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OZET

Hidrojen Peroksit ile Oksidatif Strese Ugratilmis BEAS 2B Hiicre
Hattinda Myrtus Communis L. Yagimin Antioksidan Etkisinin
Arastirilmasi

Bu ¢alismada, Myrtus Communis L.(MC) esansiyel yaginin,in vitro olarak hidrojen
peroksit ile oksidatif strese ugratilmis insan bronsiyal epitel hiicre hattinda (BEAS-2B)
antioksidan etkilerinin olup olmadigi, apoptotik yolaklar1 tetikleyip tetiklemedigi,
tetikliyorsa hangi apoptotik yolak iizerinden diizenlendigi arastirilmistir.

BEAS-2B hiicreleri, oksidatif stres modeli olusturmak i¢in uygun dozun
belirlenmesine yonelik 24 saat siireyle 0, 30,40, 50, 75, ve 100uM H20>'ye maruz birakildi.
MTT yontemiyle hiicre canliligi analiz edildi. 40 uM H20: ile MC yaginin 1000-500-250-
125-62.5-31.25-15.625 pg/ml dozlar1 24 saat siireyle inkiibe edilip MTT yontemi ile
15,625ug/ml’nin sitotoksik olmayan doz oldugu tespit edildi. Bu dozlarda oksidatif stres
durumu ve apoptotik yolakta gorevli Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9 ile p21 gen
ekspresyonlari analiz edilerek sonuglar1 degerlendirildi.

Kontrol grubu olarak H>O> maruziyeti uygulanmayan saglikli hiicre grubuyla
karsilastirildiginda, 40 uM H20. maruziyeti uygulanan grupta MDA diizeyinde anlamli bir
artis gozlenirken (p=0,0005), MC esansiyel yagi ile tedavi edilen gruptaki MDA diizeyi
kontrol grubu ile benzer diizeyde (p>0.05) bulunmustur. MC esansiyel yag ile tedavi edilen
grup, H202 maruziyetine ugratilmis ile grup ile karsilastirildiginda MDA diizeyinde anlamli
bir azalma saptanmustir (p=0,2717).

24.saatte 40 uM H>0O, maruziyeti uygulanan hiicrelerde Kaspaz 3, Kaspaz 8 ve p21
genlerinin ekspresyon seviyelerinin saglikli hiicre grubuna gore anlamli bir sekilde arttig
(sirastyla p=0.001, p=0.017 ve p=0,0003), Kaspaz 9 gen ekspresyon seviyesinin degismedigi
(p=0.8) saptanmustir. MC yagi ile tedavi edilen hiicrelerde, oksidatif stres modelinin
olusturuldugu gruba gore p21, Kaspaz 8 ve Kaspaz 9 gen ekspresyon seviyelerinde bir
degisiklik gozlenmezken (p>0.05), Kaspaz 3 gen ekspresyon seviyesinde anlamli sekilde
azaldig1 saptanmistir (p=0.00007).

Caligmamizda, MC esansiyel yagimm 15,625ug/ml dozda oksidatif stres iizerinde
MDA seviyesini giiclii sekilde azaltict etkisi oldugu, ayrica ayn1 dozda Kaspaz 3 gen
ekspresyonun azaltilmasi ile apoptozu durdurucu bir etki gostererek, terdpatik ajan olarak
potansiyeli oldugu gosterildi.

Sonug olarak MC yaginin giiclii bir antioksidan etkiye sahip oldugu, oksidatif
stresten kaynaklanan apoptozisin geri ¢evirilmesinde de etkili oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Myrtus comunis L yagi, Apoptoz, BEAS-2B hiicreleri,
oksidatif stres
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ABSTRACT

Investigation Of Antioxidant Effect Of Myrtus Communis L. Oil In
BEAS 2B CELL Line Where Hydrogen Peroxide And Oxidative Stress-
Discharged

The study investigated whether the essential oil of Myrtus Communis L. (MC) has
antioxidant effects in human bronchial epithelial cell line (BEAS-2B) that was exposed to
oxidative stress in vitro by hydrogen peroxide, and whether it triggers apoptotic pathways
and which apoptotic pathway is regulated.

BEAS-2B cells were exposed to 0, 30, 40, 50, 75, and 100 uM H20> for 24 hours to
determine the appropriate dose to form an oxidative stress model. Cell viability was analyzed
by MTT method. 40 uM H20 and 1000 - 500 - 250 - 125-62.5-31.25-15.625 pg/ml doses
of MC oil were incubated for 24 hours and 15.625 pg/ml was determined as non-cytotoxic
by the MTT method. At these doses, oxidative stress status and caspase 3, caspase 8, caspase
9 and p21 gene expression in apoptotic pathway were analyzed and the results were
evaluated.

When the control group was compared with healthy cell group without H.O2, 40uM
H20- exposure group showed a significant increase in MDA level (p=0.0005), whereas the
level of MDA in MC essential oil which were treated group was similar to the control group
(p>0.05). The group which was treated with MC essential oil had a significant decrease in
MDA levels compared to the group which was exposed to H.O> (p=0.2717).

Expression levels of Caspase 3, Caspase 8 and p21 genes were significantly increased
in cells which were treated with 40 uM H20> at 24 h (p=0.001, p=0.017 and p=0.0003,
respectively). Caspase 9 gene expression level did not show any change (p=0.8). While there
was no change in p21, Caspase 8 and Caspase 9 gene expression levels in MC treated cells
with respect to oxidative stress model (p> 0.05),Caspase 3 gene expression level decreased
significantly (p=0.00007).

In our study, MC essential oil has a potent reducing effect on MDA level on oxidative
stress at dosageof 15,625 pg/ml in addition to a strong potential as a therapeutic agent by
inhibiting apoptosis by decreasing Caspase 3 gene expression at the same dose.

As a result, MC oil has a strong antioxidant effect and it is thought to be effective in
reversing apoptotic mechanisms that were caused by oxidative stress.

Keywords: Myrtus comunis L oil, Apoptosis, BEAS-2B cells, oxidative stress
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1.GIRIS

Myrtle (Myrtus communis L; MC), Myrtaceae familyasina ait yaprak dokmeyen bir
bitkidir. Akdeniz bolgesinde kendiliginden biiylir ve eski zamanlardan beri yiyecek ve
baharat amaglh kullanilmaktadir. Ayrica tibbi olarak kullanimi da yaygindir. Yapraklar ve
meyveler geleneksel olarak antiseptik, dezenfektan ve hipoglisemik ajanlar olarak
kullanilmaktadir (Hayder ve ark. 2004). Murt ve mersin bitkisi olarak anilmasinin yani1 sira
Hatay ilinde "hambeles" ismi ile bilinen MC &zellikle Tiirkiye, Yunanistan, italya, Cezayir,
Tunus ve Fas gibi Akdeniz iilkelerinde yaygin olarak goriilmektedir (Aydin ve Ozcan
2007).Halk hekimliginde, bitkinin meyvesi, ishal ve dizanteri dahil olmak {izere ¢esitli
bulasici hastaliklarin tedavisinde kullanilir; yapraklar, yaralari iyilestirmek i¢in kandidiyazin
tedavisinde antiseptik ve antienflamatuar madde olarak kullanilmaktadir (Mansouri ve ark.
2001). Bitkinin halk arasinda goze carpan 6zelligi, yapraklarindaki sayisiz bezde bulunan
ucucu yagmin hos kokusudur. Yag bilesimi bitkinin cografi kokeninden olduk¢a fazla
etkilenir. Konuyla ilgili ¢ok sayida yayinlanmis bilimsel makaleye gore, esansiyel yagi,
kozmetik, ila¢ ve gida endiistrisi i¢in, onu degerli bir hammadde yapan gii¢lii antimikrobiyal

aktiviteye sahiptir (Cakir 2004, Gardeli ve ark. 2008).

Cesitli oksidan molekiillerin seviyeleri ve antioksidanlar arasindaki dengesizlik
olarak tanimlanan oksidatif stresin, bir¢ok organizmada, ¢ogu biyokimyasal degisime ve
dolayisiyla ciddi hastaliklara neden olduguna dair kanitlar artmaktadir (Smith ve ark. 2002).
Oksidatif stres, sitotoksik ve genotoksik etkilere yol acarken, lipitler, proteinler ve DNA gibi
temel biyomolekiillere zarar verebilir (Olinski ve ark. 2002). Gliniimiizde mutajenitenin ve
reaktif oksijen tiirlerinin diger olumsuz etkilerinin yaslanma, ateroskleroz, kanser, diyabet
ve cesitli norodejeneratif  hastaliklarda yer aldigi agiktir. Son yirmi yilda dogal
antioksidanlar {izerinde ¢ok durulmaktadir (Mimica-Dukic ve ark. 2003, Hayder ve ark.
2008). Pek ¢ok ugucu yag ve bilesenleri, son zamanlarda dogal antioksidanlar olarak

nitelendirilmekte ve sentetik antioksidanlara potansiyel bir alternatif olarak dnerilmektedir.

Bu ¢alismada in vitro ortamda hidrojen peroksit ile oksidatif strese ugratilmis BEAS-

2B Insan Bronsiyal Epitel Hiicresinde, Myrtus Communis L. yaginm, oksidatif hasardan



kaynakli indiiklenmis apoptotik yolaklar1 baskilayip baskilamadigi, dolayisiyla
antiapoptotik ve antioksidan etkileri arastirtlmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Myrtus communis L.

Myrtus communis L (Myrtle, Mersin, MC), Akdeniz havzasina 6zgii Myrtaceae
familyasina ait 6nemli aromatik ve tibbi tiirlerden biridir. Genelde mersin olarak bilinen
Myrtus communis, Kuzey Yarimkiire'de bulunan cinsin tek tiiriidiir. Myrtus cinsi 1liman,
tropik ve subtropikal bolgelerde yetisen yaklasik 100 cins ve 3000 tiir icerir. Bu yaprak
dokmeyen c¢ali yaklasik 1-5 m yiikseklige kadar ulasirken, 0-600 m yiikseklikte yabani
olarak biiyiir. Korsika'da yabani olarak yetisen, Akdeniz {ilkelerinde bitkisel ilaglarda yaygin
olarak kullanilir. Beyaz cicekleri olan tipik bir Akdeniz ¢alisidir (Traveset ve ark. 2001, Tumen
ve ark. 2011).

Myrtus communis L. antik ¢aglardan beri baharat ve yiyecek hazirlama amagli olarak
kullanilmasinin yani sira tibbi ajan olarak da kullanilmaktadir. Baharat olarak Myrtle, aci
tadindan dolayi, hos kokusuna ragmen genis bir uygulama alani bulamamaktadir. Tadinin
cok yogun, oldukca nahos ve ¢ok aci olmasi nedeniyle mutfak uygulamasi Italya gibi
bolgeler ile sinirhidir (Gortzi ve ark. 2007). italya'da, ézellikle Sardunya'da meyveler ve
yapraklar, iyi bilinen igki likori iiretmek igin kullanilir. Myrtus communis L. dumani ile
tiitsiilendirilerek tatlandirilmis yiyecekler Italya'nin kirsal bolgelerinde yaygindir. Bitkinin
bazi kisimlari, gida endiistrisinde et ve soslar tatlandirmak igin kullanilir, meyveleri ve
yapraklari likorlerin endiistriyel formiilasyonunda kullanilir (Chalchat ve ark. 1998).

Yapraklar ¢cok kokulu olup parfiim ve kozmetik endiistrisinde, 6zellikle Portekiz ve
Tiirkiye'de yaygin olarak kullanilmaktadir. Geleneksel olarak antiseptik, dezenfektan ve
hipoglisemik ajan olarak kullanilir. Tiirkiye'de mersin yapraklar1 ve meyveler kdylerde
antiseptik bir ilag olarak kullanilmaktadir (Tumen ve ark. 2011). Benzer sekilde, Italyan halk
tibbinda, bu bitkinin meyvesi, ishal ve dizanteri dahil olmak tizere bir¢cok bulasici hastaligin
tedavisinde kullanilir. Yapraklarin kandidiyazis tedavisi i¢in antiseptik ve antienflamatuar

olarak kullanilmasinin yani sira, gargara olarak da kullanildig: bilinmektedir.

Yapraklarindan elde edilen esansiyel yag akciger hastaliklarimin tedavisinde
kullanilmaktadir. Yapraklardan ve geng dallardan yapilan infiizyonlar uyarici, antiseptik ve

hipoglisemik ajan olarak kullanilirken ve astim, egzama, sedef hastaligi, diyare,



gastrointestinal bozukluklar ve idrar enfeksiyonlari igin ilag olarak kabul edilmektedir
(Gortzi ve ark. 2007).

2.1.1. Myrtus communis L. Esansiyel Yag Eldesi ve Kimyasal Kompozisyonlari

Myrtus communis L. ‘ninigeriginin en kuvvetli oldugu hali ¢iceklenme donemidir.
Hatay ilinde toplanan ve kurutma firmlarinda 35°C'de nemi uzaklastirilip kurutulur. Neo-
clevenger aparat sayesinde hidrodistilasyon metoduylaesansiyel yag oranlar1 belirlenir. Bu
uygulamay1 yapabilmek i¢in 100 g kuru bitki clevenger cihazinin balonuna konulur, balona
bitki miktarinin 10 kat1 kadar (1000 ml) saf su eklenir ve mantolu isitic1 iizerinde balon
igeriginin kaynama noktasina gelmesi beklenir. Kaynama sirasinda, esansiyel yaglar su
buhari ile birlikte buharlasarak balonun {istline yerlestirilmis olan ve soguk su sirkiilasyonu
ile sogutulan sogutucuya ilerler. Sogutucuya temas eden buhar yogunlagarak damla damla
toplama {initesinde birikir. Hidrodistilasyona, bitkisel materyal kaynamaya basladiktan
sonra 3 saat slireyle devam edilip siire¢ tamamlandiktan sonra toplama iinitesinde biriken

ucucu yag koyu renkli siselere aktarilir.

