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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

GLISIRRETINIK ASIT TUREVI OLAN SOLOKSOLON METIL’IN MEME
KANSERI HUCRELERI UZERINDEKI SITOTOKSIK VE APOPTOTIK
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Pmar ALPER

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Dog. Dr. Ferda ARI
Ikinci Damisman: Prof. Dr. Engin ULUKAYA

Kadinlarda kansere bagl 6liimlerin en 6nemli nedenlerinden olan meme kanserinin tedavisinde
dogal bilesiklerden elde edilen cesitli kemoterapdtik ajanlar kullanilmaktadir ve yeni ilag
gelistirme ¢aligmalarina devam edilmektedir. Glycyrrhiza glabra (meyan kokii) bitkisinin
sekonder metaboliti olan Glisiretinik asitin potansiyel bir antikanser ajan oldugu daha 6nce
yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Bu tez galismasinda, Rusya Bilim Akademisi, Kimyasal
Biyoloji ve Temel Bilimler Enstitiisii’nde sentezlenen, Glisiretinik asitin yar1 sentetik bir tiirevi
olan Soloksolon metil bilesiginin sitotoksik ve apoptotik etkileri insan meme kanseri hiicre
soylarinda (MCF-7, MDA-MB-231 ve T-47D) arastirilmistir. Soloksolon metil’in hiicre
canliligr lizerine olan etkisi (24 ve 48 saat) MTT ve ATP canlilik testleriyle belirlenmistir.
Hiicrelerde 6liim modunu (apoptoz ve nekroz) belirlemek amaciyla floresan boyama (Hoechst
33342 ve propidyum iyodiir) ve kaspazla kirilmis sitokeratin 18 (M30) metodlar1 kullanilmistir.
Buna ilaveten apoptozis, gen (PCR yontemi) ve protein (Western Blot) diizeyinde
arastirilmigtir. Soloksolon metil’in her {i¢ hiicrede doza ve zamana bagli olarak hiicre canliligini
azalttigi, 48 saat sonrasinda IC50 degerleri MCF-7, MDA-MB-231 ve T-47D hiicrelerinde
sirayla 4,22 uM, 5,97 uM ve 6,18 uM olarak belirlenmistir. Hiicrelerde Soloksolon metil’in 10
uM dozunun, 24 ve 48 saat sonrasinda erken apoptoza (piknotik niikeus ve propidyum iyodiir
negatifligi); 72 saat sonrasinda ge¢ apoptotik/sekonder nekroza (piknotik niikleus ve propidyum
iyodiir pozitifligi) neden oldugu gozlenmistir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
Soloksolon metil etkisiyle apoptotik gen ekspresyonlarinin arttigr tespit edilmistir. Ayrica
MDA-MB-231 hiicre soyunda apoptotik proteinlerin yani sira endoplazmik retikulum stresiyle
iligkili proteinlerin (IRE1-a, Bip, CHOP) artis1 da belirlenmistir.

Sonug olarak, Soloksolon metil bilesiginin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylar1 {izerine olan
etkisinin sitotoksik etkisini apoptozis lizerinden gergeklestirdigi, 6zellikle MDA-MB-231 hiicre
soyunda endoplazmik retikulum aracili apoptozis yolagindan ilerledigi belirlenmistir. Alinan
sonuglar Soloksolon metil’in meme kanseri tedavisinde etkili bir ajan olabilecegini ileri
analizlerin (in vitro ve in vivo) yapilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Glisiretinik asit, Soloksolon Metil, Meme kanseri, Apoptoz, Sitotoksite

2016, ix+113 sayfa



ABSTRACT
MSc Thesis

CYTOTOXIC AND APOPTOTIC EFFECT OF SOLOXOLONE METHYL AS A
GLYCYRRETINIC ACIDE DERIVATIVE AGAINST BREAST CANCER CELL
LINES

Pmar ALPER

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisior: Assoc. Prof. Dr. Ferda ARI
Second supervisior: Prof. Dr. Engin ULUKAYA

Being one of the leading causes of cancer death among women, various chemotherapeutic
agents isolated from natural compounds are used in breast cancer treatment and studies to
develop new drugs still continues. There are several studies on glycyrrhetinic acid, a secondary
metabolite which is found in Glycyrrhiza glabra (Liquorice), as a potential anticancer agent. In
this thesis, the cytotoxic and apoptotic effects of soloksolon methyl compound, a semi-
synthetic derivative of glycyrrhtenic acid synthesized by the Russian Academy of Sciences,
Chemical Biology and Basic Sciences Institute in Siberia were investigated on breast cancer
cell lines (MCF-7, MDA-MBA-231 and T-47D). The antigrowth effects (24 and 48 hours) of
Soloksolon methyl were determined using MTT and ATP assays. To identify the mode of cell
death (apoptosis/necrosis), fluorescent staining (Hoechst 33342 and Propidium iodide) and
caspase-cleaved cytokeratin 18 (M30) test were used. In addition, apoptotic genes and protein
levels were investigated by PCR method and Western Blotting. Soloksolon methyl decreased
cell viability in all three cell lines in a dose and time-dependent manner. The 1C50 values in
MCF-7, MDA-MBA-231, and T-47D cells after 48 hours of treatment are 4,22 uM, 5,97 uM
and 6,18 puM respectively. Soloksolon methyl induces early apoptosis (pyknotic nuclei and
negative Propidium iodide) at 10 uM after 24 and 48 hours, and late apoptosis or secondary
necrosis (pyknotic nuclei and positive Propidium iodide) after 72 hours in all cell lines. An
increase of apoptotic gene expressions was determined in MCF-7 and MDA-MB-231 cells
treated with Soloksolon methyl. Moreover, an increase of apoptotic proteins related to
endoplasmic reticulum (IRE1-a, Bip, CHOP) stress was also determined in MDA-MB-231 cell
line. In conclusion, Soloksolon methyl is found to be cytotoxic on MCF-7 and MDA-MBA-231
cells by inducing apoptosis, especially in MDA-MB-231 cell line where ER stress-induced
apoptosis is triggered. Advance analyses (in vitro and in vivo) should be performed to elucidate
the potential of Soloksolon methyl as anticancer agent in breast cancer treatment.

Key words: Glycrretinic Acide, Soloksolon methyl, Breast Cancer, Apoptosis, Cytotoxicity
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

AIF : Apoptozis indiikleyici faktdr (Apoptosis inducing factor)
Apaf-1 :Apoptotik proteaz aktive eden faktor

ATP :Adenozin trifosfat (Adenosine triphosphate)

BSA: (BCA) Biginkoninik asit

CAD :Kaspaz aktive edici DNaz

CDK: Siklin bagimli kinaz

CHOP: C/ERP homolog proteini

CK: Sitokeratin

COX2: Siklooksijenaz 2

CSF: Koloni uyarict faktor

DAPI :4',6-diamidino-2-phenylindole

DD :Oliim alan1 (Death domain)

DISC :Oliim indiikleyici sinyal kompleksi (Death inducing signalling complex)
DMEM :Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO :Dimetil siilfoksit (Dimethyl sulfoxide)

DNA :Deoksi riboniikleik asit (Deoxyribonucleic acid)
DNA-PK :DNA bagiml protein kinaz (DNA-dependent Protein Kinase)
DR: Oliim reseptdrii

DTT :Dithiothreitol

EDTA :Etilen Diamin Tetraasetik Asit

EGFR :Epidermal biiyiime faktor reseptorii(Epidermal growth factor receptor)
ER: Endoplazmik retikulum

