi. p<0,001 istatistiki olarak anlamli kabul edildi. Analiz
sonucu, kimyasal derisimi ve % Canlilik grafigi olusturularak sunuldu. Grafiklerde
bulunan hata gubuklar1 ortalamanin standart hatasin1 géstermektedir. Her iki hiicre
hattinda vulpinik asitin IC50 degerleri istatistiki hesaplamayla tespit edildi. Bu
hesaplama hiicre canliliginin istatistiki olarak belirlenen lineer regresyon esitliginde
derisime bagli olarak aciklandigi fomulasyon kullanilarak MTT ve NR i¢in ayr1 ayr1
gerceklestirildi. MTT testi ile NR testi arasindaki korelasyon spearman testi ile

incelendi regresyon ve korelasyon analizi sonuglar1 bir tablo halinde sunuldu.

AO/EB ikili boyasiyla elde edilen negatif kontrol grubu apoptotik hiicre
yilizdesinin test grubu hiicre yiizdesinden anlamli diizeyde farklilik igerip
icermedigini belirlemek i¢in “independent samples t test” kullanildi. p<0,001
istatistiki olarak anlamli kabul edildi. Analiz sonucu, kontrol ve test gruplarinda
sayilan apoptotik hiicre ylizdesi ¢ubuk grafigi seklinde sunuldu. Grafiklerde

bulunan hata ¢ubuklar1 ortalamanin standart hatasini gdstermektedir.
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3 BULGULAR

3.1  Tripan Mavisi Boyama ile Elde Edilen Hiicrelerin Biiyiime Egrisi ve
Vulpinik Asitin Sitotoksik Etkisi

F2408 ve HepG2 hiicreleri normal besi ortamlarinda 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyona birakildiktan sonra canli hiicreler tripan mavisiyle sayildi. Elde edilen
sonuglar Sekil 3.1°de verildigi gibi hiicrelerin 72 saatte 24 saattekinden 4 katina
ulastiklar1 bulundu (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 F2408 ve HepG2 hiicreleri i¢in biiylime egrisi

F2408 ve HepG2 hiicreleri vulpinik asit igeren besi ortamlarinda 24, 48 ve
72 saat inkiibasyona birakildiktan sonra canli hiicreler tripan mavisiyle sayildi. Elde
edilen verilere gore 300 uM vulpinik asit kontrol grubunda % 100 olan canli hiicre
ylizdesini 24, 48 ve 72 saatte sirasiyla F2408’ler i¢in % 85, % 65 ve % 60’a ve
HepG2’lerde % 98, % 65 ve % 51°e diistirmektedir. Verilerin istatistiki analizine
gore 300 uM vulpinik asit her iki hiicre hattinda 48 ve 72 saatte hiicre canliliginda
kontrol grubuna gore anlamli 6lgiide farkliliga yol agmaktadir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Vulpinik asitin F2408 (A) ve HepG2 (B) hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat

muamelelerinden sonra tripan mavisi ile belirlenen hiicre canlilig1 orani

3.2  Benzofuran Tiirevleri, Vulpinik Asit, Sisplatin ve Siklopaminin MTT

Doniisiimiine Olan Etkileri

MTT testi ii¢ benzofuran tiirevinin de 10.000 pM’a kadar her iki hiicre tipi
icin anlaml1 bir sitotoksik etkiye sahip olmadigini gostermektedir (Sekil 3.3, Sekil
3.4, Sekil 3.5).
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Sekil 3.3 H1 maddesinin F2408 (A) ve HepG2 (B) hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat
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muamelelerinden sonra MTT ile belirlenen hiicre canliligi orant
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Sekil 3.4 H2 maddesinin F2408 (A) ve HepG2 (B) hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat

muamelelerinden sonra MTT ile belirlenen hiicre canlilig1 orani
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Sekil 3.5 H3 maddesinin F2408 (A) ve HepG2 (B) hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat

muamelelerinden sonra MTT ile belirlenen hiicre canliligi orant

MTT testine gore vulpinik asitin 48 saat 300 uM’da % 66 ve 72 saat 50
uM’da % 78, 100 uM’da % 68, 150 uM’da % 64, 300 uM’da % 52 olan F2408
hiicre canlilig1 kontrol grubundan anlamli 6lgiide farklidir (Sekil 3.6A). Vulpinik
asitin 48 saat 300 uM’da % 48 ve 72 saat 100 uM’da % 76, 150 uM’da % 65, 300
uM’da % 38 olan HepG?2 hiicre canliligi kontrol grubundan anlamli 6l¢iide farklidir
(Sekil 3.6B).
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Sekil 3.6 Vulpinik asitin F2408 (A) ve HepG2 (B) hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat

muamelelerinden sonra MTT ile belirlenen hiicre canlilig1 orani

MTT testine gore vulpinik asitin F2408 hiicreleri igin IC50 degeri 48 ve 72
saatlerde sirasiyla 455,1 ve 282,5 uM’dir. HepG2 hiicreleri i¢in IC50 degeri 48 ve
72 saatlerde sirastyla 298,8 ve 235,9 uM’dir. Her iki hiicre hattinda da 24 saatte
anlamli bir sitotoksik etki tespit edilmemistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1 MTT testi verileriyle gergeklestirilen regresyon, korelasyon analizi

sonuglar1 ve vulpinik asitin IC50 degerleri (C= % Canlilik, D= Derigim)