Elde edilen ugucu yaglarin kimyasal kompozisyonlart GC-MS (Gas chromato
graphy-mass spektrometre; gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi) ile analiz edilerek
belirlenir. Bu analizlerde kapiler kolon (TG-Wax 30m x 25 pum) ve mass dedektor
kullanilarak gergeklestirilir. Iyonizasyon saglanmasinda kullanilan enerji 70 eV’ dur,
helyum gazi tastyict gaz (1 ml/dk) olarak kullanilir. Enjektor ve MS (Mass spectrometry;
kiitle spektrometresi) gecis hatti sicaklik degerleri ise 250 ve 220°C’dir. Kolon sicakligi
baglangigta 50 °C’de 3°C/dk 1s1 artig orani ile 220°C’ ye kadar getirilir. Ugucu yag 6rnekleri
cihaza otomatik enjeksiyonla 1 pl verilir.



Cizelge 2.1. MC esansiyel yaginin bilegenleri

RT Bilesen Adi Sl RSI Cas# % Alan
3,41  a-Pinene 985 986 80-56-8 29,56
4,49 | Isobutylisobutyrate 991 992 97-85-8 0,34
4,76  B-Pinene 983 993 127-91-3 0,28
6,01 | Myrcene 973 981 123-35-3 0,11
6,85 | Limonene 980 995 138-86-3 8,16
7,05 | Eucalyptol 989 989 470-82-6 31,20
8,17 | y-Terpinene 960 977 99-85-4 0,26
8,42  Ocimene 973 983 3779-61-1 0,10
8,96 | p-Cymene 964 964 99-87-6 0,30
9,3 Terpinolene 933 934 586-62-9 0,18
19,1 | Linalool 982 982 78-70-6 11,76
19,34 | Linalylacetate 982 984 115-95-7 1,46
20,87 | Terpinen-4-ol 979 981 562-74-3 0,20
23 a-Humulene 966 972 6753-98-6 0,18
23,44  Estragole 978 988 140-67-0 0,33
23,95 | trans-Sabinol 885 890 471-16-9 0,10
24,27  a-Terpinylacetate 968 985 80-26-2 1,17
24,43  a-Terpineol 991 993 98-55-5 7,19
25,35 | 2-Hydroxycineol 839 874 18679-48-6 0,12
25,57 | Nerylacetate 955 959 141-12-8 0,19
26,67 | Geranylacetate 991 991 105-87-3 2,44
28,21 | Nerol 969 976 106-25-2 0,10
29,89 | Geraniol 971 972 106-24-1 0,61
33,72 | Caryophylleneoxide 956 978 1139-30-6 0,12
35,41 | Anisylacetone 953 960 104-20-1 0,68
35,56 | Humuladienone 838 859 NA 0,21
35,89 | Cinerolone 787 892 17190-74-8 0,60
39,23  L24-Cyclopentanetrione, 767 864 54644-27-8 0,11
pentenyl
40,58 | Docosane, 11-decyl- 643 644 55401-55-3 0,19
43,26 | Caryophylleneoxide 873 897 1139-30-6 0,11
Methyl4-{[(2E)-3',7'-dimethyl-5'-
43,79 | oxo-3',6'-octadienyl]oxy]-3-OH 609 933 NA 0,35
benzoate
ag,g5  Dyrolidine, 1-(1,6- 660 733 56630-89-8 0,26

dioxooctadecyl)-

*RT: Retention time
MC’nin gesitli yerlerinden elde edilen ugucu yagin bilesenleri, kKimyasal olarak temel
li¢ kategoriden olusur: terpenler (monoterpen hidrokarbonlar ve seskiterpen hidrokarbonlar),

terpenoitler (oksijenli monoterpenler ve oksijenli seskiterpenler) ve fenilpropanoidler



(Kanoun ve ark. 2014). MC yaginda bulunan bilesikler arasinda E-2-heksenal, Z-3-heksenol,
trisiklen, a-thujene, a-pinen, sabinen, B-pinen, mirsen, 6-3-karen, a-terpinen, p-cymene,
limonen, 1,8-cineole, E-B-okimen, linalool E-oksit, terpinolen, linalool, a-terpineol,
myrtenol ve Gjenol bulunmaktadir (Gardeli ve ark. 2008). Geleneksel olarak, mersin
bitkisinden elde edilen esansiyel yag ve ham oziitler farmasotik, kozmetik ve gida
endistrilerinde cesitli preparatlarda kullanilir. Bu uygulamalar, karakteristik ucucu

bilesenlerin varliginedeniyle miimkiindiir (Messaoud ve ark. 2012).

MC yaginin igerigindeki kimyasallar asagida belirtildigi iizere ¢esitli olup herbirinin
etkinligi farkilik arz etmektedir (Wagih 2015, Aldrich 2019) :

» E-2-heksenal:parfiim ve aromalar i¢in en basit diiz zincirli doymamus aldehittir. Birgok
bitkinin yesil yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarda bulunur.

» Z-3-heksenol:Cogu bitki tarafindan kiigiik miktarlarda iiretilir ve bir¢ok yirtici bocege
cekici gelir.

» a-thujene:Cesitli bitkilerin esansiyel yaglarinda bilesenlerin énemli bir bolimiinii
olusturur.

» a-pinen: a-Pinen birka¢ ugucu yagda goriiliir ve antienflamatuar ve antimikrobiyal
ozellikler gosterir ve genis spektrumlu bir antibiyotik gérevi goriir.

= Sabinen: Bu, gesitli bitki tiirlerinin ugucu yaglarindan izole edilen bir monoterpendir.
Bitki metaboliti olarak bir rolii vardir.

= B-pinen: Beta-pinen, ekzosiklik bir ikili baga sahip bir pinenin izomeridir. Birgok
bitkiden elde edilen ugucu yaglarin bir bilesenidir. Bitki metaboliti olarak rol oynar.

= Mirsen: Mysen veya f-mysen, olefinik bir dogal organik hidrokarbondur. Monoterpen
olarak siiflandirilir.

= §-3-karen: Bir monoterpendir. Tatli ve keskin bir kokuya sahiptir. Suda ¢oziiniir
degildir, fakat yag ve yaglarla karisabilir.

= a-terpinen: Iki ¢ift bagmin pozisyonunda farkli {i¢ izomerik monoterpen'den biridir.

= p-cymene: Dogal olarak olusan bir aromatik organik bilesiktir. p-Cymene suda
¢Ozilinmez, ancak organik ¢oziiciiler ile karisabilir.

» Limonen: Metil-4 izopropenil-1 sikloheksen maddesinin yaygin adi. Bitkilerde ¢ok
yaygin olarak bulunan bir hidrokarbondur.

= 1,8-cineole: Bir monoterpen ve sikloheksanol tiirevidir



2.1.2. Myrtus communis L. ve Oksidatif Stres

Sentetik antioksidanlarin kanserojen etkileri nedeniyle, insan uygulamalari igin
kullanimlar1 sinirlandirildigindan, dogal kaynakli antioksidanlara ilgi artmaktadir. Myrtus
communis L. gibi aromatik ve sifali bitkiler, fenilpropanoidler ve ugucu yaglar gibi sekonder
metabolitlerin aktivitesi nedeniyle dogal bir antioksidan kaynagidir. Bu bitki esansiyel
yaglar1 ve 6zleri binlerce yildan beri gidalarin korunmasinda kullanilmistir. Bitki 6zlerinin

antioksidan kapasitesinin fenolik icerikle giiclii bir sekilde iliskili oldugu iyi bilinmektedir.

Sekil 2.1. Myrtus communis L (Myrtle) bitkisi (Sindh 2019)

Fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteleri, indirgeyici ajanlar, hidrojen bagisgilar,
tekli oksijen sondiiriiciiler olarak etki etmelerini saglayan redoks oOzelliklerine
baglanmaktadir (Gardeli ve ark. 2008). Kumar ve arkadaslari Myrtus communis L
yapraklarindan ve bitkinin diger kisimlarindan elde edilen farkli ekstraktlarin ve bilesiklerin
antioksidan aktiviteleri oldugunu bildirmislerdir (Kumar ve ark. 2011). Myrtus communis L.
meyvelerinde antiradikal/antioksidan kapasite ile toplam fenol miktar1 arasinda ¢ok yiiksek
bir korelasyon oldugu ortaya koyulmustur (Montoro ve ark. 2006).

Yapraklardan ve giceklerden elde edilen MC metanol ekstraktlari, radikal siiptirme,
karoten-linoleik asit agartma ve metal selatlama aktivite analizleri kullanilarak diger
esansiyel yaglarla karsilastirlldiginda daha iyi antioksidan aktivite gostermistir (Aidi
Wannes ve ark. 2010). Ham oziitler, etil asetat fraksiyonu, biitanol fraksiyonu, tanenler ve
MC yapragi, gévdesi ve meyvesinden elde edilen antosiyaninler de antioksidan kapasiteleri

incelenmistir. Esansiyel MC yagin inflizyon zamanina gore degiskenlik gosteren énemli



antioksidan o6zelliklere sahip oldugu tespit edilmistir (Messaoud ve ark. 2012).Bu veriler
ekstrakttan elde edilen MC esansiyel yaginin potansiyel bir dogal antioksidan kaynagi
oldugunu ve bu nedenle gida iiriinlerinde ve dogal saglik iiriinlerinde bir gida dengeleyicisi

olarak kullanilabilecegini gostermistir.

2.2. Apoptozis

On dokuzuncu ylizyillin ortasindan bu yana, bir¢ok c¢alisma, hiicre oliimiiniin
embriyogenez, metamorfoz ve ¢ok hiicreli organizmalarin fizyolojik siirecleri sirasinda
onemli bir rol oynadigini gostermistir (Lockshin ve Zakeri 2001). Programlanmis hiicre
Olumi terimi, 1964'te, gelisim sirasindaki hiicre Oliimiiniin tesadiifi olmadigini, kendi
kendini imha etmeye yol agan bir dizi kontrollii adim izledigi one siiriilerek, ortaya atilmistir
(Lockshin ve Williams 1964). Sonunda, apoptozis terimi, hiicresel kendi kendini imha
etmeye yol acan morfolojik siiregleri tanimlamak igin ilk olarak Kerr, Wyllie ve Currie

tarafindan yayinlanan bir ¢alismada kullanilmistir (Kerr ve ark. 1972).

Apoptozis, agaclardan diisen yapraklara veya ¢gigceklerden diisen yapraklara benzeyen
"diisme" anlamina gelen Yunan kokenli bir kelimedir. Bu benzetme, canli maddenin
Olimiiniin organizmalarin yasam dongisiiniin ayrilmaz ve gerekli bir pargasi oldugunu
vurgulamaktadir. Apoptotik hiicre O6liimii, ¢ok hiicreli organizmalarin gelisiminde ve
dokulardaki hiicre popiilasyonlarinin fizyolojik ve patolojik kosullar {izerine diizenlenmesi
ve korunmasinda onemli rol oynayan aktif ve tanimlanmis bir siirectir. Apoptozisin 1iyi
tanimlanmis ve programlanmis hiicre 6liimiiniin en sik goriilen sekli oldugu, ancak diger

apoptotik olmayan hiicre 6liimiiniin 6nemi vurgulanmahidir (Leist ve Jattle 2001).

2.2.1. Apoptozisin Onemi

Cok hiicreli biyolojik sistemlerin gelisimi ve bakimi, organizmayi olusturan hiicreler
arasindaki karmasgik bir etkilesime dayanir, hatta bazen tek tek hiicrelerin organizma lehine

fedakar bir davranis igerdigi goriilmektedir. Gelisim sirasinda, sonunda programlanmis



hiicre 6liimiine ugrayan ve boylece bir¢cok organ ve dokunun sekillenmesine katkida bulunan

birgok hiicre fazla iiretilir (Meier ve ark. 2000).

Baglangicta olusturulan noronlarin yarisinin erigkin beyin olustugunda ileriki
asamalarda 6lmesi bir diger apoptozis drnegidir (Hutchins ve Barger 1998). Ayrica yetiskin
bir organizmanin hiicreleri, siirekli hiicre sayilar1 bakimindan homeostazi korumak icin
proliferasyonla dengelenmesi gereken fizyolojik hiicre 6liimiine ugrar. Gelismekte olan
lenfositlerin cogunlugu, ya antijen reseptoriiniin olusumundaki genetik yeniden diizenleme
olaylar1 sirasinda, negatif seleksiyon sirasinda ya da periferde oliir, boylece islevsel fakat
kendi kendine reaktif olmayan bagisiklik hiicreleri sik1 bir sekilde kontrol edilir (Rathmell
ve Thompson 2002). Apoptotik programin islev bozuklugu veya diizensizligi, c¢esitli
patolojik durumlarda ortaya c¢ikar. Apoptozisdeki bozukluklar kansere, otoimmiin
hastaliklara ve viral enfeksiyonlarin yayilmasina neden olabilirken, norodejeneratif

bozukluklar, AIDS ve iskemik hastaliklar asir1 apoptozise neden olur (Fadeel ve ark. 1999).