FADD :Fas iliskili 6liim alan1 (Fas associated death domain)
FBS :Fetal sigir serumu (Fetal bovine serum)

FDA: Amerikan Gida ve Ila¢ Kurumu

FITC : Fluoresin izotiyosiyanat

GA: Glisiretinik Asit

GAPDH :Glukoz-3-fosfat dehidrogenaz

GDP: Guanozin difosfat

GTP :Guanozin trifosfat

HCC: Hepatoseliiler karsinoma

HE :Hematoksilen-eozin

IAP: Apoptoz inhibitorleri

IARC :Diinya Saglik Orgiitii Uluslar aras1 Kanser Arastirma Ajansi
IARC: Uluslar aras1 kanser arastirma ajansi

ICAD :Kaspazla aktive edilmis

ICAD: Kaspazla active edilen DNaz inhibitorii

IGF :Insiilin benzeri biiyiime faktorii

IGF: Insiilin benzeri biiyiime faktorii

iINOS: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz

KHAK :Kiigiik hiicreli akciger kanseri

KHDAK :Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri

LOX: 5-liooksijenaz

MOMP: Mitokondri dig mem bran permeabilizasyonu

MTT: (3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difenil tetrazolium bromiir)
NCI: Ulusal kanser ajansi

NF-kB: Niikleer faktor kappa B

vii



NGF :Noron biiyiime faktorii

PAGE :Poliakrilamid lel elektroforezi (Polyacrylamide gel electrophoresis)
PARP :Poli(ADP-riboz)polimeraz (Poly ADP-ribose polymerase)
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Pl :Propidyum iyodiir (Propdium iodide)
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RIP: Reseptoe etkilesim protein

RNA :Ribo niikleik asit (Ribonucleic acid)

ROCK I: “Rho-associated coiled coil forming kinase I”

RPMI :Roswell Park Memorial Institute Medium

SDS :Sodyum dodesil siilfat (Sodium dodecyl sulfate)

SM: Soloksolon metil

SMAC: “Second mitokondria derived caspase”

SRB :Sulforhodamine B

TCA :Trikloroasetik asit

TdT :Terminal deoksiniikleotidil transferaz

TNF :Timor nekrozis faktor

TNFR: Tiimor nekroz faktor reseptorii

TRADD:TNFR-1 iligkili 6liim protein

TRAIL :TNF-iligkili apoptozis indiikleyici ligand (TNF-related apoptosis inducing
ligand
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GIRIS

Kanser, gelismekte olan iilkelerde, her yil 6-7 milyon yeni vakanin goriilmesine yol
acmakta ve diinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en ¢ok 6liime neden olan
hastalik olarak bilinmektedir (Cozzi ve ark. 2004). T.C. Saglk bakanliginin 2015
yilinda yaymladigi “Diinya ve Tiirkiye’de Kanser” baglikli duyuruya goére, Diinya
Saglik Orgiitii ve Uluslararast Kanser Arastirma Ajansi’nin verilerinde 2008 yilinda
diinya genelinde 12 milyon kisiye kanser teshisi konulurken, bu rakamin 2030 yilinda
26 milyonu asacagi tahmin edilmektedir. Kanser siklig1 diinya genelindeki hemen her
tilkede yillik %1-2 oraninda bir artis gostermektedir. Cok az sayidaki gelismis iilkede
bu artis kontrol altina alinabilmis ve hatta negatif bir egilim goriilmeye baglanmistir.
Meme kanseri kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiiriidiir. Amerikan Kanser
Dernegine gore, her yil 232 340 yeni invaziv meme kanseri tanisi konulmaktadir. 2011
yilinda, yaklagik 40 000 kadinin kanser nedeniyle hayatin1 kaybettigi belirtilmistir.
Hindistan’da, her yil yaklagik 115 000 hastaya meme kanseri tanist konulmaktadir
(Anonim 2013a). Tiirkiye’de ise, kanser haritasi incelendiginde her yil yaklasik 150
000 yeni kanser olgusundan erkeklerde en sik akciger kanseri, kadinlarda ise meme
kanseri gortilmektedir (Anonim 2015).

Meme kanseriyle ilgili giincel tedavi seceneklerine baktigimizda ameliyat, radyoterapi,
adjuvan kemoterapi ve/veya hormon terapilerini gérmekteyiz; fakat ne yazik ki ileri
evredeki meme kanserinin tedavisi i¢in hala etkili bir tedavi yontemi bulunmamaktadir.
Yakin zamanlarda yapilan ¢aligmalarla, meme kanserinin yeni yolaklari,
biyobelirtegleri ve olasi etkili tedavi ajanlar1 tanimlanmistir (Cazzaniga ve ark. 2012).
Bununla beraber bir¢ok yeni ilag piyasaya siiriilmesine ragmen tedaviye yanit hala tam
olarak almamamistir. Bu nedenle yeni tedavi seceneklerinin ve yeni ilaclarin
gelistirilmesine hala ihtiyag vardir.

Bitkiler yasamlarin1 siirdiirebilmek igin birincil ve ikincil metabolitler iretirler.
Fotosentez, solunum ve gelisme igin esansiyel olan metabolitler birincil metabolitler
olarak adlandirilir. Polinatorleri (polen tasiyicilarl)) kendine c¢ekmek, ultraviole
1sinlarindan  korunmak, herbivor ve patojenlere karsi koruma saglamak amaciyla
iretilen esansiyel olmayan metabolitler de ikincil metabolitler olarak adlandirilirlar.
Bununla birlikte, ikincil metabolitler insanlara farkli ilaglar, antibiyotikler ve

herbisitleri (zirai ilaglar) saglarlar (Fantini ve ark. 2015, Crozier ve ark. 2006).



Sekonder metabolitlerin uzun siireli aliminin kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar,
diyabet ve norodejeneratif hastaliklar iizerine olumlu etkileri oldugu gosterilmistir
(Manach ve ark. 2004, Crozier ve ark. 2006, Li ve ark. 2014). 1950’lerde vinblastin ve
vinkristinin kesfi ile baslayan ve giinlimiizde halen devam eden bitkisel ajanlar
kullanilarak yapilan anti kanser ilag aragtirmalar1 sonucunda, sitotoksik etki gdsteren
birgok tiir kesfedilmistir. Su anda kullanilmakta olan anti kanser ajanlarinin %60’ indan
fazlas1 bitkileri, deniz canlilarin1 ve mikroorganizmalart da kapsayan dogal
kaynaklardan elde edilmektedir (Newman ve ark. 2003, Cragg ve Newman 2005).
Cogu arastirma gruplarinin 6nde gelen hedefi insan timorlerinin tedavisinde etkin bir
sekilde kullanilabilir uygun bir antikanser ilact bulmaktir. Bitkilerden sentezlenen
organik molekiiller, biyolojik aktif bilesiklerin biiyiik bir kismini olustururlar. Bu
bilesiklerden, retinoid ve steroidlerle benzer olan pentasiklik triterpenoidler, cesitli
biyolojik, farmakolojik ve tibbi etkileriyle dikkat ¢ekmektedir (Logashenko ve ark.
2011). Bitkilerin sekonder metabolitlerin énemli bir kismini olusturan triterpenoidler,
30 karbonlu izopren iskelet ile karakterize olan, 100’iin tizerinde farkli iskelet yapisi
bulunduran bilesikler grubunu temsil etmektedirler (Connolly ve ark. 2002).
Triterpenoidler, skualen veya oksiskualenin halkali duruma ge¢mesiyle meydana
gelirler (Cho ve ark. 2015) ve asiklik, monosiklik, bisiklik, trisiklik, tetrasiklik,
pentasiklik veya hekzasiklik yapida bulunabilirler (Xu ve ark. 2004). Pentasiklik
triterpenler genellikle biyolojik olarak aktiftirler (antitlimor, antiviral, antidiyabetik ve
anti-inflamatuar etkilileri vardir) ve yiiksek tedavi potansiyeline sahipirler (Cho ve ark.
2015). Coklu hedeflere spesifik olmama yetenegine sahip pentasiklik triterpenoidler
tarafindan inhibe edilen sayisiz enzim ornekleri vardir (Glinski ve ark. 2002). Daha da
onemlisi, triterpenoidlerin yapilar1 benzersiz gilivenlik profiline sahiptir (Sporn ve ark.
2011). Ornegin korosolik asit (antidiyabetik) halihazirda piyasada bulunmaktadir ve
baz1 diger pentasiklik trterpenoidler klinik deneme asamasinda ya da piyasaya ¢ikmaya
hazirdirlar. Pentasiklik triterpenoidlerin anti-inflamatuar etkisi, biiyiik Ol¢iide 5-
lipoksijenaz (LOX), indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), siklooksijenaz 2 (COX2)
ve niikleer faktor- kappa B (NF-kB) gibi molekiiler hedefleri inhibe etme yeteneginden
dolay1 atfedilmistir (Cho ve ark. 2015).