Hiicre Saat F Anlamhlik R? Lineer regresyon 1C50 NR ile Anlamiilik
Hatti Degeri esitligi (uM) korelasyon | degeri
katsayisi

F2408 48 41,139 0,000 0,411 C=95,966- 455,1 0,288 0,030
D*0,101

F2408 72 81,462 0,000 0,486 C=89,268- 282,5 0,519 0,000
D*0,139

HepG2 48 233,798 0,000 0,731 C=102,003- 298,8 0,690 0,000
D*0,174

HepG2 72 496,706 0,000 0,809 C=98,362- 235,9 0,791 0,000
D*0,205

F2408 hiicreleri igin pozitif kontrol olarak kullanilan 10 uM sisplatinin
24,48 ve 72 saatte sirasiyla % 68, % 13, % 4 olan canliliklarinin kontrol grubundan
anlamli 6l¢giide farkli oldugu bulundu (Sekil 3.7A). HepG2 hiicreleri i¢in pozitif
kontrol olarak kullanilan 100 uM sisplatinin 48 ve 72 saatte sirasiyla % 58 ve %43
olan canliliklarinin kontrol grubundan anlamli 6l¢iide farkli oldugu bulundu (Sekil

3.7B).
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Sekil 3.7 Sisplatin’in F2408 (A) ve HepG2 (B) hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat

muamelelerinden sonra MTT ile belirlenen hiicre canlilig1 orani

Her iki hiicre hatti i¢in pozitif kontrol olarak kullanilan 9,7 uM
siklopamin’nin F2408’ler lizerinde 48 ve 72 saatte sirastyla % 56 ve % 47 olan
hiicre canliliklarinin kontrol grubuna gore anlamli dlgiide farkli oldugu bulundu
(Sekil 3.8A). HepG2’ler lizerinde ise 24, 48 ve 72 saatte sirasiyla % 70, % 55, %
53 olan hiicre canliliklarinin kontrol grubuna gore anlamli 6lgiide farkli oldugu
bulundu (Sekil 3.8B).
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Sekil 3.8 Siklopamin’nin H1 maddesinin F2408 (A) ve HepG2 (B) hiicrelerine 24,
48 ve 72 saat muamelelerinden sonra MTT ile belirlenen hiicre canliligi

orani
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3.3

Benzofuran Tiirevleri, Vulpinik Asit, Sisplatin ve Siklopaminin Noétral

Kirmizis1 Almina Olan Etkileri

NR testi {i¢ benzofuran tiirevinin de 10.000 pM’a kadar her iki hiicre tipi

icin anlaml1 bir sitotoksik etkiye sahip olmadigini gostermektedir (Sekil 3.9, Sekil
3.10, Sekil 3.11).
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Sekil 3.9 H1 maddesinin F2408 (A) ve HepG2 (B) hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat
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muamelelerinden sonra NR ile belirlenen hiicre canlilig1 orani
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Sekil 3.10 H2 maddesinin F2408 (A) ve HepG2 (B) hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat

muamelelerinden sonra NR ile belirlenen hiicre canlilig1 orani
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Sekil 3.11 H3 maddesinin F2408 (A) ve HepG2 (B) hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat

muamelelerinden sonra NR ile belirlenen hiicre canliligi orani

NR testine gore vulpinik asitin 48 saat 300 uM’da % 69 ve 72 saat 100
uM’da % 82, 150 uM’da % 73, 300 uM puM’da % 53 olan F2408 hiicre canliliklar1
kontrol grubuna gore anlaml 6l¢iide farklidir (Sekil 3.12A). Vulpinik asitin 48 saat
300 uM’da % 58 ve 72 saat 100 uM’da % 81, 150 uM’da % 77, 300 uM puM’da %
48 olan HepG2 hiicre canliliklar1 kontrol grubuna gére anlamli olgiide farklidir
(Sekil 3.12B).
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Sekil 3.12 Vulpinik asitin F2408 (A) ve HepG2 (B) hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat

muamelelerinden sonra NR ile belirlenen hiicre canliligi orani

NR testine gore vulpinik asitin F2408 hiicreleri igin IC50 degeri 48 ve 72
saatlerde sirastyla 515,2 ve 313 uM’dir. HepG2 hiicreleri i¢in IC50 degeri 48 ve 72
saatlerde sirasiyla 413,7 ve 297,8 uM’dir. Her iki hiicre hattinda da 24 saatte
anlaml1 bir sitotoksik etki tespit edilmemistir (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2 NR alimi verileriyle gerceklestirilen regresyon, korelasyon analizi

sonuglari ve vulpinik asitin IC50 degerleri (C= % Canlilik, D= Derigim)