2.2.2. Apoptotik Hiicrelerin Morfolojik Ozellikleri

Apoptotik  hiicreler morfolojik degisikliklerle taninabilir: hiicre kiigiiliir,
deformasyon gosterir ve komsu hiicrelerine temasini kaybeder. Kromatini niikleer
membranda yogunlasir, plazma zar1 tomurcuklanir ve son olarak hiicre, sitozol,
yogunlastiritlmis kromatin ve organelleri igeren 'apoptotik cisimler' adi verilen kompakt
membranla kapli yapilar halinde pargalanir (Baines 2010). Apoptotik cisimler makrofajlar
tarafindan yutulur ve bdylece inflamatuar bir tepkiye neden olmadan dokudan ¢ikarilir. Bu
morfolojik degisiklikler apoptotik bir hiicrede meydana gelen karakteristik molekiiler ve
biyokimyasal olaylarin bir sonucudur. En 6nemlisi, sonunda DNA'min oligoniikleozomal
fragmanlara boliinmesine aracilik eden proteolitik enzimlerin aktivasyonunun yani sira,
genellikle sitoplazmanin veya organellerin biitlinliiglinii ve seklini belirleyen ¢ok sayida

protein substratinin boliinmesini de saglar (Saraste 2000).



2.2.3. Apoptotik Sinyaller ve Molekiiler Mekanizmalar

Genel olarak apoptozisin diizenlenmesinde kalsiyum, seramid, Bcl-2 ailesi gibi
molekiiller, p53, kaspazlar, sitokrom-c gibi proteinler ve mitokondriyonlar rol oynarlar
(Gozuacik ve Kimchi 2007).

Kromatin

Tomurcuklanma Apoptotik
Yogunlasmasi

Cisimcikler

Sismesi Hicresel ve

Delik ve Niikleer Lizis
baloncuklar

Sekil2.2. Apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimii siireci (Van Cruchten ve Van Den Broeck 2002)

2.2.3.1. Bcl-2

Otuz y1l 6nce, B hiicresi 16semisinde ve folikiiler lenfoma hiicrelerinde Bcl-2'nin asirt
ekspresyonuna yol acan immiinoglobin agir zinciri ve Bcl-2 lokuslarinin fiizyonu ile
sonuglanan yeni bir translokasyon bildirilmistir (Adams ve Cory 2001). Daha sonra Bcl-
2'nin apoptozu inhibe ederek bu hiicrelerin sagkalimimi arttirdigi gosterilmistir. Bcl-2'ye
degisen derecelerde homolojiye sahip ek genlerin, hem anti-apoptotik hem de pro-apoptotik
proteinleri de kodladig1 tanimlanmistir (Adams ve Cory 2017). Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w igeren
anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri, Bcl-2 homolojisinde yapisal homolojiyi paylasir.
Apoptotik uyaricilar, sadece BHz proteinlerinin diizenlenmesine ve/veya anti-apoptotik bcl-

2 ailesi proteinlerinin down regiilasyonuna yol acar (Adrain ve Martin 2001).

Pro-apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 familyasi proteinleri arasindaki etkilesimlerin
karmasik ag1, mitokondriyal apoptotik cevabi siki bir sekilde diizenleyerek, normal hiicresel

islevsellik sirasinda istenmeyen hiicre 6liimiinii 6nlerken, spesifik uyaranlara hizli bir tepki
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verilmesini saglar (Ashkenazi ve ark. 2017). Bcl-2 familyas1 protein etkilesimlerinin
baglanma afiniteleri, farkli doku ve hiicre tiplerinde ekspresyon profillerindeki farkliliklar
nedeniyle degiskendir (Vogler ve ark. 2017). Bu karmasiklik, farkli kanser tiplerinde
apoptozun diizenlenmesinde bireysel Bcl-2 familyasi proteinlerinin kesin rollerinin
aydinlatilmasinda bir takim zorluklar ortaya koyar, ayni zamanda bu proteinleri dogrudan
hedef alan terapotik yontemler icin yiiksek bir 6zgiillik derecesinin olabilecegini

diistindiirmektedir (Delbridge ve ark. 2016, Adams ve Cory 2017).

Anti-apoptotik Bcl-2 familyast proteinlerinin asir1 ekspresyonu bir¢cok kanserde
gobzlenir ve bu asir1 ekspresyon kromozomal translokasyonlar, gen amplifikasyonu, artan gen
transkripsiyonu veya degistirilmis translasyon sonrasi islemden kaynaklanabilir
(Moldoveanu ve ark. 2014). Belirli bir hedefe yonelik tedaviye minimal bir apoptotik cevap
zay1f bir klinik tepkiye doniisiiyorsa, spesifik olarak apoptotik diizenleyicileri hedef alan
ilaglarin apoptotik tepkinin arttirilmasi ve klinik sonuglarin iyilestirilmesi igin yararh
olabilecegi diistiniiliir (Petros ve ark. 2004). Bu nedenle, anti-apoptotik Bcl-2 familya
tiyelerinin dogrudan inhibisyonu, bu proteinlerin belirgin sekilde asir1 ekspresyonu olan
kanserlerde faydali olabilir (Czabotar ve ark. 2013).Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerini
inhibe eden ajanlar, anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin BHaile etkilesimi bozma gorevi

goriir, bu nedenle "BHz mimetikleri” olarak bilinirler.

Oligomerlesme,
Gozenek olusumu,
Gegirgenlik artigi

%!]% g
« "
Kaspaz mﬂ B Ssitokromc
Apoptozom

Yolaklan

Sekil 2.3. Bcl-2 ailesi tarafindan apoptozisin diizenlenmesi (Gewies 2003)

2.2.3.2. p53
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Timor baskilayici gen kabul edilen p53, kanserde en cok susturulmus veya
mutasyona ugramis gendir (Mirzayans ve ark. 2012). Normal sartlar altinda, p53 seviyeleri
diistiktiir ve baz1 durumlarda tespit edilemez (Williams ve Schumacher 2016). Bununla
birlikte, DNA hasari, onkogen aktivasyonu ve hipoksi gibi stres sinyalleri, p53 proteinini
stabilize eder ve fosforilasyon, asetilasyon gibi post-translasyonel modifikasyonlarla
hiicresel p53 seviyelerini arttirir. Aktive p53, hiicre dongiisii durmasi veya apoptoz da dahil

olmak tizere ¢esitli tepkilere neden olarak tiimor gelismesine karsi kritik bir bariyer saglar

(Reinhardt ve Schumacher 2012).

Bir transkripsiyon faktorii olarak, aktive p53, diizenleyici bolgelerinde p53 baglama
bolgeleri igeren bir dizi gene baglanir (Vousden ve Lu 2002). p53 mitokondriyal ve 6liim
reseptoriiniin neden oldugu apoptotik yollar1 aktive ederek hiicre apoptozisine aracilik eder
(Achanta ve Huang 2004). Ortaya g¢ikan kanitlar, p53'in hiicre dongiisii durmasi veya
apoptoza neden olmadan, metabolizma ve hiicre homeostazinin diizenlenmesinde rol
oynadiginm1 gostermektedir. p53 ayrica normal hiicrelerde ve dokularda metabolizmay1 ve

hiicre homeostazini diizenler (Mirzayans ve ark. 2012).

2.2.3.3. Fas

CD95 veya APO-1 olarak da bilinen Fas, tiimor nekroz faktoriiailesinin bir iiyesidir.
Her ne kadar apoptotik islevi agisindan en iyi sekilde tanimlanmis olsa da, son ¢alismalar
Fas'tan yayilan diger bazi hiicresel tepkileri tanimlamistir. Bu tepkiler gog¢, istila,
iltihaplanma ve ¢ogalmayu igerir (Curtin ve Cotter 2003). Terapétik olarak hedefleyici Fas'in
basarisi, reseptor aktivasyonunun ardindan diizenleyici mekanizmalarin yani sira, bu
yollarin daha iyi anlasilmasini gerektirir. Fas hiicre yilizeyinde kendi reseptoriine (Fas

Ligandi=FasL) baglanir ve reseptor trimerizasyonunu saglar (Krammer 1998).

2.2.3.4. Kaspazlar

Hem intrinsik hem de ekstrinsik apoptoz, aspartat spesifik sistein proteaz (kaspaz)

familyasinin iiyelerinin aktivasyonuna dayanan islemlerdir (Shalini ve ark. 2015).
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Apoptozisin intrinsik veya mitokondriyal yolunda efektdr kaspazlar, mitokondriyal dis
membran gecirgenligini (MOMP) iceren bir sinyal kaskadindan sonra aktive olur, bu da
intermembran boslugunun proteinlerinin salinmasina neden olur (Park 2012). Bunlar,
sitokrom ¢ ve "apoptozom" olarak adlandirilan ikinci mitokondri tiirevi aktivatorii ve
hiicrenin 6limiinii diizenleyen kaspaslarin aktivasyonunu icerir (Ishizaki ve ark. 1998).
Apoptozisin ekstrinsik yolunda, hiicre 6liim reseptor ligasyonu kaspaz aktivasyonuna yol
acar (Bao ve Shi 2007).

Tetikleyici ——» Diizenleyicic ———» Oldiiriicii

+« DNA Hasari * p53 » Apaf-1

« Sitokin Aghg « Etki Alani Faktorleri « Kaspazlar
« Hipoksi « Bcl-2 Ailesi

« Sicaklik

* Myc / Onkogenler
+ Olim Reseptori « Sitokin Duyarli Kinazlar

¢ Sitokrom C

Sekil2.4.Apoptozis yolaklari: tetikleyiciler, diizenleyiciler ve efektorler (Wu ve ark. 2001).

Efektor kaspazlari, kaspaz-3 ve kaspaz-7, biiyiikk ve kiigiik alt birimleri arasinda
boliinerek aktive edilen dimerik proenzim olarak bulunurlar (Fernando ve ark. 2002).
Tamamen olgunlagmig kaspaz-8 bu proenzimleri ayirir ve boylece onlari aktive eder (Allan
ve Clarke 2009). Bununla birlikte, bazt durumlarda efektor kaspazlarinin aktivitesi daha
sonra X'e bagli Apoptosis Protein Inhibitdrii (XIAP) tarafindan inhibe edilir. Kaspaz-8 bu
inhibisyonu atlayabilir. Kaspaz-8 ayrica bid proteinini pargalayabilir ve daha sonra
MOMP'ye aracilik eden efektor proteinleri bax ve bak't aktive eder (Allan ve ark. 2003,
Parrish ve ark. 2013). Giincel ¢alismalar 1s131nda Apoptozis Instrinsik (Mitokondriyal) ve
Ekstrinsik yol olmak iizere iki yolla gergeklesir (Pistritto ve ark. 2016).
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Sekil 2.5. Intrinsik ve ekstrinsik apoptozis yolaklar1 (C Fogg ve ark. 2011)
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2.2.4.Intrinsik Apoptozis

Intrinsik apoptozis, biiyiime faktorii cekilmesi, DNA hasari, endoplazmik retikulum
(ER) stresi, reaktif oksijen tiirleri (ROS) asir1 yiiklenmesi, replikasyon stresi, mikrotubiiler
alterasyonlar veya mitotik defektler gibi ¢esitli mikro-cevresel bozulmalar tarafindan
baslatilan bir diizenlenmis hiicre 6limi formudur (Czabotar ve ark. 2013, Galluzzi ve ark.
2016). Apoptotik hiicreler, plazma zarinin biitiinliiglini ve metabolik aktivitesini bir
dereceye kadar korur; bu islem, islem tamamlanirken makrofajlar veya fagositik aktiviteye
sahip diger hiicreler ile hizli bir sekilde temizlenmesini saglar (Green ve ark. 2009, Yatim
ve ark. 2017).Intrinsik apoptozis i¢in kritik adim, Bcl-2 'nin pro-apoptotik ve anti-apoptotik
tiyeleri tarafindan kontrol edilen geri doniisiimsiiz mitokondriyal dis zar (Mitochondrial
outer membrane permeability=MOMP) gecirgenliginin bozulmasidir. Apoptotik uyarana
cevap olarak; Bcl-2 ile iliskili X (bax: bel-2-ilgili X protein) ve/veya Bcl-2 antagonist-
oldiirtici (bak) mitokondriyal dis membran permeabilizasyonuna aracilik eder (Tait ve
Green 2010, Galluzzi ve ark. 2016). Bcl-2 familyasi apoptozis diizenleyici (bok: bel-2 iliskili

ovaryan Oldiiriicii protein) ailesine ek olarak, bax ve bak, memeli hiicrelerinde dis
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mitokondriyal zar ve muhtemelen diger hiicre i¢i zarlar1 boyunca gdézenekler olusturma
kabiliyetleri nedeniyle bugiine kadar karakterize edilen Bcl-2 aile iiyeleridir (Shamas-Din
ve ark. 2013, Moldoveanu ve ark. 2014, Delbridge ve ark. 2016). Hiicrede meydana gelen
oksidatif stres, hipoksi, genetik hasar gibi durumlarda antiapoptotik Bcl-2'nin baskilanarak
proapoptotik Bax ve Bak genlerinin asir1 ekspresyonu ile mitokondriyal dis zar gegirgenligi
bozulur, sitokrom c sitozole salinir. APAF-1’¢ baglanir apoptozom olusumunu ve kaspas 9
aktivasyonunu tetikler (Hu ve ark. 2014). Aktif kaspaz 9 prokaspaz 3'tin aktif formu Kaspaz
3'e ¢evirir. Aktif kaspaz 3 ICAD"1 (kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitorii)
inaktiflestirerek yapisindaki CAD'!n (kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz) serbest
kalmasin1 saglar. Serbest kalan CAD nukleusa girerek DNA kiriklarinin olusmasini

saglayarak hiicreyi apoptozise siiriikler (Kim ve ark. 2014, Rahman ve ark. 2015).