Glisiretinik asit (GA) meyan kokiinde bol miktarda bulunan bir aktif triterpenoid

metabolitidir ve Glisirrizin bilesiginin aglikonudur (Logashenko ve ark. 2011).



Glycyrrhiza glabra, bitkisinden elde edilen meyan kokii ekstraktinin dogu tibbinda,
cesitli  hastaliklarin  tedavisinde siklikla kullanildigi bilinmektedir. Cin tibb1
uygulayicilari, meyan kokiinli yasami uzatmak, yaralanmalar1 tedavi etmek ve detoks
icin tavsiye etmektedirler (Wang ve ark. 2001, Nomura ve ark. 1998). Ayrica GA besin
takviyesi olarak cesitli iiriinlere katilmasi, Amerika Gida ve Ilag¢ Kurumunun (FDA)
tarafindan onaylanmistir. GA, alfa ve beta olmak tizere iki sterio-izomerik formu
bulunmaktadir. Bu iki sterio-izomerik form da anti-enflamatuar ve anti-kanser etkiye
sahiptir (Shetty ve ark. 2011). GA’nin antitimér etkisinin timoér olusumunun
baskilanmasi, tiimdrojenez ve apoptozun indiiksiyonu gibi etkileri barindirdig:
goriilmustir (Hibasami ve ark. 2005). Fakat, GA’nin da aralarinda bulundugu
triterpenoidler molekiiler hedeflerinin biyolojik aktiviteleri g6z oniine alindiginda zayif
etkiler gostermektedirler. Bu nedenle bu bilesikler, daha etkin analoglarinin elde

edilmesi amaciyla yapi tasi olarak kullanilmaktadirlar (Logashenko ve ark. 2011).

Bu tez caligmasinda, GA’nin yar sentetik bir tiirevi olan Soloksolon metil (Methyl 2-
cyano-3,12-dioxo-18bH-olean-9(11),1(2)-dien-30-oate; SM)  kullanilmigtir.  SM
bilesiginin insan meme kanseri hiicre soylart (MCF-7, MDA-MB-231 ve T-47D)

tizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri ve mekanizmalar1 arastirilmistir.



1. KAYNAK OZETLERI

1.1 Karsinogenez

Normal hiicreler sinirli sayida bdliinme yetenegine sahiptirler ve yasam siirelerini
doldurduklarinda veya hasar gordiiklerinde 6lerek yerlerini yeni hiicreler almaktadir.
Bazen bu siire¢ dogru islememekte ve bu hasarli ya da yaslanmis hiicreler 6lmeyerek
boliinmeye devam etmektedir. Kanser, hiicrelerin dogal biiylime siirecinden ¢ikarak
asirt ve kontrolsiiz ¢ogalmalart sonucu olusan tiim lezyonlarin genel adi olup
kontrolsiiz bir sekilde gogalan bu hiicrelerin komsu dokular1 iggali (invazyon) ve/veya
kaynagini aldig1 organdan viicudun diger kisimlarina kan-lenf yoluyla yayilmasiyla
(metastaz) sonuglanabilmektedir ( Anonim 2016a). Kanser olgularinda, hiicreler bu
denli hizli ¢ogalirken ayn1 oranda hiicre kayb1 olmamasi sonucunda hiicreler birikmeye
baslamakta ve bu durum hem kanser hiicrelerindeki genetik anormalliklerden hem de
immiin sistemin bu hiicreleri tanimada ve yok etmedeki basarisizligindan
kaynaklanmaktadir. Bu sayede biriken kitlelere tiimor adi verilmektedir (Yilmaz ve
Altunok 2011). Timoér gelisiminin baslangi¢c asamasinda tek bir hiicrenin anormal
cogalmasina yol acan genetik degisikliklerin rol aldig: diisiiniilmektedir. Sonrasinda ise
hiicre ¢cogalmasi (proliferasyon) ile klonal bir sekilde tiimor hiicrelerinin populasyonu
artmakta ve yine bu hiicrelerde meydana gelen ek mutasyonlar ile timor gelisimi
ilerlemektedir. Ayrica olusan bu mutasyonlardan bazilar1 hiicrelere daha hizli
bliyliyebilmeleri i¢in secici bir avantaj saglamakta ve bu sekilde mutasyon tasiyan
hiicreler timdr populasyonu igerisinde baskin hale gelmektedir. Mutasyona ugramis tek
bir hiicreden gelisen ilk hiicre kitlesi (tlimér) iyi huylu (benign) tiimor olarak
siniflandirilmakta ve bu tiimoér hiicrelerinin biiylime kontroliinde azalmalar olup
viicudun diger boliimlerine yayilma kabiliyetleri bulunmamaktadir. Ancak ilerleyen
proliferatif (¢ogalma) siirecte kotli huylu (malign) tiimdrlere doniiserek baska dokulara
yayilabilme yetenegi kazanmakta ve dolasim sistemi yoluyla gittigi dokularda kansere
neden olmaktadir (Sekil 1.1). Hem malign hem de benign tiimorler, koken aldiklari
doku ve hiicre tiiriine gore siniflandirilmaktadir. Karsinomlar, epitel hiicrelerden koken
alan malignitelerken, bag dokusu ya da kas hiicrelerinden kdken alan solid tiimdrler
sarkom olarak adlandirilir. Kan yapict hiicrelerden tiireyen losemiler ise bu iki
ana katagoriye de girmezler (Clark 1991, Yokota 2000, Alberts ve ark. 2002, Yokota ve



Kohno 2004).