Hiicre Saat F Anlamhilik R? Lineer regresyon | 1C50 MTT ile Anlamiilik
Hatti Degeri esitligi (1M) korelasyon | degeri
katsayisi

F2408 48 75,407 0,000 0,373 C=101,005- 515,2 0,288 0,030
D*0,099

F2408 72 227,526 0,000 0,662 C=98,835- 313 0,519 0,000
D*0,156

HepG2 48 86,068 0,000 0,538 C=102,965- 413,7 0,690 0,000
D*0,128

HepG2 72 565,745 0,000 0,800 C=100,934- 297,8 0,791 0,000
D*0,171

F2408 hiicreleri i¢in pozitif kontrol olarak kullanilan 10 pM sisplatinin
24,48 ve 72 saatte sirasiyla % 62, % 16 ve % 9 olan canliliklarinin kontrol
grubundan anlamh 6l¢tide farkli oldugu bulundu (Sekil 3.13A). HepG2 hiicreleri
i¢in pozitif kontrol olarak kullanilan 100 uM sisplatinin 24, 48 ve 72 saatte sirasiyla
% 50, %27 ve % 19 olan canliliklarinin kontrol grubundan anlamli 6lgiide farkl

oldugu bulundu (Sekil 3.13B).
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Sekil 3.13 Sisplatin’in F2408 (A) ve HepG2 (B) hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat

muamelelerinden sonra NR ile belirlenen hiicre canliligi orani

Her iki hiicre hatti i¢in pozitif kontrol olarak kullanilan 9,7 uM
siklopamin’nin F2408’ler iizerinde 48 ve 72 saatte sirasiyla % 80 ve % 69,
canliliklarinin kontrol grubundan anlamli 6lgiide farkli oldugu bulundu (Sekil
3.14A). HepG2’ler tizerinde ise 24, 48 ve 72 saatte sirasiyla % 74 % 72 ve % 60
olan canliliklarinin kontrol grubundan anlamli dlgiide farkli oldugu bulundu (Sekil
3.14B).
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Sekil 3.14 Siklopamin’nin F2408 (A) ve HepG2 (B) hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat

muamelelerinden sonra NR ile belirlenen hiicre canliligi orani
3.4  Broth Mikrodiliisyon Teknigi ile Antimikrobiyal Etki Bulgular:

Test gruplarindan elde edilen sonuglar, iic benzofuran tiirevinin de 500
ug/ml’ye kadar hem bakteriler hem de mayalar {izerinde herhangi bir
antimikrobiyal etkiye sahip olmadigini, fakat pozitif kontrol maddesi olarak
kullanilan kloramfenikol’lin ise beklendigi gibi mikrobiyal gelisimi engelledigini

gostermektedir (Sekil 3.15, Sekil 3.16, Sekil 3.17).

}gé&t?,'

& ;.«.‘e»

Sekil 3.15 HI1 maddesinin antimikrobiyal etkisinin go6zlemlendigi plaka

Plakalardaki satir ve sutun diizeni i¢in sayfa 32,33 ve 34’e bakiniz
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Sekil 3.16 H2 maddesinin antimikrobiyal etkisinin goézlemlendigi plaka.

Plakalardaki satir ve sutun diizeni i¢in sayfa 32,33 ve 34’e bakiniz

Sekil 3.17 H3 maddesinin antimikrobiyal etkisinin gozlemlendigi plaka.
Plakalardaki satir ve sutun diizeni i¢in sayfa 32,33 ve 34’¢ bakiniz

3.5  Akridin Oranj/ Etidyum Bromit ikili Boyama Bulgular1

Sekil 3.18A’da negatif kontrol grubu F2408 hiicrelerinin ters-faz
mikroskopi gorlintiisii bulunmaktadir. Bu fotografta mitoz geciren yuvarlak
hiicrelerin yani sira fibroblast-benzeri diiz morfolojiye sahip F2408 hiicreleri
goriilmektedir. 200 uM vulpinik asitle 48 saat muamele edilen F2408’lerin azalarak
morfolojilerini kaybettigi gozlemlendi (Sekil 3.18C). AO/EB ikili boyama sonucu
kontrol grubu F2408 hiicrelerinin canli hiicre morfolojilerinin beklendigi gibi
homojen yesil goriinime sahip oldugu ama baz1 apoptotik hiicreleri de

bulundurdugu goézlemlendi (Sekil 3.18B). Test grubu hiicrelerinde ise erken
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apoptotik (EA) ve ge¢ apoptotik (GA) morfoloji gosteren hiicrelerin arttigi
gozlemlendi (Sekil 3.18D).