2.2.5. Ekstrinsik Apoptozis

Ekstrinsik apoptozis, hiicre disi mikro-ortamin bozulmalar1 ile baslatilan bir
programli hiicre 6liim yoludur. Ekstrinsik apoptozis iki tip plazma membran reseptoriinden
herhangi biri ile uyarilir: aktivasyonu ligandin baglanmasina bagli olan 6liim reseptdrleri
veya aktivasyonlar spesifik ligandlarinin seviyeleri belirli bir esigin altina diistiiglinde
gerceklesen bagimlilik reseptorleri (Strasser ve ark. 2009, Aggarwal ve ark. 2011, Gibert ve
Mehlen 2015). Oliim reseptorleri sunlari icerir: Fas hiicre yiizey 6liim reseptdrii (FAS; CDgs
veya APO-1), TNF reseptorii iist familyasi iiyesi 1A (TNFRSF1a; en iyi TNFRy), 10a
(TNFRSF10A; TRAILR1 veya DR4 olarak), 10b (TNFRSF10B; en iyi TRAILR2 veya
DR5)(Siegmund ve ark. 2017). Genel bir kural olarak, 6liim reseptorii ligand baglanmast,
Kaspaz 8'in aktivasyonunu ve fonksiyonlarini diizenlemek i¢in molekiiler platformlar olarak
calisan “Oliime neden olan sinyal kompleksi (DISC)”, “karmasik-1" ve “karmasik-1I" gibi
reseptoriin hiicre i¢i kuyrugunda dinamik bir multiprotein kompleksinin birlestirilmesine
izin verir (Kretz ve ark. 2019). DISC kompleksinin olusumu prokaspaz 8'in aktif Kaspaz 8
formuna doniisiimiine sebep olur. Aktif Kaspaz 8 prokaspaz 3'iin aktif Kaspaz 3 formuna
getirir. Kaspaz 3'iin aktif formu ICAD"1 (kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitdrii)
inaktiflestirerek CAD (kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz) kompleksinin serbest
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kalmasina ve nukleuse girerek niikleik asit degradasyonu ve DNA fragmentleri olugmasiyla

hiicreyi apoptozise siiriikler (Schleich ve ark. 2013, Constantinescu ve ark. 2017).

2.3. Oksidatif Stres

“Oksidatif stres” terimi 30 y1l 6ncesine kadar uzanan bir tanimlamadir (Selye 1955).
Bu bilimsel kavramin tarihgesi ve gelisimi her donem daha farkli agiklanmistir. Konsept,
genellikle yaglanma problemi, biyolojik sistemlerdeki oksijen radikallerinin metabolizmast,
yavas yavas mitokondriyal fizyoloji gelisimi, “mitokondriyal” yaslanma arastirmasi hiicre
ve organizmalarda redoks dengesizligi calismasi ile baglantili olan oksijen toksisitesi ile
ilgili yayinlara dayanmaktadir (Sies 2015). Oksidatif stresin daha pratik ve operasyonel bir
baska tanimi; Oksidatif stres, sabit durumdaki ROS konsantrasyonunun gegici veya kronik
olarak arttirildigi ve hiicresel bilesenleri bozdugu durumdur (Schafer ve Buettner 2001,
Aung-Htut ve ark. 2011).

Hastaliktaki oksidatif stres kavrami, ¢evresel bir uyaricinin rastgele bir serbest
radikal yaratabildigi anlamimna gelir. ilerleyici bir hastaligin fonksiyonu olarak serbest
radikaller artar, antioksidanlar oksidatif stres nedeniyle tiiketildiklerinde azalir, boylece
hastaliga yol agar (Galli ve ark. 2014). Antioksidan takviyesi, iki islem esitlendiginde
koruma ve nihayetinde homeostaza neden olur. En ¢ok zarar verici serbest radikaller
iyonlastirict radyasyon veya cevresel toksikoloji reaksiyonlar: sirasinda tiretilen hidroksil
(HO") ve hidrojen radikalleridir. Superoksit serbest radikalleri (O2) mitokondriyal elektron
reaksiyonlarinda tiretilir. Hizla hidrojen peroksit (H202) olusturur (Sarma ve Ward 2011).

Indirgenmis serbest demir Fe?* ve bakir Cul*, metalleri Fe3* ve Cu?* 'ye oksitleyerek
hidroksil radikalleri ve hidroksit anyonlar1 tiretmek i¢in H20: ile fenton reaksiyonlarina
katilir. Oksitlenmis serbest demir veya bakir daha sonra hidroperoksil (HOO") radikalleri ve
protonlar1 (H*) olusturmak i¢in H2O,'yi okside ederek metalleri Fe?* ve Cu'* 'a indirger,
bdylece yeni peroksidasyon reaksiyonlart dongiisel bir sekilde gerceklesebilir. Lipidperoksit
radikalleri (L « / LO ¢ / LOO ) hiicresel bilesenlerde serbest radikallere zarar veren diger
radikallerdir (Park ve ark. 2009, Sarma ve Ward 2011, Harrison ve ark. 2012).
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Sekil2.6.Serbest radikallerin seviyeleri ile antioksidanlar arasindaki denge

Coklu doymamis yag asitleri (PUFA:Polyunsaturated fatty acids), ¢oklu karbon-
karbon ¢ift baglari icerir (EI-Shinnawi ve Soory 2015). Bu yag asitleri, biyolojik zarlarin
dogru caligsmasi i¢in plazma zarina hareketlilik ve akiskanlik saglar. Lipid peroksidasyonu,
hayvanlarda ve bitkilerde iyi tanimlanmis bir hiicresel hasar mekanizmasidir (Kwiecien ve
ark. 2014). Lipid peroksitleri, lipid peroksidasyonunun dogal {iriinii olan Malondialdehit
(MDA) daha karmasik ve reaktif bilesikler olusturmak tizere ayrisan hiicrelerde oksidatif
stresin gostergeleridir (Barrera ve ark. 2018). Lipitlerin oksidatif modifikasyonu, ¢ok ¢esitli
pro-oksidan ajanlar tarafindan in vitro olarak indiiklenebilir ve yaslanma sirasinda ve belirli
hastalik kosullarinda in vivo olarak meydana gelir (Wu ve ark. 2013). Lipit
peroksidasyonunun son {irlinlerinin 6l¢iilmesi, oksidatif hasar i¢in en yaygin olarak kabul

edilen analizlerden biridir (Ayala ve ark. 2014).

2.3.1. Malondialdehit (MDA)

Halliwell ve Poulsen hem hastalikla kurulan bir iligkiyi hem de stabilite ve analiz
maliyetine iliskin cesitli pratik diisiinceleri iceren ideal oksidatif stresin biyobelirtegini

tanimlayan kriter seti yayinlamiglardir (Halliwell ve Whiteman 2004). Bir biyolojik
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belirleyiciyi yeterince tanimlamak i¢in ¢esitli kriterler sliphesiz gerekli olsa da, biyobelirteg
olgusunun tiim temeli, bir hastaligin veya durumun patogenezi ile ilgili belirli biyolojik
olaylar1 dogrudan yansitan bir bilesigin 6l¢iimiidiir (Ayala ve ark. 2014). Coklu doymamis
yag asitleri, 0zellikle linoleik ve arasidonik asit, lipit peroksidasyonunun 6nemli hedefleridir
(Marnett 1999). Hidroksil ve peroksil radikallerinin, coklu doymamis yag asitleri hidrojen
ile reaksiyonu, lipit peroksil radikallerinin, zincir tagiyan radikaller olarak hareket ettigi ve
lipit hidroperoksitlerin, birincil son lriinler olarak olusturuldugu, lipit peroksidasyonunun
otokatalitik zincir reaksiyonunu baslatir. MDA, lipit oksidasyonu biyolojik olaymnin

gostergesi olarak kabul edilmektedir (Tsikas 2017).

MDA'nin olusumunu in vivo olarak ag¢iklayan ¢esitli hipotezler 6nerilmistir. Pryor ve
Stanley (Pryor ve Stanley 1975) tarafindan Onerildigi ve daha sonra Frankel ve Neff
(Frankel ve Neff 1983) tarafindan onaylandig1 gibi, okside olmus lipidler, bir ayrigma tiriinii
olarak MDA iiretebilmektedir. Mekanizmanin, iki veya daha fazla c¢ift bag ile ¢oklu
doymamig yag asitlerinden prostaglandin benzeri endoperoksitlerin olusumunu icerdigi
distintilmektedir (Pryor ve Stanley 1975). Esterbauer ve arkadaslari tarafindan sunulan
alternatif bir mekanizma, ardisik hidroperoksit olusumuna ve ¢oklu doymamis yag
asitlerinin boliinmesine dayanmaktadir (Esterbauer ve ark. 1991). MDA daha sonra
dogrudan bir hidroperoksi aldehidinkesilmesiyle hidroksil radikalleri arasindaki reaksiyonla

dogrudan olusur.

Coklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonu in vivo olarak ana MDA kaynagi
olmakla birlikte, iyonize radyasyon ve prostaglandinlerin biyosentezi ile serbest radikal
tiretiminin yan driinleri gibi diger kiigiik kaynaklar da mevcuttur (Ullrich ve ark. 1988,
Valenzuela 1991). MDA ile proteinler, RNA ve DNA gibi hiicresel makromolekiiller
arasindaki reaksiyon igin tutarli kanitlar mevcuttur (Valenzuela 1991). Cok sayida deney
MDA'in proteinleri kolayca degistirdigini gostermistir. MDA, DNA ile reaksiyona girerek,
mutajenik olabilen deoksiguanozin ve deoksiadenozin ilavelerine katkida bulunur ve bunlar

insan dokusunda 6l¢iilebilir (Marnett 1999).

2.3.2. Oksidatif Stres ile Akciger Hastahklarinn Tliskisi

Oksidatif stresin c¢esitli solunum hastaliklarinin patogenezinde 6nemli bir rol

oynadigi gosterilmistir (Sies 2015). Tiberkiiloz ve insan immiin yetmezlik viriisi
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enfeksiyonu dahil olmak {izere her tiirlii solunum yolu enfeksiyonlarinin, reaktif oksijen
tiirlerini (ROS) daha yiiksek seviyelerde iirettigi ve antioksidan enzimlerin endojen iiretimini
azalttig1 gosterilmistir (Kwiecien ve ark. 2014) Solunum yolu hastaliginda, 6zellikle kronik
obstriiktif akciger hastalifinda (KOAH) oksidatif stres, hizlandirilmis akciger yaslanmasi
ve hiicresel yaslanma ile iligkilidir. Ayrica KOAH"n sistemik bulgular1 ve komorbiditeleri
ile aktive anti-inflamatuar etkilerin baskilanmasi ile kortikosteroid direncinden de
sorumludur (Zinellu ve ark. 2016). Cok sayida c¢alisma, pulmoner fibroz, asbest, akciger
kanseri, pulmoner hipertansiyon, solunum kas disfonksiyonu ve digerleri gibi diger akciger
hastaliklarinda oksidatif stresin 6nemini gostermistir.Antioksidan ilaglarin ve taklit¢ilerin
bazi solunum hastaliklarinin hastalik yonetimi ve dnlenmesinde tamamlayici rolii oldugu

goriilmektedir (Park ve ark. 2009, Galli ve ark. 2014).

Akcigerler oksidatif stres gelistirme riski altindadir, ¢linkii bunlar yiiksek oksijen
konsantrasyonlarina maruz kalirlar. Alveolar makrofajlar1 ¢evresel tehditlere karsi ilk
savunma hattini olusturur (Zinellu ve ark. 2016). Aktif makrofajlar, solunum sistemine zarar
veren biiyiilk miktarda ROS iiretir. Oksidatif stresi dengelemek igin ¢alisan normal
antioksidan savunmalar1 da inhalasyon toksinleri nedeniyle bozulur. Oksidatif stresin ¢esitli
hastaliklarda rolii, antioksidan ilaglarla yapilan potansiyel tedavinin temelini olusturur
(Olinski ve ark. 2002). Akciger hastaliklart durumunda, ozon ve nitritler gibi pro-oksidanlara
maruz kalmanin azalmasinin, astim sikayetlerini azalttig1 gosterilmistir. Benzer sekilde,
tiitiin birakma, KOAH sikayetlerinin olusumunu azaltabilir (Singh ve ark. 2017). Su anda
mevcut olan birkag antioksidan ilag ve besin takviyesi vardir. Bunlar arasinda glutation, A,
C ve E vitaminleri, antioksidan enzimler ve Nrf 2 kaynakli antioksidanlar bulunur. Ek olarak,
birgok bitkisel preparat ve diger antioksidan bitkilerde kullanilmaktadir (Sarma ve Ward
2011, Sharma 2014).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler
Calismada kullanmig oldugumuz tiim kimyasal maddeler (Cizelge 3.1)’de listelenmistir.

Cizelge 3.1. Caligmada kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde Adi Markasi
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (IX) (DMEM) Gibco
Fetal Bovin Serum (FBS) Gibco
Hank's Balanced Salt Sohition (IX) (HBSS) Gibco
Trypsin/EDTA (1X) Gibco
Penicillin/SFreptomygir! . . Gibco
(10.000 Units/ml penicillin) (10.000 pg/ml streptomycin)
4,5-dirnethy Ithiazol-2,5-diphenyltetrazolium bromide Sigma
Acetic Acid Sigma
Dirnethyl Sulfoxide (DMSO) Sigma
Hydrochloric Acid (HCI) Sigma
Hydrogen Peroxide (H202) Merck
1-Butanol Merck
Pyridine Merck
Sodium Dodeeyl Sulfate (SDS) Sigma
1,1,3,3-Tetraethoxypropane Sigma
2-Thiobarbituric Acid (TBA) Merck
Pieree BCA Thermo
RNA izolasyon Kiti Thermo
cDNA sentez Kiti Thermo
Protein 6l¢tim kiti Thermo

3.2. Kullanilan Cihazlar

Calismamuz siiresince kullanmig oldugumuz cihazlar (Cizelge 3.2)’de listelenmistir.