Kanser

Malignite

Genetik

Kontrolsiiz Erken
hiicre

Mutasyonlu

Sekil 1.1. Mutasyona ugramis tek bir hiicreden gelisen tiimor kitlesi (Anonim
2016)

1.2 Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Baz1 kanser tiirleri tek bir anormal hiicreden kaynaklanirken bazi kanser tiirleri ise
timor dokusunda birden fazla hiicrenin karsinojene maruz kalmasindan
kaynaklanmaktadir (klonal orjin) (Fialkow 1976). Normal hiicrelerin boliinme sayisi
simnirliyken kanser hiicrelerinin ise sinirsizdir. Kanser hiicrelerinin bu  6zelligi
immortalite olarak adlandirilir. Immortalitenin mekanizmalarindan biri kromozom
uclari olan telomerlerdir. Normal hiicreler farklilagirken telomeraz enzimi de programli
bir sekilde gittikce azalir ve buna bagl olarak telomerler kisalir. Dolayisiyla tamamen
farklilasmis bir hiicre siklusun GO fazinda durur (senesans) ve sonunda g¢ogalma
kapasitesini yitirir. Oysa kanser hiicrelerinde telomeraz enzimi etkinligini siirdiiriir yani
telomerlerin uzunlugu sabit kalir ve hiicreler sinirsiz boliinme yetenegi kazanir. (Shay
ve ark. 2001) DNA tamirindeki veya DNA uygunsuzlugunda saptanan eksiklikler
genetik instabiliteye neden olur ve buna bagli olarak kanser hiicreleri proliferasyon
kontrol mekanizmalarina daha az yanit verir. Yabanci ¢evrede yasama yetenegine sahip
Klonlar olustururlar ve bdylece metastaz yaparlar. Kiiltir ortaminda biiyliyen normal
hiicreler, bulunduklar kiiltiir ortaminda yiizeye yapisamazlarsa boliinemezler. Normal
hiicreler ¢ogalip iizerinde biiyiidiikleri tiim yiizeyi tek tabaka halinde (monolayer)

doldurduklarinda ise besiyerleri boliinmeleri igin gerekli tiim biiyiime faktorleri ve



diger besin elemanlarini (niitrientleri) icerse bile boliinemezler. Kiiltlir ortamindaki
kanser hiicrelerinin bir 6zelligi de biiylime faktorlerinden ve niitrientlerden bagimsiz
olarak proliferasyonun devamli artmasidir. Kanser hiicreleri beslenmeleri i¢in gerekli
besin faktorlerini tiilketmelerine ragmen biliylimeye devam ettiklerinden aslinda kendi
kendilerini Oldiirmektedirler. Kanser hiicreleri, ekstraselliiler biiylime faktorlerinin
gereksinimlerini  azaltmaktadir. Bu hiicreler genellikle ekstraseliiler —matriks
bilesenlerini sindirecek proteazlari yapisinda bulundurmakta ve normal dokulara isgale
izin vermektedir (Pietras ve Ostman 2010). Kanser hiicreleri, yeni kan damarlarinimn
olusumunu indiikleyen biiylime faktorleri bulundurmaktadir ve timor belli bir boyuta
geldiginde beslenmesini saglamak amaciyla yeni kan damarlart olusturulur

(Anjiyogenez) (Lowitz ve Casciato 2000, Cooper 2006).
1.3 Meme Kanseri

IARC (“International Agency for Research on Cancer”)’in giincel veritabani
GLOBOCAN 2012°den elde edilen giincel verilere gore, 2012 yilinda diinya ¢apinda
8,2 milyon kisiye kanser oldugu ayrica 14,1 milyon kisiye de yeni kanser tanisi
koyuldugu bildirilmistir. Ozellikle meme kanseri 2008 verileriyle kiyaslandiginda
%20’ye varan keskin bir artig goriilmektedir. Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda
en sik goriilen ve Oliime neden olan kanser tipidir. ABD’de ise yilda 184,000 yeni
meme kanseri gozlenmekte olup, akciger kanserinden sonra tiim kanser oliimleri
arasinda %18 ile ikinci 6liim nedeni olarak bildirilmektedir (Anonim 2013b).

Diinyada meme kanseri goriilme sikligi yillik ortalama %0,5 oraninda artmaktadir.
Ancak goriilme sikhigindaki bu artisa karsin, gelismis bati iilkelerinde mortalite

oraninda az da olsa gerileme gézlenmektedir.

Insanlarda meme kanserinin nedeni kesin olarak bilinmemektedir. Meme kanseri
genetik ve cevresel faktorler arasinda gliglii etkilesimin oldugu karmagsik ve
multifaktoriyel bir hastaliktir. Son arastirmalar kadinda meme kanserini tetikleyen
faktorlerin ne oldugunu bulmaya yonelmistir. Genetik, hormonal, sosyobiyolojik ve
psikolojik etkenlerin olusumda rol aldigi kabul edilmekle beraber, meme kanserli
kadinlarin  %70-80’1 bu risk faktorlerine sahip degildir. Cok degisik ajanlarin
kromozomal mutasyonlara neden olarak kanserin ortaya ¢ikisi ve gelisimi ile yakindan

iligkili oldugu diistiniilmektedir.



Meme kanseri i¢in birgok risk faktorii belirlenmistir. Bunlarin arasinda cinsiyet ve yas
Oonemli bir faktor olup hastalarin ¢ogu 55 yasin iizerindedir. Ailede meme kanseri
Oykiisli olmasi yine yiiksek risk faktorlerinden birini olusturmaktadir. Genetik meme
kanseri olgularinda o6zellikle p53, BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonlar1 etkili
olmaktadir (Washbrook 2006). Meme kanseri gelisiminde hormonal faktorler de
etkilidir. Erken menstruasyon yasi, meme dokusunun Ostrojene maruz kalma siiresini
uzatir bu nedenle erken menarsin meme kanseri riskini arttirdigina inanilmaktadir.
Dogurmamis kadinlarda meme kanseri goriilme olasilign daha fazladir. ilk dogumu 35
yasindan sonra yapmis olmak ve ge¢ menapoz da meme kanseri goriilme olasiligini
arttirmaktadir. Gebelik ve laktasyonun meme kanserine karsi koruyucu oldugu ileri
stiriilmektedir. Cevresel faktorler arasinda ise radyasyona maruz kalma en 6nemkli risk
faktoriidiir. Yiksek yag tiiketimi ve alkol aliminin da meme kanseri riskini arttirdigina
dair kanitlar vardir. Lifce zengin gidalarin bagirsaktan Ostrojen absorbsiyonunu
engelleyerek meme kanserini Onleyebilecegi diistiniilmektedir (Kelsey ve ark. 1993,

Wohlfahrt ve ark. 2004).
1.3.1 Meme Kanseri Molekiiler Biyolojisi

Meme kanserinin  gelisiminin  altinda  yatan mekanizmalar tam olarak
aydinlatilamamistir. Cevresel karsinojenlere maruz kalma sonrasinda kazanilan
mutasyonlarin yaninda, germline mutasyonlarla kalitilan genetik degisiklikler sonucu
timor siipresor genlerin aktivasyonu ve proto onkogenlerin aktivasyonu ile apoptozis
mekanizmasinin bozulmasi ve/veya kontrolsiiz hiicre proliferasyonunun sonucunda
meme kanseri gelisiminin basladigi one siiriilmektedir. Cesitli biiyiime faktorleri ve
iliskili reseptorlerde olusabilecek ¢esitli bozukluklarin da kontrolsiiz hiicre cogalmasina
neden olarak insan meme kanserinde olduk¢a Onemli rol oynadigi bilinmektedir

(Sainsbury ve ark. 1985, Richard ve ark. 1987, Brown ve ark. 1995).