Sekil 3.18 Vulpinik asitle muamele edilen F2408 hiicrelerinde AO/EB yontemiyle

incelenen apoptotik morfoloji. Kontrol grubu hiicrelerinin ters-faz (A)
ve fluoresan mikroskopi (B) goriintiisii. 200 uM vulpinik asite 48 saat
boyunca maruz kalan HepG2 hiicrelerinin ters-faz (C) ve floresan

mikroskopi (D) goriintiisii

Sekil 19A’da negatif kontrol grubu HepG2 hiicrelerinin ters-faz mikroskopi
goriintiisit bulunmaktadir. 200 uM vulpinik asitle 48 saat muamele edilen
HepG2’lerin azalarak morfolojilerini kaybettigi gézlemlendi (Sekil 3.19C). AO/EB
ikili boyama sonucu kontrol grubu HepG2 hiicrelerinin canli hiicre morfolojilerinin
beklendigi gibi homojen yesil goriiniime sahip oldugu ama baz1 apoptotik hiicreleri
de bulundurdugu goézlemlendi (Sekil 3.19B). Test grubu hiicrelerinde ise erken
apoptotik (EA) ve ge¢ apoptotik (GA) morfoloji gosteren hiicrelerin arttig
gozlemlendi (Sekil 3.19D).
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AO/EB

yontemiyle incelenen apoptotik morfoloji. Kontrol grubu hiicrelerinin
ters-faz (A) ve fluoresan mikroskopi (B) goriintiisii. 200 uM vulpinik
asite 48 saat boyunca maruz kalan HepG2 hiicrelerinin ters-faz (C) ve

floresan mikroskopi (D) goriintiisii

AO/EB boyama sonucu elde edilen fotograflarda, hiicreler morfolojilerine
gore incelenerek canli ve apoptotik hiicre sayisi belirlendi. Buna gore 48 saat
boyunca 200 uM vulpinik asitle muamele edilen her iki hiicre hattinin da kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde farkli oranda apoptotik hiicre bulundurdugu

belirlendi (Sekil 3.20).
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Sekil 3.20 Vulpinik asitle muamele edilen F2408 (A) ve HepG2 (B) hiicrelerinde

AO/EB ikili boyama fotograflarinin analizi sonucu olusturulan
apoptotik indeks

3.6 Apoptotik Yolakla Ilgili Genlerde Anlatimin Ger¢ek Zamanh RT-PCR
ile Analizi

Kontrol ve vulpinik asitle muamele edilen HepG2 hiicrelerinden RNA
izolasyonu gergeklestirildikten sonra Kontrol grubu RNA’lar1 tek sayiyla deney
grubu ise ¢ift sayiyla kodland1. Orneklerdeki RNA miktar1 nanodropta 6lgiildii ve
sonuclar1 Tablo 3.3’te verilmektedir. Tiim RNA 6rnekleri 260/230 oraninin 1,7’den
bliyiik olma sartin1 karsiladig1 ve 3 ve 4 numarali 6rneklerin 260/280 oraninin 1,9-

2,1 arasinda olma gerekliligini karsilamadig1 saptandi.

Tablo 3.3 izole edilen RNA’larin kalite kontrol sonuglari

1 2 3 4 5 6 7 8
260/280 2,09 2,10 2,12 2,13 1,97 2,05 2,08 2,10
260/230 1,81 1,95 191 2,04 2,04 1,96 2,09 2,06
ng/ul 951 603,9 450 961,6 441 470 1918,9 652

RNA’larin formaldehit agaroz jel elektroforezinden elde edilen goriintiisii
Sekil 3.21°de verilmektedir. Jel fotografi 28S ve 18S bantlarmin korundugunu
toplam RNA’larda herhangi bir yikim olmadigin1 gostermektedir. RNA
parlakliklarinin farkli olmasi kuyulara esit miktarin yerine esit hacimde RNA
yiiklenmesinden kaynaklanmaktadir. Fakat 1.,2.,.3. ve 4, kuyularda DNA

kontaminasyonundan siiphelenildigi icin bu Ornekler cDNA sentezi igin
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kullanilmadi 5., 6., 7. ve 8. kuyulardaki RNA 6rneklerinin cDNA sentezi i¢in aday

olabilecegine karar verilerek 7. ve 8. kuyularda bulunan 6rneklerle cDNA sentezi

gerceklestirilerek ger¢ek zamanli PCR yapildi.