Cizelge 4.2.Calismada kullanilan cihazlarin listesi

Cihazin Ad1 Markasi
Biyogiivenlik Kabini Thermo, HeraSafe KS Class 1l
Boncuklu Homojenizator Qiagen, TissueLyser LT
CO; Inkiibator NuAire NU-5830
Hassas Terazi OHAUS, Pioneer PA214C
Isik Mikroskobu Novel, N-120
Inverted Mikroskop Nikon, Eclipse TS100
pHMetre HANNA Instruments, HI 2211 pH/ORP meter
Sogutmal1 Santrifiij Hettich, Universal 320R
Spektrofotometre Thermo, Multiskan Go
Thermal Cycler Biorad, T100
Q Real Time PCR cihazi Qiagen Rotor-Gene
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3.3. Hiicre Kiiltiria

Calismada, saglikli bronsiyal epitelden olusturulmus insan bronsiyal epitel hiicre hatti
olan BEAS-2B hiicreleri kullanildi. Hiicre hatti Hatay Mustafa Kemal Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1 hiicre stogundan temin edilmistir.

Mustafa Kemal Universitesi Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali hiicre kiiltiirii
laboratuvarindan temin edilen BEAS-2B hiicre hatt1 in vitro ¢alismalarda yaygin olarak
kullanilan Insan Bronsiyal Epitel Hiicre hattidir (Sekil 3.1). Deneylerde kullanilacak olan
BEAS-2B hiicre dizileri 175 cm?’lik kiiltiir kaplarinda (flask) %10 FBS (Gibco, USA) ve
%1 penisilin/streptomisin (Gibco, USA) ihtiva eden Dulbeco Modifiye Edilmis besiyeri
icerisinde (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM, Gibco, UK) biiyiitiildi.
Inkiibasyon kosullar1 %95 nem, %5 CO2 ve 37°C olan etiivde inkiibe edildi. Besiyeri haftada

iki kez degistirilerek ve hiicreler sayica yogunluga ulastiklarinda deneylerde kullanildi.

Sekil 3.1. BEAS-2B Hiicre Morfolojisi

3.4. Myrtus communis L. Esansiyel Yag Dozlarimin Hazirlanmasi

Calismamizda kullandigimiz MC esansiyel yagi Hatay Mustafa Kemal Universitesi
Ziraat Fakiiltesi'nden temin edildi. MC esansiyel yagi 1000-500-250-125-62.5-31.25-15.625
ug/ml dozlari en yiiksek dozun %1 oraninda DMSO (Dimethyl Sulfoxide, SIGMA) icerdigi,

serumsuz DMEM besiyeri i¢inde ¢ozdiiriilerek, seri diiliisyon hazirlandi ve kullanildi.
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3.5. H202 Dozlarinin Hazirlanmasi

Oncelikle stok H2O2 nin konsantrasyonu hesaplanir.
Ma: 34,0147
d: 1,11 gr/cm?®

%30 M=(30*1.11*10) / (34,0147) stok molaritesi hesaplandi. Stok molaritesi iizerinden

konsantrasyon hesaplamas ;

M1.Vi=M,.V> formiiliinde asagidaki degerler yerine yazilarak konsantrasyon
hesaplart yapilir.
M1= Konsantrasyonu hesaplanmis H2O> Molaritesi
Mo= Calismak istedigimiz H>2O> Molaritesi
V1= ilk hacim
V2= Son hacim
Calisacagimiz H,O> mikromolar cinsinden hesaplandiktan sonra ihtiyacimiz olan miktar

kadar serumsuz besiyeri ile tamamlandi, biitiin dozlar hesaplandi ve ¢alismaya alindi.

3.6. Hiicre Canlilig1 Analizi (MTT Testi)

MTT testi i¢in, 48 kuyucuklu platelere %10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin i¢eren
DMEM besiyeri 1x10° hiicre/ml olacak sekilde hiicre ekimi yapild1 ve %95 nem, %5 CO;
ve 37°C 1s1 saglayan inkiibator kosullunda inkiibe edildi. Hiicreler kiiltiir kaplarinin yiizeyini
%70-80 oraninda kaplamasi beklendi, sonrasinda hiicrelerin tizerine %10 FBS igeren vasat
yerine serumsuz vasat eklenerek 24 saat siireyle bu kosullarda inkiibe edildi. Hazir hale
getirilen hiicrelere H202 ve MC farkli konsantrasyonlari i¢in iki ayr1t MTT testi uygulandi.

MC yaginin nonsitotoksik konsantrasyonlarini belirlemek tlizere, hazir hale getirilmis
hiicreler 1000-500-250-125-62.5-31.25-15.625 pg/ml MC yagina 24 saat maruz birakildi.
Ayni sekilde H202’in sitotoksik olmayan konsantrasyonlarini belirlemek {izere, hazir hale
getirilmis hiicreler 0, 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100 uM’lik dozlarina 24 saat maruz birakildi.

Bu agsamadan sonra her iki MTT deneyi i¢in asagidaki ortak protokol asamalar1 uygulandi:
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1. 1 mg/ml MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) (Sigma-
Aldrich, USA) soliisyonu hazirlandi.

2. 48 kuyucuklu 'plate'deki mevcut soliisyon uzaklastirildi ve her bir kuyuya 250 ul MTT

soliisyonu eklendi.
3. 1 saat 37 °C'de inkiibasyona birakildi.

4. Inkiibasyon siiresi sonunda plate icindeki MTT soliisyonu dokiildii ve bir pecete iizerinde
ters cevrilerek, 2-3 dk bekletildi.

5. Her bir kuyuya 250 ul DMSO c¢klendi ve 5 dk oda sicakliginda bekletildi.

6. Renkteki degisim spektrofotometrede 590 nm’de 670 nm dalga boyuna kars1 okutuldu.
7. Asagidaki formiil kullanilarak %canlilik oranlar1 belirlendi.

Hiicre canliligt %= Mog X (100/Koqg)

Mog: MC-uygulama grubu optik dansite

Kod: Kontrol grubu optik dansite

MTT testi ile, herhangi bir madde maruziyetine birakilmamis olan saglikli hiicre
grubunun (kontrol grubu) canlilik orant %100 kabul edilerek, hem H207’in hem de MC
esansiyel yaginin farkli dozlarina maruz birakilan hiicrelerin % canlilik oranlari belirlendi.
Deneylerin devaminda kullanilmak {izere H20> i¢in 40 puM, MC yag i¢in 15.625 pg/ml

konsantrasyonlar secilerek, deneylere devam edildi.Tiim deneyler tiger tekrarl calisildi.

3.7. Biyokimyasal Analizler

3.7.1. Oksidatif Stres Parametre Analizleri

BEAS-2B hiicre dizilerinin 175 cm?lik hiicre kiiltiir kaplarma (flask) (Thermo,
Tiirkiye) 1x10° hiicre/ml olacak sekilde %10 FBS (Gibco, USA) ve %1 penisilin/streptomisin
(Gibco, USA) ihtiva eden Dulbeco Modifiye Edilmis besiyeri igerisinde (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, DMEM, Gibco, UK) ekim yapildi. Hiicreler kiiltiir kaplarinin
yiizeyinin %70-80'ini kaplayincaya kadar inkiibe edildi. Siirenin sonunda hiicre kiiltiir
kaplarinin igindeki serum ihtiva eden besiyeri uzaklastirilarak, serum ve piruvat igermeyen

besiyeri ile degistirildi. Hiicreler 0, 40 uM H202 ve 15.625 pg MC+ 40 uM H20: varliginda
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24 saat inkiibe ettirildikten sonra hiicreler, kazima igslemi uygulanarak, soguk HBSS ile ayr1
bir tiipe topland1. Toplanan 6rnekler ¢aligma yapilincaya kadar -80 °C ye kaldirildi. Calisma
giinli -80 °C’den cikarilan hiicreler, homojenizator (Qiagen, TissueLyser Ll) ile 30 dk.

homojenize edildikten sonra, MDA ve protein dl¢timleri igin kullanildi.

3.7.2. Malondialdehit (MDA) Diizeyinin Belirlenmesi

MDA 6l¢iimiinde Sushil ve ark. tarafindan bildirilen yontem kullanilmistir (Sushil
1986). Lipid peroksidasyonunun son firiinii olan MDA, aerobik sartlarda pH: 3,5'te
tiyobarbitiirik asit ile 95 °C'de inkiibasyonu sonucu pembe renkte bir kompleks olusturur.
Bu kompleksin 532 nm'de spektrofotometrik olarak 6lgiimii ile MDA miktar1 saptanir.

MDA diizeyinin belirlenmesi i¢in gerekli ¢ozeltiler;

* % 8,1' lik sodyum dodesil siilfat (SDS)

* % 20' lik asetik asit (pH 3,5)

* % 0 .8 'lik tiyobarbiitirik asit (TBA) (pH 3,5)

* n-biitanol/pridin ¢ozeltisi (15/1)

« Standart: 1,1,3,3 tetraetoksipropan (d:0,92 g/ml)

Ik olarak 192 nM hazirlanmus 1,1,3,3 tetraetoksipropan ¢dzeltisi kullanilarak seri
diliisyonla 96, 48, 24, 12, 6, 3, 1,5 nM konsantrasyonlarda ¢alisma standartlar1 hazirlandi.
Standart ¢ozeltilerin absorbans degerleri 532 nm'de okutularak standart egri grafigi olustu
ve MDA miktar1 nmol cinsinden belirlendi. Sonra her bir 6rnekteki protein miktari 6lgiilerek

MDA miktar1 nmol/mg protein cinsinden hesaplandi.

3.7.3.MDA Standart Egrisi

Her bir 6rnek icin 1'er cam kapakli tiip igerisine sirasiyla 1.5 'ml 6rnek,0.2 ml
SDS, 1.5 ml asetik asit, 1.5 ml TBA ve 150 pl distile su eklendi. Kor tiipii, igerisine
ornek konulmadi diger ¢ozeltiler eklenerek hazirlandi. Tiipler 95°C - 30 dakika inkiibe
edildi ve hizli1 sogutularak iizerine her bir 6rnek i¢in 5 ml n-biitanol/piridin ¢ézeltisi

hazirlanip eklendi. Uzerine 150 u1 distile su ilave edildi ve tiiplerin agz1 kapatilip iyice
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calkalandi. En son adim tiipler 4000 rpm' de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki
siipernatant kismi almarak 96 well platenin her kuyusuna 200'er pl eklendi ve

spektrofotometre (Thermo, Multiskan GO) ile 532 nm' de okutuldu.

y=0.007x
2_
R*=0.9936 5

Optik Dansite

0 50 100 150 200 250
Derisim (mikromolar)

Sekil 3.2. MDA standart egrisi

3.7.4. Total Protein Ol¢iimii

Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Lot: PB199555, USA) asagidaki protokole gore

uygulandi:

1. 96’lik plate her drnekten 25uL eklenir,kullanilabilir kit solusyonu (WR 1:50 )oraninda
hazirladi, Bununla birlikte,

2. Her kuyucuga 200uL WR eklenip iyice pipetaj yapildi.

3. Plate tizeri kapatildi ve 37 © C'de 30 dakika inkiibasyonaa birakildu.

4. Plate oda sicakliginda 3 dakika bekletildi.

5. Spektrofotometre (Thermo, Multiskan GO) ile 562 nm'de absorbansi 6l¢iildii.

3.8. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in hiicreler 6 kuyucuklu 'plate'lere %10 FBS ve %l
penisilin/streptomisin igeren DMEM vasatta 1x10° hiicre/ml olacak sekilde ekildi ve %95
nem, %5 CO2 ve 37°C saglayan inkiibatdr kosullarinda inkiibe edildi. Hiicreler plate
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yiizeyini %70-80 oraninda kapladiktan sonra, serum igeren vasatin yerine serumsuz vasat
eklenerek 24 saat siireyle bu kosullarda inkiibe edildi. Hiicreler; i) kontrol grubu (herhangi
bir maddenin eklenmedigi saglikli hiicre), ii)oksidatif stresin uyarildigi grup (40uMH202’e
maruz birakilan grup) ve iii) MC yagi ile tedavi edilen grup @OuMH202+15,625u1g/ml
MC’ye maruz birakilan grup) olmak iizere 3 farkli gruba ayrilarak, her grup i¢in uygun

maruziyet kosullarinda inkiibasyona birakildi.

24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda hiicreler tripsin ilave edilerek kaldirildi ve
3000 rpm (Revolutions per minute; dakikadaki devir)'de 5 dk santrifiij edildi. Ust faz
uzaklastirilip hiicre pelleti RNA izolasyon kiti kullanilarak, iiretici firmanin protokolii
dogrultusunda asagidaki asamalar izleyerek RNA izolasyonu yapildi (Thermo Scientific,
Genelet RNA Purification Kit, Lithunia, Lot: 00720496).
1. 1lk olarak elde edilen hiicreler 600 pul B-mercaptoethanol veya DTT ilave edilmis Lizis
Buffer eklenerek 5-10 kere pipetaj yapildi. Pellet halinde hiicre kalmamasina dikkat edildi.

2. 360 pL etanol (% 96-100) eklendi ve pipetaj yapilarak 6rnek karistirildi.

3 Toplama tiipiine yerlestirilmis olan RNA saflastirma kolonuna 700 pL lisat aktarildi.
Ornekler +4 °C*de >12000 x g'de 1 dakika santrifiij edildi. Alt faz atilirak, spin kolonu tekrar
toplama tiiptine yerlestirildi. Tiim lizat kolona transfer edilene kadar bu adim tekrarlandi.