Ostrojen reseptorlerinin, dstrojen uyaristyla biiyiime sinyalinde oldugu kadar meme
kanseri gelisiminde de olduk¢a onemli oldugu bilinmektedir. Ostrojenin (Er)
fonsiyonunu iki spesifik hiicre i¢i reseptorii vasitasiyla gerceklestirdigi bilinmektedir.
Ero ve Erf olarak adlandirilan bu reseptdrler, hormon bagimli transkripsiyon
diizenleyiciler olarak islev goriirler. Er yolu, insan meme kanseri patofizyolojisinde

kritik bir rol oynar. Meme kanseri hastalarinda Era’nin fazla ekspresyonu, iyi



anlasilmis olan bir prognostik ve prediktif bir faktordiir. Erp’nin prognostik anlami tam
olarak tanimlanamamistir (Dotzlaw ve ark. 1999, Fugua ve ark. 1999, Speirs ve ark.

2000, Su ve ark. 2000)

Genetik degisiklikler germline mutasyonlarla kalitilir veya sonradan somatik
mutasyonlarla kazanilir. Sonradan kazanilan mutasyonla ¢evresel karsinojenlere maruz
kalmayla olugabilir. Bunlar, fiziksel (iyonize radyasyon), kimyasal (polisiklik
hidrokarbonlar) ve biyolojik karsinojenlerdir (viriisler) (Danaei 2005). Mevcut
arastirmalar karsinojenez siirecini hangi genetik degisikliklerin hizlandirdigin1 bulmaya
yonelmistir. Invaziv duktal karsinoma doniisiimii iizerinde durulan modele gore;
hiperplaziden in situ karsinomaya gecis ve sonugta da invaziv karsinoma geligimi s6z
konusudur. Meme kanserinin genetik temeli {izerindeki ¢alismalar tiimorojenez
siirecinde birden fazla role sahip ozellikli genlere yonelmistir. Bu genler arasinda
onkogenler (ras, c-myc genleri), tiimor supresor genleri (p53, BRCA1, BRCA2, nm23),
biliylime faktorii reseptor genleri (HER2), hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol alan
genler (telomeraz) ve apoptozisde rol alan genler (Bcl gen ailesi) sayilabilir. Timor
stipresOr genlerin erken ortaya ¢ikan meme kanserlerinin ailesel grupta olanlarinin
yaklasik %50’sinde 0nem tasidiklari bildirilmistir. BRCA1 ve BRCA2 proteinleri
genomik stabilitenin  saglanmasi, DNA hasarinda hiicresel cevap olarak
transkripsiyonel diizenlemeye ve hiicresel proliferasyon siire¢lerine katkida bulunurlar

(Oesterreich ve ark.1999, Cui ve ark. 2000).
1.3.2 Meme Kanseri ve Apoptozis

Normal meme gelisimi, hiicre proliferasyonu ve apoptozis arasindaki dengeyle kontrol
edilmektedir. Meme, dogumdan sonra ergenlik ve hamilelik olmak {izere iki ayri
fizyolojik siiregle gelisimini tamamlayan birka¢ organdan biridir. Bu sathalar siiresince
memenin proliferasyon ve farklilagsmasinda belirgin degisiklikler meydana gelmektedir.
Timor gelisimi yalnizca kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ile degil bununla birlikte azalmis
apoptozis sonucu olmast bunun gii¢li bir kanitidir (Sekil 1.2). Proliferasyon ve
apoptozis arasindaki denge, kemoterapi, radyoterapi ve hormonal tedavilerin cevabinda
timor gelisimi veya gerilemesini belirlemede c¢ok Onemlidir. Tiim bu olaylarda
apoptozisin indiiklenmesi olduk¢a 6nemli bir yer tutmaktadir (Hickman 1992, Reed ve

ark., 1999, Tamm ve ark. 2001).
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Sekil 1.2. Apoptozis ve kanser (Wong 2011)

1.4 Apoptozis

Cok hiicreli organizmalarda, yeni hiicrelerin olusumu ve hiicre 6liimii arasinda daima
bir denge bulunmaktadir. Bu denge organizmanin gelisimi ve doku homeostazisinin
saglanmasi agisindan biiyiik énem tasir. Hergiin yaklagik olarak 1x10™ yeni hiicre
olusturulurken milyarlarca hiicre de dlmektedir boylece sabit denge saglanmaktadir
(Fischer ve Schulze-Osthoff 2005). Bu dengenin bozulmasi norodejeneratif hastaliklar
ve kanser gibi patolojik durumlari tetikleyebilir (Danial ve Korsmeyer 2004). Varolan
hiicreler programlanmis hiicre 6liimii olan apoptozis ve patolojik hiicre 6liimii nekroz

gibi ¢esitli hiicre 6liim tipleriyle yok olmaktadir (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Cesitli hiicre 6liim tipleri (Bortner 2014)

Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr adl1 bir patolog tarafindan programli hiicre
Olimiinii tanimlamak icin kullanilmistir (Kerr ve ark. 1972). 1980 yilinda Wyllie
caligmalarinda, apoptozis icin karakteristik olan agaroz jel elektroforezinde “ladder
pattern” yapisini gostermistir (Wyllie 1980). 1993 yilinda Cohen timus hiicreleriyle
yaptig1 c¢aligmalarla apoptozisin genler tarafindan kontrol edilen bir 6lim modeli
oldugunu gostermistir (Cohen 1993).Apoptozis genetik olarak kontrol edilen fizyolojik
mekanizmalarla kontrol edilir ve ayni zamanda organizmanmn yasam dongiisii i¢in

gereklidir.

Embriyonik donemde insanlarda parmak aralarindaki perdenin ortadan kalkmasi,
kurbagalarin metamorfoz sirasinda kuyruklarinin kaybolmasi apoptozis ile gergeklesir
(Franz ve Kidson 1997). Postnatal donemde kan hiicrelerinin uzaklastirilmasi,
menstruasyon sirasinda endometriyal hiicrelerinin (uterusun i¢ katmanindaki epiteller)

yikimi, menstruel siklus sonunda genisleyen korpus luteumun tekrar eski haline
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donmesi apoptozis ile gergeklesir. Ayrica immiin sistemin 6nemli hiicreleri olan T
lenfositler timusda olgunlasirlar. Bu hiicrelerin etkisiz olanlar1 veya organizmanin
kendi dokularina karsi reaksiyon verme potansiyeli tasiyanlari kan dolasimina
girmeden Once apoptozisle oliirler (Marti ve ark. 2000, Ford 2001). Baz1 patolojik
durumlarda da apoptozis goriilebilir. Ornegin; Insiiline bagiml tip diabet, Parkinson
hastalig1, Alzheimer hastaligi, Huntington hastaligi, viral enfeksiyonlar, AIDS, timor

olusumu, organ transplantasyonlarinda hiicreler apoptozisle 6lebilir (Elmore 2007).