Sekil 3.21 Formaldehit agaroz jelde olusturulan 28S ve 18S rRNA bantlari. 1, 3, 5
ve 7 numarali kuyularda kontrol grubu, 2, 4, 6 ve 8 numarali kuyularda

test grubu hiicrelerinden izole edilen RNA’lar bulunmaktadir.

Vulpinik asitle muamele edilen HepG2 hiicrelerinde apoptotik yolakta ig
goren genlerin isimleri 96 kuyulu plakada bulundugu yerleri ve anlatim
seviyelerindeki degisimin sayisal degerleri Sekil 3.22°de 1s1 haritasinda

verilmektedir.
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Visualization of log2(Fold Change)

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Magnitude of log2(Fold Change)

-2322 0 2322
Layout| 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
ABL1 AKT1 APAF1 BAD BAG1 BAG3 BAG4 BAK1L BAX BCL10 BCL2 BCL2A1
A -1.02 -1.19 1.35 -1.37 1.17 -1.22 1.41 -2.73 1.09 1.80 1.21 1.08
OKAY | OKAY OKAY OKAY OKAY |OKAY | OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY
BCL2L1 |BCL2L10 BCL2L11 |BCL2L2 |BCLAF1 |BFAR BID BIK NAIP BIRC2 BIRC3 XIAP
B -1.56 |1.21 1.41 -1.14 -1.37  1.09 -1.35 1.21 1.27 3.56 1.21 1.59
OKAY | OKAY OKAY OKAY OKAY |OKAY | OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY
BIRC6 |BIRCSE BNIP1 BNIP2 BNIP3 ENIP3L |BRAF NOD1 CARDS CARDS CASP1 CASP10
C 2.42 1.21 1.48 2.39 1.11 1.51 -1.14 -1.06 1.21 1.21 -1.08 -1.14
OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY
CASP14 | CASP2 CASP3 CASP4 CASP5 |CASP6 |CASP7 CAsSPE CASPS CD40 CD40LG CFLAR
D 1.21 1.61 1.56 1.13 1.21 1.21 1.97 -1.04 -1.12 -1.43 1.21 1.67
OKAY | OKAY OKAY OKAY OKAY | OKAY |OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY
CIDEA CIDEB CRADD DAPK1 DFFA FADD FAS FASLG GADD45A HRK IGF1R LTA
E 1.21 1.35 1.84 1.59 1.23 1.27 2.36 1.21 1.63 1.21 1.37 1.19
OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY
LTER MCL1 NOL3 PYCARD RIPK2 | TNF TNFRSF10A | TNFRSF10B | TNFRSF11B | TNFRSF1A | TNFRSF21 | TNFRSF25
F 1.10 1.62 1.02 1.20 3.45 1.20 1.21 5.00 1.21 1.54 2.81 1.21
OKAY | OKAY OKAY OKAY OKAY |OKAY |OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY
CD27 |TNFRSF9 | TNFSF10 |CD70 TNFSF8 |TPS3 |TPS3BP2 | TP73 TRADD TRAF2 TRAF3 TRAF4
G 1.21 1.21 1.02 1.21 1.21 2.56 1.29 1.21 -1.37 1.46 2.04 3.41
OKAY | OKAY OKAY OKAY OKAY |OKAY | OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY

Sekil 3.22 Vulpinik asitle muamele edilmis HepG2 hiicrelerinde apoptotik yolak

genleri ifadesinin 1s1 haritasi

Sekil 3.23°te 2,5 kat degisimin esik degeri olarak alindiginda upregule/down
regule olan genler plot/plot grafigiyle elde edilmistir. Bu genlerden apoptozla ilgili
olanlarindan TP53, TNFRSF21, TRAF4, RIPK2, BIRC2, TNFRSF10B genlerinin
anlatimini kontrol grubuna gére 2 ile 4 kat arttirdigin1 BAK1 anlatimini ise yaridan
daha az seviyeye diistiigli saptandi. Apoptozla ilgili olmayan ve ‘housekeeping’
geni olarak bilinen ger¢cek zamanli PCR’da pozitif kontrol olarak kullanilan ACTB
de de anlatimin kontrole gore arttigi belirlendi. Sekil 3.24’te ise bu genlerden
apoptotik yolakla ilgili olanlar1 kontrol ve test gruplarindaki anlatimseviyleri

goreceli olarak verilmektedir.
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Sekil 3.23 Vulpinik asitle muamele edildiginde upregule ve down regule olan

genlerin plot/plot grafigiyle sunumu (esik degeri >2.5)