Her adimda alt faz atildz.

4. RNA wash kolonuna 700 pL. Wash Buffer 1 eklendi ve +4 °C’de >12000 x g'de 1 dakika

santrifiij edildi. Alt faz1 atilarak ve aritma kolonu tekrar toplama tiipiine yerlestirildi.

5. RNA saflastirma kolonuna 600 puL Wash Buffer 2, eklendi ve +4 C’de >12000 x g'de 1
dakika santrifiij edildi.

6. RNA aritma kolonuna 250 pL. Wash Buffer 2 ilave edildi ve >12000 x g'de 2 dakika
santrifiij edildi. Alt faz ¢ozeltisini iceren toplama tiipli atildi ve RNA saflastirma kolonu

steril bir 1.5 mL RNaz igermeyen mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.

7. RNA aritma kolon membraninin merkezine, niikleaz free water dan 50 pL eklendi.
Ornekler oda sicakliginda 2-3 dk inkiibe edildi. RNA’y1 elute etmek igin +4 °C’de >12000
x g'de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda ornekler soguk bir ortama alinarak RNA

kalitesi ve miktar tayini igin spektrofotometrik dl¢timler yapildi.
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3.9. cDNA Sentezi

Elde edilen RNA’lardan cDNA sentez kiti (High Capacity cDNA, Reverse
Transcription Kit, applied biosystems by Thermo Fisher Scientific, Lithuania, Lot:
00709629) kullanilarak cDNA sentezi gerceklestirildi. Toplam hacim 20 pl olacak sekilde
(Cizelge 3.3).'de belirtilen cDNA karigimi1 (10 pl), 10 pl diliie RNA ile birlestirildi. Ardindan
reverse transkripsiyon Thermal Cycler (T100,BI0-RAD) kullanilarak gergeklestirildi.

Sekil 3.3. Thermal Cycler (T100, BIO-RAD) cihaz1

Cizelge 3.3. cDNA sentez reaksiyonunda kullanilan karigimlar

10X RT Buffer 2 ul
25X dNTP 0.8 pul

10X RT Random Primer 2 ul

Reverse Transcriptase 1 ul
Nuclease-Free Water 4.2 ul

Reverse transkripsiyon reaksiyonunun hazirlanmasi:

1. Her bir 6rnek tiipiine 10 pL 2X RT ana karisimindan eklendi.
2. Daha sonra her bir 6rnek tiiptine 10 uL. RNA 6rnegi eklendi ve pipetaj yapildi.
3.Tipler kisa siireli vortekslenip, ardindan spin yapildi.

4. Tiipler thermal cycler’a yerlestirildi.
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5. Thermal cycler cihazinda(Cizelge 3.4)’de belirtilen kosullarda cDNA sentezi yapildi.

Cizelge 3.4.cDNA reaksiyon kosullar

Sicaklik (°C) Zaman (DK)
25 10
37 120
85 5
4 -

3.10. Real Time PCR Analizi

Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9, p21 genleri ve ‘ev’ (housekeeping) geni [-aktin
genlerinin transkripsiyon diizeyleri ‘real time’ PCR (qRT-PCR) yontemiyle (QIAGEN

Rotor-Gene Q, Germany) belirlendi. Bu genlere ait primer dizileri su sekildedir;
Kaspaz3; Fw 5'-CTTCTACAACGATCCCCTCTG-3,
Rw 5-TGTGCTTCTGAGCCATGGGTG-3,,
Kaspaz8; Fw 5-GGGCTCAATTTCTGCCTAC-3,
Rw 5-GGCAC TGGCTGTTTGCTT-3,,
Kaspaz9; Fw 5'-GTCACAAGACCTTGACACCCG-3'
Rw 5-ACCAGGTGGTCTAGGGGTTT-3'
p21; Fw 5-CCGAAGTCAGTTCCTTGTGG-3',
Rw 5-AGTACGGCCAGAGGTGTACG-3'
B-aktin; Fw 5-TCAACACCCCAGCCATGTA-3'
Rw: 5-~AGTACGGCCAGAGGTGTACG-3'

gRT-PCR'da kullanilan reaksiyon karisimi (Cizelge 3.5).’da gosterilmistir.
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Cizelge 3.5.qRT-PCR'da kullanilan reaksiyon karigim: ve miktarlari

gPCR Mastermix (Luminaris Color HiGreen Low ROX gPCR Master

Mix, Thermo Scientific) 7.5ul
Primer (10 uM stok) Thermo Scientific 1.2ul
Nuclease Free Water 3.3ul
cDNA 3ul

Sekil 3.4.Real Time PCR Rotor-Gene Q Cihazi

Reaksiyon hacmi her 6rnek igin toplam 15 pl olacak sekilde hazirlanarak QIAGEN
Rotor-Gene Q cihazinda gergeklestirildi (Applied ve Sccientific 2019, QIAGEN 2019).

Reaksiyondongiileri asagidaki gizelgede verilmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. qRT-PCR reaksiyon kosullari

Asama Sicaklik (°C) Zaman Dongti
UDG pre-treatment 50 2 dk 1
Initial denaturation 95 10 dk 1
Denaturation 95 15sn 40
Anneling and extention 60 1dk 40

*UDG: Uracil-DNA glycosylase
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3.12. istatistiksel Analizler

Calismanin MTT analiz sonuglar1 GraphPad Prism Version 5.01 (GraphPad Software
Inc., USA) programiuygulanarak hesaplandi. Gruplar i¢indeki verilerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile belirlendi. Gruplar arasinda farkliligin varolup olmadigi
Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi. Gruplar arasindaki anlamliligin hangileri arasinda
oldugunun tespitinde Dunn's Multiple Comparison Test kullanildi. Her ¢aligma grubu
kontrol grubu ile karsilastirilip ve p<0,05'den kii¢iik olandegerler istatistiksel olarak anlaml

kabul edildi. Sonuglar ortalama (ort)+standart sapma olarak verildi.

Gen ekspresyon verilerinin analizi RT? profiler PCR Array Data Analysis version 3.5
ile yapildi. B-aktin "housekeeping gen" olarak kullanildi. Sonuglar Fold change (kat

degisimi) olarak verildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canlihigimin Degerlendirilmesi

BEAS-2B hiicreleri, oksidatif stres modeli olusturmak {izere uygun dozun
belirlenmesi amaciyla 0, 10, 20, 30, 40, 50 ve 75 ve 100 uM dozlarinda H,O.ye 24 saat
siireyle maruz birakildiktan sonra MTT yontemiyle hiicre canliligi analizi yapildi.
H202'nin, BEAS-2B hiicrelerine 24 saatlik inkiibasyonu sonunda kontrol grubu (0 uM
H20,) ile karsilastirildiginda 30 uM ve daha diisiik dozlarda anlamli bir fark goriilmezken
40, 50 ve 75, 100 pM'lik dozlarin hiicre canliligim1 anlamli derecede baskiladig:
bulunmustur (Sekil 4.2). Sitotoksik etkinlik 100 uM dozda en giiglii seviyede tespit
edilmistir (p<0.0001).

Optik Dansite
o
»

S O O

H20, (uM)
Sekil 4.1. BEAS-2B hiicre hattinda farkli dozlarda 24 saatlik H,O, maruziyeti sonucu optik dansite grafigi
(Istatistiksel anlamlilik diizeyi: *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001)

31



Cizelge 4.1. Uygulanan Hidrojen Peroksit dozlarinda ortalama optik dansite + standart sapma degerleri

H.0; uM Ortalama+Standart Sapma p value
100 uM 0.04073+0.005347"" <0,0001
75 uM 0.07079+0.01433™" <0,0001
50 uM 0.1919+0.04240™" <0,0001
40 uM 0.2323+0.04196" 0,0202
30 uM 0.2639+0.04529 0.4769
20 uM 0.3031+0.04686 0,9996
10 uM 0.3170+0.04720 0,8715

Kontrol (0) 0.2966+0.06281 -

Istatistiksel anlamlilik diizeyi: *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001. Mtt testi ile elde ettigimiz verilerin optik
dansite ortalamalarmin + standart sapma degerlerinin 1'1 gegmemesi tekrarlar arasindaki tutarliligi
gostermektedir.

150 -

100-

% Canlilik

50{E&

H,0, (M)

Sekil 4.2. BEAS-2B hiicre hattinda farkli dozlarda 24 saatlik H>O, maruziyeti sonucu % canlilik grafigi
(Istatistiksel anlamlilik diizeyi: *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001)
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BEAS-2B hiicreleri, MC esansiyel yag1 i¢in uygun dozu belirlemek amaciyla 15,625
- 31,25 - 62,5 —125 — 250- 500 — 100 pg/ml MC esansiyel yag1 dozlarinda maddesine 24

saat siireyle maruz birakildiktan sonra MTT yontemiyle hiicre canlilig1 analizi yapildi. MC

esansiyel yaginin BEAS-2B hiicrelerine 24 saatlik inkiibasyonun sonunda 62.5 pg/ml ve

altindaki dozlarda kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamli bir fark goriilmezken

(p>0.05), 125 - 250 -500 - 1000 pg/ml dozlarinin hepsinin hiicre canliligini anlamli derecede

azalttig1 bulundu (Sekil 4.4).
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MC Esansiyel Yag (png/ml)

Sekil 4.3. BEAS-2B hiicre hattinda farkli dozlarda 24 saatlik MC esansiyel yag maruziyeti sonucu optik dansite
grafigi (istatistiksel anlamlilik diizeyi: *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001)

Cizelge 4.2. Uygulanan MC esansiyel yag dozlarinda ortalama optik dansite + standart sapma degerleri

MCpg/ml Ortalama+Standart Sapma
1000 pg/ml 0.01956+0.002562""
500 pg/ml 0.01914+0.0008331""
250 pg/ml 0.03076+0.006123"""
125 pg/ml 0.2848+0.1351™"
62.5 ng/ml 0.3670+0.08920
31.25 pg/ml 0.4034+0.06874
15.625 pg/ml 0.4416+0.06340
Kontrol (0) 0.4386+0.06989

p value
<0,0001
<0,0001
<0,0001

0,0004

0,2151

0,8578

0,9999

Mtt testi ile elde ettigimiz verilerin optik dansite ortalamalarinin + standart sapma degerlerinin 1'1 gegmemesi

tekrarlar arasindaki tutarligr gostermektedir.
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Deneylerin devaminda oksidatif stresin uyarildigini gorebilmek igin, hiicre
canliliginin baskilandigi ilk H2O» dozu olan 40 uM ile, teropatik etkilerinin arastirilacagi
MC esansiyel yaginin sitotoksik etki gostermeyen en diisiik dozu olan 15,625 ug/ml’lik
doz tercih edilmistir (Sekil 4.4).

150
x 100+
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MC Esansiyel Yag (pg/ml)

Sekil 4.4. BEAS-2B hiicre hattinda farkli dozlarda 24 saatlik MC esansiyel yag maruziyeti sonucu
% canlilik grafigi (istatistiksel anlamlilik diizeyi: *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001)

Bundan sonraki tiim asamalarda hiicreler:
1) Kontrol grubu (herhangi bir maddenin eklenmedigi saglikli hiicre grubu);
ii) Oksidatif stresin uyarildigi grup (40uM H202’e maruz birakilan grup);
iii) MC yagi ile tedavi edilen grup (40uM H202+15,625ug/ml MC’ye maruz

birakilan grup) olmak tizere 3 gruba ayrilmistir.

4.2. MDA Diizeylerinin Belirlenmesi

BEAS-2B hiicreleri 40 uM H2O02we 40 uM H202+15,625 pg/ml MC yagi ile 24
saat maruziyete ugratilmis hiicrelerdeki MDA diizeyleri degerlendirildi. Kontrol grubu
olarak H20. uygulanmayan (0 uM H203) grupla karsilastirildiginda, 40 uM H20> dozunda
MDA diizeyinde anlamli artis gozlenirken (p=0,0003), tedavili grup 40 uM H20,+15,625
pg/ml MC dozunda belirlenen MDA diizeyinde kontrol grubu ile arasinda anlamli bir
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farklilik saptanmamustir (p=0,2717) (Sekil 4.5).

5 dedek
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15,625 pg/ml MC

Sekil 4.5. Oksidatif strese maruz birakilan grup (40uM H20,) ve MC ile tedavi edilen gruptaki (40 pM
H20,+15,625 pg/ml MC) MDA seviyelerinin, kontrol ile karsilagtirilmasi (Istatistiksel anlamlilik diizeyi:
*p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001)

40 uM H202 uygulamasi ile oksidatif stresin uyarildig: gruptaki MDA diizeyinin,
MC tedavili gruptaki MDA diizeyi ile karsilastirilmasi sonucunda, tedavili grupta MDA

diizeylerinin anlamli bir diisiis gosterdigi gdzlenmistir (p=0,0009) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Oksidatif strese maruz birakilan (40 pM H20Oz) ile MC tedavi edilen gruptaki (40 pM H20,+15,625
pg/ml MC) MDA seviye karsilastirilmasi (Istatistiksel anlamlilik diizeyi: *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001
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Cizelge 4.3. BEAS-2B hiicrelerinde uygulanan dozlarin maruziyeti sonucu MDA diizeyleri

Gruplar Ortalama+Standart p degeri (0 pM p degeri (40 uM

Sapma kiyasla) kiyasla)
OuM 0.4638+0.2433 - 0,005
40uM H>0> 3.530+0.9798 0,0005 -
40uM H20; +
15,6251 9/ml MC 0.9675+0.1825 0,4270 0,0009

Istatistiksel anlamlilik diizeyi: *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001. MDA testi ile elde ettigimiz verilerin optik
dansite ortalamalarinin + standart sapma degerlerinin 1'i gegmemesi tekrarlar arasindaki verilerin tutarh
oldugunu goéstermektedir.