Apoptozis, hiicrenin yuvarlaklagmasi, pseudopodlarin retraksiyonu, hiicresel hacmin
azalmasi1 (piknoz), kromatin kondensasyonu, niikleer fragmentasyon (karyoreksis),
sitoplazmik organellerin modifikasyonlari, plazma membran bleblenmesi (biitlinliik
kayb1 olmadan), in vivo fagositler tarafindan yutulmasi ile karakterize edilmektedir

(Barkla ve Gibson 1999, Roach ve Clarke 2000, Baehrecke 2002).
1.4.1 Apoptozisin Indiiklenmesi

Hiicrelerde apoptozisin gerceklesebilmesi icin hiicre i¢i ya da disindan gelen bir uyaran
ile ilgili genetik mekanizmanin harekete ge¢gmesi gerekmektedir (Erdogan 2003). Hiicre
ici uyaranlardan bazilari; hiicre i¢i kalsiyum miktarindaki artis, Bcl-2 ailesi, p53
geninin aktivasyonu, sitokinler, viral/bakteriyel enfeksiyonlar ve onkojenlerdir. Hiicre
dis1 uyaranlardan bazilari ise; koloni uyaric1 faktorler (CSF), tiimor nekrozis faktor
(TNF), insiilin benzeri biiyime faktorii (IGF), noron biiytime faktorii (NGF), 1L-2,
Fas/FasL, glukokortikoidler, radyasyon, ilaglar olarak sayilabilir. Bu faktorlerin
yaninda apoptozisi uyaran ya da diizenleyen ¢ok sayida gen de bulunmaktadir (Kaya
2007). Mitokondri apoptozisin diizenlenmesinde Onemli bir rol oynar. Apoptotik
sliregde apoptozis indiikleyici faktor (AIF) ve sitokrom-c gibi birgok apoptotik faktor,
mitokondriden sitoplazmaya salinir (Kumar ve ark. 2005). Bu proteinlerin sitoplazmaya
salinmasinda en onemli protein Bcl-2 ailesidir (Chang ve Yang 2000). Bcl-2 ailesi
proteinleri birbirine zit etkili iki grup olan anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-XI, Bcl-1) ve
proapoptotik (Bax, Bcl-Xs, Bad, Bim, Bak, Bid) iiyelerden olusur. Hiicrenin
apoptozisle 6liip 6lmeyecegini belirleyen bu proteinlerin rélatif oranidir. Pro-apoptotik
proteinler fazla eksprese edildiginde hiicreler apoptozis ise daha yatkin, anti-apoptotik
proteinler daha fazla eksprese edildiginde hiicreler apoptozis ise daha direngli

olmaktadir (Kumar ve ark. 2005). Bcl-2 proteinlerinin pro-apoptotik iyeleri saglikli
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hiicrelerde sitozolde bulunmakta ve hiicresel stres, serbest radikal hasar1 veya biiyiime
faktori yoksunlugu gibi apoptotik sinyaller sonucu anti-apoptotik proteinlerin
bulundugu mitokondri yiizeyine dogru yer degistirmektedirler ve anti-apoptotik Bcl-2
proteinlerinin normal islevleri bozulmaktadir. Bunun sonuncu olarak da mitokondriyal
membranda porlar olusur ve sitokrom-C gibi pro-apoptotik molekiiller zarlar arasi
bolgeden agiga cikabilir. Bu da apoptozom olusumu ve kaspaz kaskadi aktivasyonuna

yol agmaktadir (Suh 2002, Fan ve ark. 2005).

Kaspazlar, proteinleri aspartat kalintilarindan sonra kesen hiicre i¢i sistein proteazlardir.
Hatali diizenlenen kaspaz aktivitesi, hiicre i¢in 6liimcil olabilir, bu sebeple kaspazlar,
prokaspazlar olarak sentezlendikten sonra belirli bir kisimlar1 kesilip uzaklastirilarak
aktif kaspaz halini alirlar (Fischer ve ark. 2003, Solakoglu 2009). Kaspazlar birbirlerini
proteolitik olarak aktiflestirerek bir kaskada neden olurlar. Baslatic1 kaspazlar (Kaspaz
2, 8,9, 10) apoptotik uyariyla baslayan 6liim sinyallerini efektor kaspazlara (Kaspaz 3,
6, 7) naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri pargalayarak apoptotik hiicre
morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar (Adams ve Cory S 2001, Adrain ve
Martin 2001, Spierings ve ark. 2004).

1.4.2 Apoptozis Mekanizmalari

Apoptozisin indiiklenmesinde {i¢ sinyal yolunun rol aldig bilinmektedir;
1.Hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanan 6liim aktivatorleri ile tetiklenme/Ekstrinsik
(digsal) yolak

2.Mitokondri/Sitokrom-c aracili apoptozis olusturulmasi/ Intrinsik (igsel) yolak

3.Endoplazmik retikulum aracili apoptozis olugturulmasi

1.4.2.1 Ekstrinsik (Dissal) Yolak

Oliim reseptorleri (DR) olarak bilinen ve Tiimor Nekroz Faktorii Reseptorii (TNFR)
geni ailesinin {iyesi olan; TNFR-1, Fas/CD95/APO-1 ve Tnf-iliskili Apoptozis
Indiikleyici Ligand (TRAIL) reseptérleri olan DR-3 (TRAMP), DR-4 (TRAIL-R1) ve
DR-5  (TRAIL-R2)‘in ilgili ligandlarla etkilesime girmesi sonucunda apoptosis
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indiiklenebilmektedir. TNFR siiper ailesi iiyeleri, tip I transmembran proteinleri olup
hepsi sistein bakimindan zengin ekstraselliiler subdomainler icermektedirler. Bu 6zellik
TNFR siiper ailesi iiyelerinin kendilerine 6zgii ligandlar tarafindan tek tek taninmasini
saglamaktadir. Oliim reseptorleri ayrica apoptotik sinyalin transdiiksiyonu i¢in gerekli
olan 80 aminoasit uzunlugunda intraseliiler Oliim Domaini (DD; “Death Domain”)
icerir. Oliim reseptdrlerine baglanan ligandlar (FasL, TNFa, VE TRAIL) yapisal olarak
reseptorler ile iligkili proteinler olup TNF siiperailesine aittirler. Bu 6liim ligandlar tip
Il transmembran proteinleri gibi eksprese edilirler. Baz1 durumlarda, bu proteinler
proteolitik kirilabilir ve serbest kalabilirler (Ghobrial ve ark. 2005, Guicciardi ve ark.
2009). Oliim  reseptorlerinin  ligandlar1  yani  aktivatdrleri  reseptorlerin
oligomerizasyonuna yol acarak aktiflesmelerine neden olmaktadir. Reseptorlerin
aktivasyonu, Oliim Indiikleyici Sinyal Kompleksi (DISC) denilen ve proteinlerden
meydana gelen bir kompleks olusumuna sebep olur. DISC, adaptor protein Fas iligkili
6lim alanin1 (FADD) ve TNFR-1 iliskili 6lim bolgesi proteinini (TRADD) igerir. Bu
olim bolgeleri prokaspaz-8’1 aktiflestirmektedir. DISC yapisinda yer alan prokaspaz
8’in aktivasyonunu takiben kaspaz 8 sirastyla kaspaz 3, 6 ve 7’nin aktive oldugu bir
kaspaz kaskadini harekete gegirir (Sekil 1.4). Kaspaz 8’in aktif hale ge¢mesi ayrica
Bid’in aktive olmasina neden olur. Kirilmis Bid (tBid) sonrasinda mitokondriye gecer
ve sitokrom ¢, SMAC (“Second Mitochondria Derived Caspase”) ve kalsiyum
salinimini uyarir (Sekil 1.5) (Elmore 2007, Solakoglu 2009, Dickens ve ark. 2012).