Fold Change

(’O

[ BAK1 m BIRC2 m RIPK2 (I TNFRSF10B m TNFRSF21 m TPS3 i TRAF4|

Sekil 3.24 Kontrol ve test grubu HepG2 hiicrelerinde anlatimi degisen apoptotik

yolak genleri
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4 TARTISMA ve SONUC

4.1 Benzofuran Tiirevlerinin Normal ve Kanserli Hiicreler Uzerinde
Sitotoksisik ve Bazi Mikroorganizmalar Uzerinde Antimikrobiyal
Etkisi

MTT ve NK alimi testleri, benzofuran tiirevlerinin suda ¢ozlindiigiinde
yuksek derisimlerde bile (10000 puM) sitotoksik etkisinin olmadigin1 ve 500
ug/ml’ye kadar herhangi antimikrobiyal etkisinin olmadiginit gdsteren birbirini
destekler bulgular verdi. Fakat baska benzofuran tiirevlerinin DMSO ile
¢ozildiuginde Hep-2 hiicrelerine 72 saat muamelesinin 4-13 uM olan IC50
degeriyle onemli sitotoksik etkiye sahip oldugu bulunmasi bunun yanisira (Huang
ve ark., 2007), antibakteriyal (Jiang ve ark., 2011) ve antifungal (Gundogdu-
Karaburun ve ark., 2006) etkilerinin de bulunmasi ¢6ziiciiniin toksisite tizerindeki
etkisini ortaya koymaktadir. Literatiirde benzofuran tiirevlerinin floresan
Ozelliklerinin de bulundugu belirtildiginden (Sun ve ark., 2006; Yarasir ve ark.,
2012; Mave ark., 2013) suda ¢oziildiigiinde toksik olmadigi belirlenen aril (3-metil-
benzofuran-2-il) keton tiirevlerinin difiizyon ve fotokimyasal &zellikleri

arastirildiktan sonra hiicre biyolojisi ¢alismalari i¢in kullanilabilirligi test edilebilir.

4.2  Vulpinik Asitin Normal ve Kanserli Hiicreler Uzerinde Sitotoksik

Etkisi

Vulpinik asitin her iki hiicre hattina da benzer derecede toksik oldugu
bulunmustur. Tablo 3.1 ve 3.2’den anlasildig1 gibi MTT testi ile NR alimi testi
arasinda 6nemli diizeyde korelasyon bulunmaktadir. Vulpinik asitin F2408’ler
tizerinde MTT ve NR testleriyle tespit edilen IC50 degerleri sirasiyla 48 saatte
455,1 ve 515,2 uM seviyesindeyken 72 saatte 285,2 ve 313 uM’dir. Literatiide 280
ug/ml’lik Cetraria aculeata liken ekstraktinin F2408 hiicrelerine 48 saat
muamelesinin MTT ile belirlenen ICso degeri oldugu belirtilmistir (Zeytinoglu ve
ark., 2008). Vulpinik asit ile Cetraria aculeata liken ekstraktinin IC50 degerleri
karsilastirildiginda vulpinik asitin F2408 hiicreleri iizerine daha toksik oldugu

goziikkmektedir.
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HepG2’ler iizerinde MTT ve NR testleriyle tespit edilen IC50 degerleri
sirasiyla 48 saatte 298,8 ve 413,7 uM seviyesindeyken 72 saatte 235,9 ve 297,8
uM’dir. HepG2’ler iizerinde vulpinik asitin ve liken ekstraktlarinin etkisini
belirlemeye yonelik bir ¢aligmaya literatiirde rastlanmamistir. Ancak MMO98
malignant mezotelyoma, A431 karsinom ve HaCaT hiicreleriyle gergeklestirilen
calismada noétral red alim testi sonucu sirasiyla 503, 76 ve 160 uM derisimlerdeki
vulpinik asitin 24 saatlik muamelesinin ICso degeri oldugu belirtilmistir (Burlando
ve ark., 2009). Bu ¢alismada 24 saatte anlamli bir toksik etki gdzlenmedigi i¢in
HepG2 ve F2408 hiicrelerinin MM98 malignant mezotelyoma, A431 karsinom ve
HaCaT hiicrelerine gore vulpinik asit sitotoksisitesine daha direncgli oldugu ortaya

cikmaktadir.

Literatiirde vulpinik asitin antimikrobiyal etkisinin incelendigi sonucta
farkli mikroorganizmalar igin 3,8-31,5 ug/ml arasinda degisen MIK degerlerinin
tespit edildigi calsmada bulunmaktadir (Nadir ve ark., 1992). Ayrica vulpinik asitin
bitki patojeni olan fungus biiylimesini total liken ekstraktlarindan daha fazla

etkiledigi gosterilmistir (Kowalski ve ark., 2011).