4.3. Gen Ekspresyon Analizleri

4.3.1.H202’in (40 uM) Kaspaz 3 Geninin Ekspresyonu Uzerine Etkisi

BEAS-2B hiicrelerinde 24. saatte, kontrol grubu ile 40 uM H>O> doz uygulanan
grubun gen ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi sonucunda, 40 uM H2O> uygulanan

grupta Kaspaz 3 gen ekspresyonunun 2.16 kat arttigi saptanmistir (p=0,001) (Sekil 4.7)
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Sekil 4.7. H,0,’in (40 uM) Kaspas 3 gen ekspresyonu iizerine etkisi (Istatistiksel anlamlilik diizeyi: *p<0.05,
*% * kx|
p<0.01 ve ***p<0.001)
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4.3.2. H202’in (40pM) Kaspaz 8 Geninin Ekspresyonu Uzerine Etkisi

BEAS-2B hiicrelerinde 24. saatte, kontrol grubu ile 40 uM H>O2doz uygulanan
grubun gen ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi sonucunda, 40 uM H20. uygulanan

grupta Kaspaz 8 geninin ekspresyonunun 2.19 kat arttig1 saptanmustir (p=0,017) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. H,0, (40 uM) Kaspas 8 gen ekspresyonu iizerine etkisi (Istatistiksel anlamlilik diizeyi: *p<0.05,
**p<0.01 ve ***p<0.001)

4.3.3. H202’in (40 pM) Kaspaz 9 Geninin Ekspresyonu Uzerine Etkisi

BEAS-2B hiicrelerinde 24. saatte kontrol grubu ile 40 uM H>O> uygulanan grubun
Kaspaz 9 gen ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi sonucunda anlamli bir farklilik

gozlenmemistir (p=0,86) (Sekil 4.9).

Fold Change

L

40 M H,O,

Sekil 4.9. H,0, (40 uM) Kaspas 9 gen ekspresyonu iizerine etkisi (Istatistiksel anlamhlik diizeyi: *p<0.05,
**p<0.01 ve ***p<0.001)
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4.3.4. H202’in (40 pM) p21 Geninin Ekspresyonu Uzerine Etkisi

BEAS-2B hiicrelerinde 24. saatte, kontrol grubu ile 40 uM H»0> doz uygulanan
grubun gen ckspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi sonucunda, 40 uM H>O; doz
uygulanan grupta p21 geninin ekspresyonunun 10.9 kat arttig1 saptanmistir (p=0,0003)
(Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. H2O; (40uM) p21 geninin ekspresyonu iizerine etkisi

4.3.5. Kaspaz 3 Gen Ekspresyonun Farkh Hiicre Gruplarinda Karsilastirilmasi

BEAS-2B hiicrelerinde 24. saatte, oksidatif stresin uyarilmis oldugu grup (40 uM
H20.) ile MC tedavisi alan grubun (40 uM H202+15,625ug/ml MC) Kaspaz 3 ekspresyon
seviyeleri kontrol grubuna gore karsilastirildiginda; sadece H20> verilen grupta Kaspaz 3
geninin ekspresyonu 2.16 kat artarken (p=0,001), tedavi verilen grupta Kaspaz 3 seviyesi
0,82 kata kadar diismiis ve kontrol grubu ile istatistiksel olarak anlamli bir fark
gostermemistir (p=0,3). Oksidatif stresin uyarilmis oldugu grup (40 uM H20») ile MC
tedavisi alan grubun (40 uM H20,+15,625 ng/ml MC) Kaspaz 3 gen ekspresyon seviyeleri
karsilastinlldiginda tedavili gruptaki ekspresyon seviyesi oksidatif hasarli gruba gore

anlaml1 bir sekilde diisiis gostermistir (p=0,00071) (Sekil4.11).
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Sekil 4.11. Oksidatif strese maruz birakilan grup (40 uM H20z) ile MC tedavi edilen gruptaki (40 pM H202+
15,625 pug/ml MC) Kaspaz 3 gen ekspresyon seviyelerinin, kontrol ile kargilastirilmas: (Istatistiksel anlamlilik
diizeyi: *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001)

4.3.6. Kaspaz 8 Gen Ekspresyonunun Farkh Hiicre Gruplarinda Karsilastirilmasi
BEAS-2B hiicrelerinde 24. saatte, oksidatif stresin uyarilmis oldugu grup (40 uM

H20.)ile MC tedavisi alan grubun (40 puM H20.+15,625 pg/ml MC) Kaspaz 8 gen
ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda; 40 uM H.O: verilen grupta
Kaspaz 8 geninin ekspresyonu 2,19 kat (p=0.017), tedavi verilen grupta ise 2,07 (p=0,04)
kat artmistir. Oksidatif stresin uyarilmis oldugu grup (40 uM H2O) ile MC tedavisi alan
grubun (40uM H202+15,625 pg/ml MC) Kaspaz 8 gen ekspresyon seviyeleri
karsilastirildiginda her iki gruptaki ekspresyon benzer bulunmustur (p=0,93) (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Oksidatif strese maruz birakilan grup (40 uM H>0O5) ile MC tedavi edilen gruptaki (40 pM HO.+
15,625 ug/ml MC) Kaspaz 8 gen ekspresyon seviyelerinin, kontrol grubu ile karsilastiriimas (Istatistiksel
anlamlilik diizeyi: *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001)
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4.3.7. Kaspaz 9 Gen Ekspresyonunun Farkh Hiicre Gruplarinda Karsilastirilmasi

BEAS-2B hiicrelerinde 24. saatte, oksidatif stresin uyarilmis oldugu grup (40uM
H202) ile MC tedavisi alan grubun (40 uM H.02+15,625 pg/ml MC) Kaspaz 9 gen
ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna gore karsilastirildiginda; her li¢ gruptaki Kaspaz 9
gen ekspresyon seviyeleri benzer diizeyde bulunmus, dozlara gore anlamli bir degisim
goriilmemistir (p>0,05) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Oksidatif strese maruz birakilan (40 pM H;0,) ile MC tedavili gruptaki (40uM H,0,+15,625
pg/ml MC) Kaspaz 9 gen ekspresyon seviyelerinin, kontrol grubu ile karsilastiriimasi (Istatistiksel anlamlilik
diizeyi: *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001)

4.3.8. p21 Gen Ekspresyonunun Farkh Hiicre Gruplarinda Karsilastirnmasi

BEAS-2B hiicrelerinde 24. saatte, oksidatif stresin uyarilmis oldugu grup (40uM
H20>) ile MC tedavisi alan grubun (40 uM H202+15,625 pg/ml MC) p21 gen ekspresyon
seviyeleri kontrol grubuna gore karsilastirildiginda; 40 uM H20O> verilen grupta 21 geninin
ekspresyonu 10,95 kat (p=0,002), tedavi verilen grupta ise 12,71 kat (p=0,0003) artmustir.
Oksidatif stresin uyarilmis oldugu grup (40 pM H20.) ile MC tedavisi alan grubun (40 uM
H202+15,625 pg/ml MC) p21 gen ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda her iki gruptaki
ekspresyon seviyesi benzer bulunmustur (p=0,45) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Oksidatif strese maruz birakilan (40 pM H2O;) ile MC tedavili gruptaki (40 uM H,0,+15,625
pug/ml MC) p21 gen ekspresyon seviyelerinin, kontrol grubu ile karsilastirilmas: (istatistiksel anlamlilik
diizeyi: *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001)

4.3.9. Gen Ekspresyon Seviyelerinin Farkh Hiicre Gruplarinda Karsilastirilmasi
Tiim gen ekspresyonlarina total bir bakis agis1 saglamasi bakimindan ¢aligmada yer

alan tiim gen ekspresyon seviyelerinin farkli gruplardaki degisimi Sekil 4.15°de verilmistir.
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Sekil 4.15. Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9 ve p21 gen ekspresyon seviyelerinin farkli gruplardaki degisimi
(Istatistiksel anlamlilik: *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001)
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4.3.10. Kontrol Grubu, Oksidatif Strese Maruz Birakilan (40uMH:202)ve MC ile
Tedavi Edilen Grupta (40 uM H202+15,625pg/ml MC) CT Degeri Karsilastirilmasi

Tiim hiicre gruplarindaki gen ekspresyonlarina ait Ct degerleri (cizelge4.4)’de
verilmigtir.

Cizelge 4.4. Kontrol grubu, 40 uM H,0, ve 40 uM H;0,+156.25 pg/ml MC dozlarinin ortalama Ct+standart
sapma degerleri

Standart
Sapma

40uM H20; +
15.625ug/ml Ort
Ct+ Standart Sapma

Kontrol Grubu Ort 40uM H202 Ort
Ct+ Standart Sapma =~ Ct+ Standart Sapma

Genler
[-aktin 18+0,42917 18,13 +0,310124 17,67 +£0,49495
Cas 3 18,93 + 0,556444 17,94 +0,324879 18,87+0,43453
Cas 8 33,01 +0,653036 32,01 £0,415355 31,63+0,718025
Cas 9 33,48 £0,842512 33,5 +0,736272 33,02+0,80129
p21 20,3 +0,978359 16,99 +0,237887 16,31+0,37463

Ortalama Ct degerlerindekitstandart sapma degerlerinin 1'i gegmemesi tekrarlar arasindaki tutarliligi
gostermektedir.

Hiicre gruplarinda gen ekspresyonlarina ait Ct degerlerine ait grafik Sekil 4.16’da
verilmistir.
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Sekil 4.16. Kontrol grubu, oksidatif strese maruz birakilan (40 pM H>0,) ve MC yagu ile tedavi edilen gruptaki
(40 uM H20,+15,625ug/ml MC) ortalama Ct degerlerinin karsilastirilmasi
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5. TARTISMA

Bu tez galismasinda, insan akciger dokusundan koken alan BEAS-2B brong
epitel hiicreleri tizerinde hidrojen peroksit maruziyeti ile oksidatif stres olusturuldu ve
MC esansiyel yaginin apoptotik yolak ve malondialdehit seviyeleri lizerindekietkileri
deneysel olarak arastirildi. MC esansiyel yagmin sitotoksik olmayan dozunun tespiti
amaciyla yapilan MTT uygulamasini takiben oksidatif stres durumu ile apoptotik
yolakta gorevli Kaspaz 3, 8, 9, ile p21 gen ekspresyonlar1 beraber degerlendirildi (Sekil
4.15). Bu ¢alisma, MC yagimin akciger hiicresi lizerindeki yararli etkilerini gerek hiicre
diizeyinde oksidatif hasara etkisi, gerekse genetik diizeyde apoptozise -etkisini
gostermesi bakimindan sonuglartyla MC yagmin tibbi uygulamalardaki etkinligine
katki saglayacak 6nemli bir ¢aligmadir.

Giiniimiiz modern tip uygulamalarinda yaygin kullanilmasa dahi biyoaktif
bilesenlerce zengin olan MC yagi halk arasinda tedavilerde tercih edilmektedir
(Masoudi ve ark. 2016). Kumar ve arkardaslart Myrtus communis L. yapraklarindan ve
bitkinin diger kisimlarindan elde edilen farkli ekstraktlarin ve bilesiklerin antioksidan
aktivitelerini gostermistir (Kumar ve ark. 2011). MC esansiyel yagmin farkli formlari
kullanilarak in-vitro calismalar yapildiysa da, yapilan calismalar olduk¢a sinirl
kalmistir (Rossi ve ark. 2009). Son donemde sentetik antioksidanlarin kanserojen
etkileri nedeniyle, insan uygulamalar1 i¢in kullanimlari sinirlandirildigindan, modern
tibbin dogal antioksidanlara olan ilgisi artmaktadir (Mimica-Duki¢ ve ark. 2010).

MC yag1 da gerek fenilpropanoidler ve gerekse ugucu yaglar gibi sekonder
metabolitlerin aktivitesi nedeniyle dogal bir antioksidan kaynagi oldugundan tibbi
uygulamalarda kullanim igin 6n sira aday bitkilerdendir (de Lavor ve ark. 2018).
Gardeli ve arkadaslar1 fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitelerini, indirgeyici ajanlar,
hidrojen bagiscilar, tekli oksijen indirgeyicileri olarak etki etmelerini saglayan redoks
ozelliklerine baglamaktadir (Gardeli ve ark. 2008). Bizim c¢alismamizda, bu
calismalardan farkli olarak MC yaginin canli hiicre lizerine etkileri sadece oksidatif stres
ile degil ayn1 zamanda apoptotik gen ekspresyonu ile beraber arastirildi.

MC esansiyel yaginin nonsitotoksik dozlarini saptamak amaciyla MTT testi
yapildi. Hiicreler 1000-500-250-125-62.5-31.25-15.625 pg/ml dozlarda MC esansiyel yagi
ile 24 saat siireyle inkiibe edildi. MTT testi uygulanarak 15,625pg/ml MC dozunun test
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edilen dozlar igerisinde sitotoksik etkisi olmayan doz oldugu goriildii (Sekil 4.3).