Sitokrom ¢

kaspaz 9

kaspaz 7 kaspaz 3

kaspaz 6 kaspaz 2

kaspaz 8 kaspaz 10

Sekil 1.4. Kaspaz kaskad1 (Atagiin 2011 )
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Sekil 1.5. Apoptoziste i¢sel ve digsal yolaklar (Wong 2011)

1.4.2.2 Intrinsik (i¢sel) Yolak

I¢sel/mitokondriyal yolak, pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyeleri olan Bcl-2/Bax gen
ailesi ile diizenlenmekte olup uyarildiginda mitokondriden sitokrom-c salinimina ve
bdylece 6liim sinyaline sebep olur. Iki yol da (dissal ve igsel), diizenleyici ve yapisal
molekiilleri kiran ve bunun sonucunda hiicrenin 6liimiine sebep olan kaspaz denilen
proteaz kaskadinin aktivasyonunu iceren ortak bir yolda birlesir (Ghobrial ve ark.
2005). Anti-apoptotik iiyeler olan Bcl-2 ve Bcl-XL, kaspazlarin oncii formlarini
durdurarak ya da apoptogenik faktorlerin mitokondriden salinimini engelleyerek
hiicrenin yasamasini tesvik ederken; Bax, Bad, Bim, Bid gibi pro-apoptotik iiyeler

hiicreyi apoptozise tesvik ederler. Normal durumda Bax ve Bak proteinleri Bcl-2
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tarafindan inaktif halde tutulur. Apoptotik sinyal olustugunda Bcl-2 inaktif hale
gecerken aktiflesen Bax ve Bak mitokondri dig membraninda porlarin olusmasina ve
zar potansiyelinde degisime neden olurlar. Mitokondriyal yolun kilit olayr Mitokondri
dis membran permeabilizasyonudur (MOMP) ve sonucunda; sitokrom c, mitokondri
tirevli kaspaz aktivatorii/IAP baglayici protein Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, AIF ve
endoniikleaz D (EndoG) gibi mitokondri membran proteinleri sitozole salinir.
Mitokondri i¢ membran ylizeyinden sitokrom c¢’nin sitozole salinmasi ile sitokrom c,
sitoplazmik protein olan apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (Apaf-1)’e baglanir ve
onu aktive eder, dATP/ATP’nin de ortamda bulunmasi ile Apaf-1/sitokrom c
kompleksi heptamerik bir yapiya oligomerize olur. Bu yapinin olusmasi, prokaspaz
9’un Apaf-1 ile etkilesimini miimkiin kilar ve apoptozom kompleksi olusur (Sekil 1.5).
Apoptozomun gorevi, baslatict kaspaz olan kaspaz 9’u aktive etmektir ve aktif kaspaz
9, kaspaz 3’u veya diger ilerletici kazpazlar1 aktive ederek kaspaz kaskadina aracilik
eder (Sekil 1.6 ve Sekil 1.4). Aktif kaspaz 3, kaspazla aktive edilmis DNaz inhibitorii
(ICAD; inhibitor of caspase activated DNase) poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP,
DNA tamir enzimi), Rho iligkili sarmal olusturan kinaz I (ROCKI; Rho-associated
coiled coil forming kinase I), aktin, fodrin ve lamin gibi hiicresel substratlar1 kirarak
apoptotik morfolojinin olusumunu saglar. CAD normal hiicrelerde ICAD’iline bagli ve
inaktif halde bulunur ve aktif hale gectiginde kromatin yogunlagmasina ve DNA’nin
niikleozomal fragmentlere kesilmesine neden olur. Ayrica kaspaz aktivitesini inhibe
eden ve aktiviteleri Smac veya Omi/HtrA2 gibi fonksiyonel analoglar ile engellenmis
bir ¢ok IAP’lar (apoptozis inhibitdrleri) vardir. Olen hiicrelerde Smac ve Omi/HtrA2
(mitokondriyel proteinler, pro-apoptotik proteinler) mitokondriden salindiginda IAP’lar
inaktive olmakta ve bdylece ilerletici kaspazlarin inhibisyonu engellenip hiicrelerin
apoptozise gitmeleri saglanmaktadir (Ulukaya 2001, Zhang ve ark. 2003, Riedl ve ark.
2007, Aksit ve Bildik 2008, Li ve Yuan 2008, Duprez ve ark. 2009). Bu igsel ve digsal
yol mekanizmalar1 kaspaz-bagimli apoptozisi gostermektedir. Ayrica kaspazlardan
bagimsiz olarak apoptozise neden oldugu disiiniilen kaspaz aktivasyonunun
gerceklesmedigi bir mekanizma da bulunmaktadir. Bu mekanizmada AIF (apoptozis
indiikleyici faktor) mitokondriden salinip niikleusa ge¢mekte ve niikleazlar
aktiflestirerek DNA hasarima yol ag¢maktadir. AIF, steroidler, granzim B ve

endonukleaz G kaspazlardan bagimsiz olarak apoptozise neden olmaktadir (Ulukaya
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2003, Dash 2007).

N

Apoptozom
Sekil 1.6. Apoptozom olusumu ve kaspaz-9’un aktivasyonu (Atagiin 2011)

1.4.2.3 Endoplazmik Retikulum Aracili Apoptozis

Son zamanlarda amiloid B norotoksisitesine katkida bulunan kaspaz 12’ye bagimh
Endoplazmik Retikulum (ER) aracili apoptotik yol tarif edilmistir (Nakamura ve ark.
2000, Keane ve ark. 2001). Bu yol mitokondrial/sitokrom-c ve 6liim reseptor aracili
apoptozisten farkli bir yol olup kaspaz 12, ER membraninda lokalize halde bulunur ve
ER aracili apoptozis igin gerekli bir kaspazdir. Son ¢aligmalar gdstermistir ki Ca™"
seviyelerinin yiikselmesi ve kalpainin endoplazmik retikulumu etkilemesi ile prokaspaz
12 aktiflesir. Aktiflesen kaspaz 12 sitoplazmaya yonelerck kaspaz 9 ile etkilesir ve
sitozolik kaspaz kaskadini aktive eder (Rao ve ark. 2001) (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7. ER’nin apoptozisteki rolii (Ulukaya 2011a’dan degistirilerek alinmigtir)

1.4.3 Apoptotik Hiicrede Goriilen Morfolojik Degisiklikler

Apoptotik hiicreler, piknoz (hiicre g¢ekirdeginin kiiglilmesi), niikleer fragmentasyon,
deformasyon ve komsu hiicrelerle temas kaybi gibi tipik morfolojik ozellikler ile
tanimlanirlar. Kromatin kondanse olarak niikleer membranin altinda konumlanir ve
plazma membrani bleblenir. Son olarak hiicre sitozol, kondanse kromatin ve organelleri
iceren membranla ¢evrili yapilara yani “apoptotik cisimcikler’e pargalanir. Apoptotik
cisimcikler; makrofajlar, parankimal hiicreler veya neoplastik hiicreler tarafindan
fagosite edilir ve dokudan herhangi bir inflamatuvar yanit olusmadan uzaklagtirilirlar.
Bu morfolojik degisiklikler,  apoptotik bir hiicrede meydana gelen karakteristik
molekiiler ve biyokimyasal olaylarin neticesidir. Sitoplazma ve organellerin sekil ve

biitiinliiglinii belirleyen bazi protein substratlarin ve  DNA’nin oligoniikleozomal
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parcalanmasinit saglayan proteolitik enzimlerin aktivasyonu, bu olaylardan One
cikanlardir (Saraste ve Pulkki 2000, Gewis 2003, Kepp ve ark 2011). Diger bir hiicre
Oliim sekli olan nekrozis hiicrenin yaralanmalar sonucu zarar gorerek sisip, patlayarak
Olmesi olarak tanimlanir (Sekil 1.8). Apoptozis gibi programli fizyolojik bir mekanizma
olmadig1 ve kontrolsiiz gergeklestigi kabul edilmektedir. Ancak nekrotik Oliimde
anahtar diizenleyiciler olan Reseptor Etkilesim Protein (RIP; receptor interacting
protein) kinazlar ve PARP’1n kesfiyle programli nekrozis kavrami kabul gormeye
baslamistir. Programli nekrozisin potansiyel sinyal bilesenleri olarak RIP kinazlar, poli
(ADP-riboz) polimeraz-1 (PARP1), NADPH oxidazlar ve kalpainler tanimlanmistir.
Hiicre bu yolla 6liime gittiginde hiicrenin membran biitiinliigii bozularak hiicre icerigi
disariya yayilir. Komsu hiicreler bu durumdan zarar goriirler ve dokuda giiclii bir
inflamatuvar yanit olusur (Golstein ve Kroemer 2007, Galluzzi ve Kroemer 2008,

Ouyang ve ark. 2012).
1.4.4 Apoptoz ve Nekroz Arasindaki Farklar

Apoptozis ve Nekroz arasindaki farklar Sekil 1.8’de gosterilmisir. Apoptozis ve Nekroz
arasindaki farklar1 asagidaki sekilde maddeler halinde asagidaki sekilde 6zetleyebiliriz.