4.3  Sisplatinin ve Siklopaminin Normal ve Kanserli Hiicreler Uzerine
Sitotoksik Etkisi

Pozitif kontrol olarak test edilen anti-kanser ajan olan sisplatinin HepG2 ve
F2408 hiicrelerindeki etkisi MTT ve NR testleri karsilagtirilarak incelendiginde
mitokondriyal faaliyete gore lizozomal =zara daha ¢ok zarar verdigi
gbzlemlenmistir. Bu durum sisplatinin 6nce protein sentezine ardindan NR alimina
daha sonra da MTT doniisiimiine etkide bulundugunu belirten 6nceki ¢aligmayla da

(Leibbrandt ve ark., 1995) uyumludur.

Pozitif kontrol olarak test edilen diger bir anti-kanser ajan olan siklopamin
her iki hiicre hattina da benzer sekilde toksik etki gostermektedir. Siklopamin
toksisitesinin NR alimi veya MTT doniisiimii bakimindan herhangi bir farklilik
gostermedigi her iki hiicre hattinda da gozlemlenen bir sonugtur. Literatiir

arastirmasinda siklopamin bu agidan yaklasan bir ¢alismaya rastlanmamustir.
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Vulpinik asitin her iki MTT doniistimii ve NR alimu ile belirlenen toksisitesi
arasinda anlamli bir fark olmadigindan vulpinik asitin, sisplatin benzeri toksisiteden

ziyade siklopamin gibi benzer etki gosterdigi diisiiniilmektedir.

4.4  Vulpinik Asitin HepG2’lerde Apoptotik Hiicre Sayisina ve Apoptoz
Yolag1 Gen Anlatimina Etkisi

Her iki hiicre hattina 48 saat boyunca uygulanan 200 uM’lik vulpinik asitin
apoptotik hiicre oranin1 % 50’ye ¢ikarmasi vulpinik asitin apoptotik etkiye sahip

oldugunu gostermektedir.

Gergek zamanli RT-PCR sonucu, HepG2 hiicrelerine 48 saat uygulanan 100
uM vulpinik asitin TP53, TNFRSF21, TRAF4, RIPK2, BIRC2, TNFRSF10B
genlerinde anlatimi kontrol grubuna gore 2 ile 4 kat arttigi BAK1 geni anlatimini
ise yaridan daha az seviyeye diistiigii saptandi. Anlatim1 degisen genlerin NCBI

(National Centre For Biotechnology Information)’dan elde edilen bilgiler sunlardir

TNFRSF10B (tumor nekroz faktor reseptor siiperailesinin 10b iiyesi, Gene
ID:8795) gen firtinii TNF-reseptdr stiper ailesi iiyelerindendir. Hiicre igi 6lim
domeni igeren bu gen iriinii TNSFF10/TRAIL/APO-2L gibi ligandlarla faaliyete
gecer. DR5 olarakta bilinir. Apoptozun bu yolla tetiklenmesi igin hiicre i¢i FADD
adaptor proteinine ihtiyag duyulmaktadir. Bu genin {i¢ farkli transkriptinin iKisi

farkli izoformlarda reseptdr kodlarken {iigiincii varyant kodlama yapmaz.

TNFRSF21 (tumor nekroz faktor reseptor siiperailesinin 21 iiyesi, Gene
ID:27242) gen iiriinii TNF-reseptor siiper ailesi liyelerindendir. DR6 olarakta
bilinir. Bu reseptor NF-kappaB ve MAPKS8/INK’y1 faaliyete gegirir ve apoptozu
tetikler. Bu reseptdr hiicre icinde TRADD adaptor proteiniyle etkilesim kurar. Bu
gen lriiniiniin yardimer T hiicrelerinin faaliyete gegmesinde ve inflamasyon ile

immiin diizenlemede rol oynayabilecegi diisliniilmektedir.

TRAF4 (TNF reseptorleriyle iligkili faktor 4, Gene ID:9618) gen tirtinii TNF
reseptorleriyle iligkili faktorlerden biridir. TRAF proteinleri TNF reseptor siiper
ailesi proteinlerinden aldiklart sinyalin taginmasina aracilik eder. Bu proteinin

p75’e (NTR/NTSRI1, norotrofin reseptorii) baglanarak NTR ile uyarilmis hiicre
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Oliimiinii ve NFkappa B faaliyete gecisine olumsuz etkide bulundugu gosterilmistir.
Bu proteinin MAPKS8/JNK’nin oksidatif faaliyete ge¢mesinde rol oynadigi

diistiniilmektedir.

