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GIRIS - AMAC

Doga, terapotik bilesiklerle dolu sinirsiz bir kaynaktir ve sentetik ilaclarla kiyaslandiginda, dogal
bilesikler daha az yan etkiye sahiptir. Anadolu’da bircok kullanim sekli olan Dag Kekigi bu bilesiklerden
biri olup, HL-60 hiicre hattinda antineoplastik aktivitesi tzerine yapilmis ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
calismada, Kekik ekstarkti'min HL-60 hiicre hattinda apoptotik ve otofajik hiicre 6lim yolaklari ile
etkilesimi calisilarak, antiproliferatif etkileri degerlendirildi.

METOD

Bitkinin govde ve yapraklar Soxhlet ekstraksiyon metodu kullanilarak, polar ¢oziicli (su) icerisinde
ekstrakte edildi. Ekstre, farkli konsantrasyonlarda (25-150 mikrogram/ml) HL-60 hiicre hattinda 24 saat
inklibe edildi ve ileri molekiiler testler yardimiyla antiproliferatif etkileri degerlendirildi. Bu kapsamda,
calismamizda yapilan testler: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) ve
Nitrik oksit(NO); prolidaz aktivitesi; Annexin-V; ve qPCR'da apoptoz ve otofaji ile iliskili genler (Bcl-2,
Caspase 3,8,9, ve 12, NF-kB, p27, p53, PTEN, Beclin-1, LC3, ve GAPDH)'in ifade seviyeleri calisildi.

BULGULAR

MTT verilerinde yapilan IC50 analizine gore, 24 saatlik kekik ekstresi inkiibasyonu (100 pg/ml) HL-60
hiicre canliigini %73 oraninda azaltirken, NO diizeyinde % 5,8 oraninda bir azalmaya neden oldu. S6z
konusu hiicre canlihgindaki farkliigin terapétik anlamlih@s, idarubisin grubu ile kiyaslanarak test edildi,
ve kekik ekstresinin, terapétik dozda (0.04 uM) idarubicin (Neoplastik ajan)’e gére hiicre canliigini %46
oraninda daha fazla azalttigi gorildi. Buna ek olarak, Prolidaz aktivitesinde kaydedilen dramatik
azalma da apoptozis yolaginda artan aktiviteyi gostermektedir. Annexin-V sonuclarina gore, kekik
ekstresi % 64,07 oraninda HL-60 hiicresini apoptoza gotirlrken, idarubicin %31,59 oraninda HL-60
hicresinde apoptozu tetikledi. Kekik ekstresinin antiproliferatif etki yolagini aydinlatmak icin yapilan
gPCR calismalarinda apoptoz, ve otofaji ile iliskili genler hedeflendi. Kekik intrensek apoptoz yolaginda
rol olan genlerin ifade seviyelerinde (Bcl, Caspase12, Caspase9 ve Caspase3) anlamli artislara neden
olurken, ekstrensek yolak kaspazlarindan Caspase8'in ifadesini anlamli olarak azaltti. Ayrica, timor
baskilayici faktér PTEN'in ifade seviyesinde Ui¢ kat artis gozlendi. Apoptoz'a ek olarak, otofaji belirtecleri
ve dizenleyicilerinden, LC3 ve Beclin1in gen ifade seviyeleri calisildi, ve yapilan kat degisimi
analizlerinde, bu genlerde anlamli artislar gozlendi.
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SONUC

Hicre canhh@r testi sonucuna gore, etkin doz Kekik ekstrati'nin (100 pg/ml) HL-60 hicreleri Gzerinde
sitotoksik etki gosterdigi ve hiicre sayisini %73 azalttigr gorildi. S6z konusu sitotoksitenin etki yolagini
aydinlatmak icin yudratilen ileri molekiler testlerde; Kekik ekstraktinin apoptoz intrensek yolagi
modiilatorlerinden Caspase3, Caspase9, Caspase12 ve Bcl, ve bilinen apoptoz belirte¢lerinden PTEN'in
ifade seviyelerinde anlamli artislara yol actigi kaydedildi. Artmis intrensek gen ifadelerinin ve PTEN'in
isaret ettigi apoptoz aktivasyonunu dogrulamak igin apoptoz ve nekroz belirtecleri, Annexin- V ve 7-
Add calisildi. Sonuc olarak, kekik ekstrakt’t blttin HL-60 hiicrelerinden % 64,07'inde apoptoz'u tetikledi
(idarubicin %31,59). Apoptoza ek olarak, Kekik flavonoideriyle uyarilan antiproliferatif hiicre 6lim
yolaklardan bir digeri de otofaji'dir. Otofaji belirteci ve otofagozom diizenleyicisi olan LC3 ve Beclin1
ifadelerinde gozlenen asiri artislar, kekik ekstrat'inin hiicrelerde her iki tip 6lim yolagini (Tip-I, Il) aktive
ettigini gostermektedir. Ancak, Tip-Il hiicre 6lim yolagindaki aktivasyonun hiicre sag kalimi tzerine
etkisinin ileri molekiler ve gorintlileme calismalar ile dogrulanmasi gerekmektedir. Sonug olarak,
kekik, dogadaki énemli flavonoid depolarindan biri olup Anadolu’da oldukca fazla tiiketim alanina
sahiptir. Flavonoidlerin olduk¢a gugli antitimoral etkiye sahip oldugu raporlanmistir. Bu calismada,
flavonoid iceren kekik bitkisinin ekstrakti ilk kez HL-60 hiicre hattina uygulanmis ve bilinen apoptoz
belirtecleriyle test edildiginde, kekigin apoptoz'u tetikledigi gorilmustur.
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