Yapilan calismalarda Hidroksil radikalinin siiplirme kabiliyeti, antioksidanlarin
potansiyelini degerlendirmek i¢in yaygin bir ara¢ olarak kabul edilmekte ve serbest metal
iyonlarimin selatlanmasi veya H2O2'nin diger zararsiz bilesiklere doniistiiriilmesi yoluyla
hidroksil radikalinin olusumunun temizlenerek basarilabildigi diistiniilmektedir (Lu ve ark.
2010). Bizim ¢alismamizda bu etkinin gosterilmesi icin BEAS-2B hiicreleri, oksidatif stres
modeli olusturmak i¢in uygun doz ve maruziyet siiresi belirlemek amaciyla 0, 10, 20, 30,
40, 50 ve 75, ve 100 pM dozlarinda H,O,ye 24 saat siireyle maruz birakildiktan sonra MTT
yontemiyle hiicre canlilig1 analizi yapildi (Sekil 4.2). H2O2'nin, BEAS-2B hiicrelerine 24
saatlik inkiibasyonu sonunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda 30 uM'lik dozda anlaml
bir fark goriillmezken 40, 50 ve 75, 100uM'lik dozlarin hiicre canliligini anlamli derecede
azaltt1g1 bulundu. Bu sitotoksik etkinlik 100uM dozunda en giiglii seviyede tespit edilmistir.
Oksidatif stres yaratmak i¢in hiicre canliliginin baskilandigi ilk doz 40uM H20; uygulama
dozu olarak tercih edildi.

Cesitli oksidan molekiillerin seviyeleri ile antioksidanlar arasindaki dengesizlik
olarak tanimlanan oksidatif stresin, bir¢ok organizmada biyokimyasal degisime ve
dolayisiyla ciddi hastaliklara neden oldugu bilinmektedir (Dennis ve Witting 2017).
Ozellikle Park ve arkadaslar1 (Park ve ark. 2002) ile Barrera ve arkadaslarinin (Barrera
2012) yaptiklari ¢aligmalarda oksidatif stres, sitotoksik ve genotoksik etkilere yol agarak
lipitler, proteinler ve DNA gibi temel biyomolekiillere zarar vererek hiicre diizeyinde geri
doniistimsiiz hasarlara aracilik edebilmektedir. Neticede reaktif oksijen tiirlerinin
saldirisindan kaynaklanan DNA hasari mutajenez ve karsinojenezin ana nedeni olarak
kabul edilmektedir (Saha ve ark. 2017). Romani ve arkadaslar1 (Romani ve ark. 2004),
Myrtus communis L. o6zlerinin antioksidan aktivitesi tizerindeki etkisini, yaptiklari
calismada degerlendirmisti. Farkli bir ¢alismada, Ines ve arkadaslar1 Myrtus communis
yapragindan izole edilen saf bilesiklerin antioksidan aktivitesini bildirmislerdir (Ines ve
ark. 2012). Antioksidan aktivite, K562 hiicre hattinda hidrojen peroksit tarafindan
indiiklenen lipit peroksidasyonunu inhibe etme kabiliyeti ile belirlenmisti. TBA testi,
tiyobarbitiirik aside sahip pembe bir kromofor olusturan lipid hidroperoksit
ayrismasindan sonra olusan malondialdehit'i (MDA) olgtiiler. Turhan ve arkardaslari,
peroksit degeri, tiyobarbitiirik asit reaktif madde ve oksidatif uyum skoru belirleyerek
lipit oksidasyonunu gozlemledi (Turhan ve ark. 2012). Myrtle ve biberiye ekstraktlar

MDA ol¢liimii tlizerinden lipid oksidasyonunu yavaslatmada cok etkili oldugunu
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gosterdilerve ¢alismada Myrtus communis MDA degerini diisiirmeyi basardi (Fadaei ve
ark. 2015). Bizim galismamizda da bu ¢alismalara benzer sekilde canli hiicrelere MC
yaginin etkisini 6lgmek i¢in MDA degerlendirildi.

BEAS-2B hiicreleri 40 uM H20> ve 40 uM H20,+15,625 ng/ml MC esansiyel yagi
ile 24 saat inkiibe edilerek hiicredeki MDA diizeyleri degerlendirildi. Kontrol grubu olarak
H202 uygulanmayan (0 uM H20>) hiicreler kullanildi. Kontrol grubuna gére 40 uM H.O;
dozunda MDA diizeyinde anlamli bir artis gozlenirken, 40 pM H20,+15,625 pg/ml iceren
grupta MDA diizeyleri kontrol grubuna benzer bulundu. MC yag1 H20>’in neden oldugu,
MDA artis1 ile gosterilen, oksidatif stresi kontrol diizeylerine indirmeyi basardi (Sekil 4.5).

Bajpai ve arkadaglarinin ¢aligmasinda, M. communis ekstrelerinin reaktif oksijen
tiirlerinin iyi bir temizleyicisi gibi goriinmektedir (Bajpai ve ark. 2015). Sahreen ve
arkadaglar1 Hidrojen peroksitin, ana hiicre bilesenleriyle reaksiyona girerek lipit
peroksidasyonuna katildigini ve ayrica DNA hasarina neden oldugunu gosterdiler
(Sahreen ve ark. 2014). Miguel ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada H2O>'nin oksidatif
etkisi inhibe etme kapasitesi test edilen M. communis ekstraktlarin konsantrasyonunun
arttirllmasiyla artmistir. Bu goézlemlenen H202 temizleme aktivitesi, elektronlari
hidroksil radikallerine kolayca bagislayabilen fenolik bilesenlerin varligina baglanabilir
(Miguel 2010). Kumar ve arkadaslari, yaptiklari c¢alismada Myrtle o6zleri lipit
peroksidasyonunuinhibe ettigini ve boylece MDA seviyesinin diistiigiinii gosterdiler
(Kumar ve ark. 2011).

Bizim ¢alismamizda H20:> ile maruziyete ugrattigimiz BEAS-2B hiicrelerinde
etkilenme dozunu yiiksek tutmamiz gerekti. 30 uM H202 uyguladigimiz hiicrelerin
MDA diizeylerinde anlamli bir artis goremedigimiz igin, MTT testimizde anlamlilik
veren bir iist doz olan 40 uM H202 dozunu uyguladik ve bu dozda MDA seviyelerindeki
artis1 gozlemlemledik. Boylelikle hiicre canliligini baskilayan ilk doz olan 40 pM H20>
dozunun hiicrelerde oksidatif stres olusturdugunu gosterdik. Bu sonuglar, Kumar ve
arkadaslar1 (Kumar ve ark. 2011) ve Gongalves (Gongalves ve ark. 2013) ¢alismalar ile
uyumludur.

Bilindigi tizere saglikli hiicreler apoptozis yolu ile homeostazisi saglayarak
timor olusumu gibi tablolarn oniine gegmektedir (Fulda 2010). Apoptozis, hiicre
herhangi bir oksidana maruz kaldiginda ve hiicre diizeyinde hasar meydana geldiginde
devreye girerek hatay: hiicre diizeyinde onarmakta veya ortadan kaldirmaktadir (Fulda

2011). Bu sistemin sekteye ugramasi neticesinde kanserli hiicreler ¢ogalarak timor
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olusumuna neden olabilirler. Calismamizda BEAS-2B hiicrelerinde degisik dozlarda
H202 uyguladik ve yapay olarak oksidatif stresi meydana getirdik.

Calismamizda, BEAS-2B hiicrelerinde 24. saatte kontrol grubu (0 uM Hz0y) ile
oksidatif strese maruz birakilan grup (40uM H20>) karsilastirildiginda 40 uM H>O»
grubunda Kaspaz 3, 8 ve p21 geninin ekspresyonu istatistiksel olarak artmis bulundu.
Bir Cdk inhibitorii olan p21 ekspresyonundaki artig, hiicrenin onarim ya da apopitoz
kararin1 vermek {izere hiicre dongiisiinii durdurdugunu diisiindiirdii. Kaspaz 9 geninin
ekspresyon seviyesinde ise anlamli bir degisim goriilmedi. Bu bize 40 uM H>02’in
hiicrede apopitozu ekstrinsik yolak iizerinden tetikledigini gdsterdi. Boylelikle MDA
diizeylerini de yiiksek buldugumuz bu dozun, hiicrelerde, onarilamayan oksidatif
hasardan kaynaklanan apoptotize yol agtig1 sonucuna vardik.

BEAS-2B hiicrelerinde 24. saatte MC grubu (40uM H20,+15,625 ng/ml) ile
oksidatif strese maruz birakilan grup (40 uM H203) karsilastirildiginda, MC esansiyel
yagt ile muamele edilen hiicrelerde Kaspaz 3 ekspresyonunun 6nemli derecede
azaldigin1 gordiik (Sekil 4.11). Kaspaz 8 gen ekspresyonunda da az miktarda bir diisiis
gordiiysek de bu diisiis istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 4.12). Ancak apopitozun
son evresinde, kaspaz selalesinin en son basamagi olan DNA fragmentasyonu
asamasinda gorev alan Kaspaz 3’iin kontrol grubu seviyelerinin de altina inmesi, MC
esansiyel yagimin oksidatif hasardan kaynakli apopitozun engellenmesinde oldukga
etkili oldugunu gosterdi (Sekil 4.11).

Fernald ve Kurokawa apoptozun uyarilmasinin hedeflenmesinin yanmi sira
ortamdaki oksidatif stresi es zamanli azaltacak terapotik bir strateji gelistirmesinin
oldukga Onemli bir yaklagim olacagini belirttiler (Fernald ve Kurokawa 2013).
Apoptozisin Myrtus Communis L yagi araciligi ile intrinsik ve ekstrinsik yolaklar
tizerinden aktivasyonun aydmnlatilmasinda Tretiakova ve arkadaslarinin kanser
hiicrelerinde yaptig1 calisma 6nem tagimaktadir (Tretiakova ve ark. 2007). Ozellikle MC
yaginin kanserli hiicrede apoptozisi kaspaz 3, 8 ve 9 aracilii ile aktive ettigini
gostermistir. Bizim ¢alismamizda bu ¢alismalardan farkli olarak ¢alisilan hiicre hatti
kanser hiicre hatt1 degildi. Kanser terapilerinde apopitoza direncli kanser hiicrelerini
apopitoza yoneltmek Onemli bir tedavi stratejisi iken, saglikli hiicrelerde oksidatif
hasardan kaynakli apopitozu geriletebilmek hiicrenin yasamini devam ettirmesi

acgisindan onemlidir.
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Calismamizda apoptotik gen ekspresyonlarinin iiriin diizeyinde gosterebilmek i¢in
Western Blot yonteminin olmamasi gibi bazi kisitliliklar mevcuttur. Bu yontemlerin
kullanilmast ile, MC esansiyal yaginin antioksidan aktivitesi daha ileri diizeyde
gosterilebilir.

Sonug olarak MC esansiyel yaginin hidrojen peroksitle uyarilan oksidatif stresi
azaltmast ve es zamanli olarak oksidatif stresten kaynakli apoptozisi baskilamasi
sebebiyle MC yaginin tibbi fayda saglayacagini diistinmekteyiz.

Calismamizda, MC esansiyel yaginin 15,625ug/ml dozda oksidatif stres tizerinde
MDA seviyelerine dayanarak giiglii sekilde azaltici etkisi oldugu gosterildi (Sekil 4.6).
Ayrica ayni dozda oksidatif stres tarafindan indiiklenen apoptozis mekanizmasi {izerinde
geriletici etkinligi tespit edildi. Sonug olarak MC yag1 hem oskidatif stresi azaltarak hem de
oksidatif stres kaynakli apoptozisi inhibe ederek tibbi agidan gii¢lii terapotik etki

gostermistir.
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6. SONUC

Myrtus communis L. esansiyel yaginin oksidatif stres uyarili BEAS-2B hiicreleri
tizerindeki antioksidan ve antiapoptotik etkilerini arastirdigimiz bu ¢aligmada; 1000-500-
250-125-62.5-31.25-15.625 pg/ml MC esansiyel yag dozlari kullanildi. Sitotoksisite
Olciildii. Oksidatif stres olusturmak i¢in hiicreler 0, 30,40, 50 ve 75, ve 100 uM dozlarinda
H2O2ye 24 saat siireyle maruz birakildiktan sonra MTT yOntemiyle hiicre canlilii analizi

yapildi. Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9 ve p21 genlerinin ekspresyon diizeyleri incelendi.
1. MC yagmin 15.625-62.5 pg/ml doz araliginda sitotoksik olmadig tespit edilmistir.
2.H2O2maruziyeti i¢in 24 saatlik siirede etkili dozun 40 uM oldugu tespit edildi.

3. H202 ve MC esansiyel yaginda belirlemis oldugumuz bu etkin dozlar kullanilarak MDA
bakildi. MC esansiyel yaginin MDA miktarini diistirdiigi tespit edildi.

4. BEAS-2B hiicrelerinde kontrol grubu ile 40 uM H202 dozu karsilastirildiginda

proapoptotik Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 ekspresyonlarinin arttigi saptandi.

5. BEAS-2B hiicrelerinde 40 uM H202, 40 uM H202+15.625 pg/ml MC karsilastirildiginda

Kaspaz 3 geninin ekspresyon seviyesinde ¢ok giiglii bir azalma saptandi.

7. Oksidatif stres uyarili BEAS-2B hiicrelerinde MC esansiyel yagmin oksidatif stres

kaynakli indiiklenmis apoptozu, Kaspaz 3 seviyelerini diisiirerek baskiladigi belirlendi.

Sonug olarak; bu ¢alisma MC esansiyel yaginin MDA miktarini diisiirmesi antioksidan
aktivitesinin gii¢lii oldugunu gostermektedir. Ozellikle hiicre i¢in basedilemeyen diizeyde
oksidatif hasar sebebiyle meydana gelen apopitozisi baskilayici 6zellikleri hiicresel canlilik
i¢in son derece 6nem arz etmektedir. Tiim bu 6zelliklerinden dolayt MC yaginin tedavilerde

dogal terapdtik ajan olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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