RIPK2 (reseptorle etkilesen serin-triyonin kinaz 2, Gene ID:8767) gen
irlinli  serin-triyonin protein kinazlarin reseptorle etkilesen protein ailesi
tiyelerindendir. Bu gen firiinii C-u¢ bdlgesinde CARD domeni igerir. NFkappaB

etkinlestirici ve degisik etkenlere cevap olarak apoptozu uyarici rolii vardir.

BIRC2 (baculaviral TAP tekrar1 igeren 2, Gene ID:329) geninin kodladigi
protein TNF reseptorleriyle iliskili faktorlere (TRAF1, TRAF2) baglanir ve onlari
inhibe ederek apoptozu engeller. Bu protein serum yoklugunda ve serbest radikal

artirict menadione varliginda indiiklenerek apoptozu engeller.

TP53 (tumor protein p53, Gene ID:7157) gen iiriinii transkripsiyon baslatici,
DNA baglanma ve oligomerizasyon domenlerine sahip tiimor baskilayici protein
iretir. Bu protein cesitli hiicresel streslere karsi hedef genlerin anlatimin
diizenleyerek hiicre dongiisiiniin tutklanmasi, apoptoz, senescence, DNA tamiri

veya metabolik degisim gibi olaylar tetikler.

BAK1 (BCL2-antagonist/killer 1, Gene ID:578) gen iiriinii BCL2 protein
alilesine aittir. Bu protein mitokondriye yerleserek apoptozu tetiklemede is goriir.
Mitokondriyal voltaj bagimli anyon kanallariyla etkileserek zar potansiyelinin
kaybina ve sitokrom c salinimina neden olur. Hiicrelerde strese bagli olarak bu

proteinin P53’le etkilestigi bilinmektedir.

Liken asiti olan vicanicin ve protolichesterinik asitin LNCaP ve DU-145
hiicrelerinde BAX/BCL-2 protein oranini artirarak hiicrelerde apoptoza neden
oldugu gosterilmistir (Russo ve ark., 2012). Ayrica diger bir liken asiti olan
retigerik asit B’nin prostat kanseri hiicre hatlarinda BCL-2 gen anlatimini azaltarak
apoptozu tetikledigi gosterilmistir (Liu ve ark., 2010). Literatiirde liken asitlerinin
yukarida belirtildigi gibi BAX ve BCL-2 gen anlatimlarinda degisiklikler yaparak
hiicreleri apoptoza yonelttigi belirtilirken bu ¢alismada vulpinik asitin BAX ve BCL-

2 gen anlatimlarinda herhangi bir degisiklik yapmamasi, dahas1 6nemli bir apoptoz
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tetikleyicisi olan BAK1 geni anlatimini azaltmis olmasi literatiirle ¢elismektedir.
Fakat vulpinik asit muamelesiyle p53, TNFRSF10B, TNFRSF21, TRAF4 genleri
anlatiminda meydana gelen artis apoptozun molekiiler sebeplerinden olabilir.
Literatiirde liken ekstraklarinin bu genlerdeki anlatim diizeyini inceleyen bir

calismaya rastlanmadigi i¢in bu konu ancak sonraki ¢alismalarla netlesecektir.

Vulpinik asit muamelesiyle hiicrelerde anlatimi degisen genler dikkate
alindiginda HepG2’lerde hem digsal yolak aracilifiyla gerceklesen apoptoz
TNFRSF10B, TNFRSF21, TRAF4, gen anlatimmi artirdigt hem de bu yolagin
negatif diizenleyicilerinden olan RIPK2, BIRC2 geninde anlatimi artirdigi
bulunmustur. Ayrica 6nemli bir tiimor baskilayici protein olan TP53 anlatiminin
arttig1 fakat bu proteinin transkripsiyon faktorii olarak ¢alistigi bilinen (Graupner
ve ark., 2011) BAK1 geninde anlatimin azaldigi belirlenmistir. Bu bulgularin

protein diizeyindeki ¢aligsmalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Sonug olarak bu bulgulara gore vulpinik asitin HepG2 hiicreleri igin
apoptozu TP53 geninde anlatimi artirarak tetikledigi soylenebilir. Fakat bundan
daha ilging olan1 vulpinik asitin digsal apoptoz yolaginda is goren proteinlerin
anlatimini da artirmasidir. Bu durumun nasil gergeklestigi ve vulpinik asitle birlikte
TNFRSF10B, TNFRSF21 agonistlerinin birlikte kullaniminin karaciger kanserinde
apoptozu daha ¢ok etkinlestirebilecek bir yaklagim olup olmadigi sonraki

caligsmalarla belirlenebilecek arastirmaya deger bir konudur.
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