1- Nekroz genellikle bilesik hiicre gruplarini etkilerken, apoptozisde tek tek hiicreler
etkilenir (Holdenrieder ve Stieber 2004).

2- Nekroz fizyolojik olmayan uyaranlarla baslar, apoptozis hem fizyolojik hem de
fizyolojik olmayan uyaranlarla baglayabilir (Wyllie 1980, Lu ve ark. 2000).

3 Nekroza ugrayan hiicre, ¢evreye yaydigi kemotaktik maddeler verirler ve bunlarin
aracilif1 ile ¢agrilan makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Apoptozise ugrayan hiicre
ise c¢evreye kemotaksik madde yaymaz; yaninda bulunan epitel hiicreleri veya

makrofajlar aracilig1 ile fagositoza ugrar (Wyllie 1980, Lu ve ark. 2000).

4- Nekrozla Olen bir hiicrede kromatin yapist hemen hemen normal hiicredeki
gorlintiiye benzerdir, ama apoptozisle 6len hiicrenin kromatini niikleus membraninin

cevresinde toplanir ve yogunlagsma (kromatin kondensasyonu) gézlenir (Ulukaya 2010).

5 Nekrozda zar biitlinliigli bozulur, apoptozisde ise hiicre apoptotik cisimciklere ayrilir

fakat asla zar bitiinliigii bozulmaz. Dolayisiyla nekrozda inflamatuar cevap vardir,

18



apoptozisde ise yoktur (Spencer ve ark. 1996, Cummings ve ark. 1997, Yilmaz 2005).

6 Nekrozda hiicre i¢ine asir1 sivi girmesi sonucu sitoplazma ve mitokondride sisme
goriiliirken (“cell swelling”), apoptozisde ise tam tersine biiziilme ve c¢ekirdek

yogunlagmasi goriiliir (“cell shrinkage”) (Ulukaya 2003).

7- Hiicre i¢i ATP seviyesine gore hiicreler apoptozis veya nekroz ile oliirler. Eger hiicre
ciddi olarak zarar gérmiisse apoptozis i¢n gerekli olan enerjiyi saglayamayacak ve

nekroz ile 6lecektir (Chandra ve ark. 2000).

8 Nekroz sirasinda DNA'nin rastgele sindirimi mevcuttur. Oysa apoptozisde DNA’nin,
intraniikleozomal bolgelerinden 180-200 baz ¢ifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA
pargalar1 olusturacak sekilde parcalanma mevcuttur. Bu da agaroz jel elektroforezde
apoptozis icin karakteristik “ladder pattern” denen merdiven seklinde kirilmalar

meydana getirir (Wyllie 1980, Ulukaya 2003).

9 Nekrozdan farkli olarak apoptotik hiicrede normalde plazma membranmin ig
yiiziinde bulunan fosfotidilserin’in membranin dis yiiziine dogru transloke olmasidir.
Membrandaki bu, apoptotik hiicrenin komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan

taninmasini ve fagosite edilmesini saglar (Ulukaya 2003).

19



Kromatin ve
sitoplazma
kondensasyonu

Kromatin yigilmas1 /S
Organellerin sismesi |~

Niikleer fragmentasyon
@-.\’ .

= \
) Bleb olusumu
%) (&) O/’é’//
\ N ,\’ Apoptotik
Q,‘I cisimciklerin olusumu
Parcalanma 1 Fagositoz
' ; Apoptotik cisimcik
Hiicresel e ’ow/
icerigin salmm /’ = &
7 4D %) B
[ 7 \ Fagositik hiicre
Nje o
“ ! —— s
Inflamasyon \u" io‘

Sekil 1.8. Apoptotik ve nekrotik hiicrelerin karsilastirilmast (Anonim 2007)

1.4.5 Apoptozisin Genetik Kontrolii

Apoptozisin kontroliinde c¢ok sayida gen, protein rol oynar ve apoptotik yollarda
ustlendikleri aktivitelere ve spesifik hastaliklarla olan iligkileri baz alinarak
simiflandirilabilirler. Cesitli uyaranlar bir takim O6lim yollarinin diizenleyicilerini
aktiflestirerek bir kaskad baslatirlar. Bcl-2 ailesi, kaspaz aktivasyonunu ya negatif ya da
pozitif (6rnegin Bax) yonde diizenler. Diger bazi apoptozis diizenleyicileri biraz daha
ileri asamalarda rol alir ve bir takim kaskadlar1 aktiflestirirler. Bu diizenleyiciler,
apoptozisi aktive eden ve tiimdrijenez ya da kanser terapilerinde énem teskil eden c-

myc gibi onkogenler veya p53 gibi tiimor baskilayici genlerdir.
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C-Myc; Bir transkripsiyon faktorii olan c-Myc, pek cok insan tiimoriinde anormal
sekilde diizenlenmekte ve apoptozisin kontroliinde énem tasimaktadir. Insan c-Myc
proteini 439 amino asitten meydana gelir. Niikleusta yer alir ve kisa bir 6mri vardir. c-
Myc; metabolizma, protein biyosentezi, hiicre siklus diizenlenmesi, apoptozis (Bcl-2’yi
asag1 yonde diizenleyerek), hiicre adezyonu ve sitoiskelet yapilanmasini saglayan belirli
gen siniflariyla diizenli olarak etkilesim halindedir. Proto-onkogen olan c-myc’nin
hatali diizenlenmesi, hiicre proliferasyonunu (siklinleri yukar1 ve p21’i asagi yonde
diizenleyerek) ve neoplastik transformasyonu tesvik eder. Bu hatali diizenlenme ayrica
besin ve biliylime faktorii eksikliginde apoptotik genleri aktiflestirir. Myc, Wnt, Shh, ve
EGF gibi ¢esitli mitojenik sinyallerle aktiflestirilir. Bu hedef genlerin ekspresyonlarini
diizenleyerek, Myc aktivasyonu birtakim biyolojik etkilerle sonuglanir (Evan ve ark.
1992, Shi ve ark. 1992, Hermeking ve Eick 1994, Kauffmann-Zeh ve ark. 1997)

p53; Nukleer fosfoprotein insan p53 geni, 17. kromozomun kisa kolunda (17p 13,1) yer
alir ve iki ana siirece 6nemli katkis1 bulunmaktadir. Bunlar hiicre siklusunun ilerleyisi
ve apoptozisdir. p53, viral veya hiicresel onkogenlerin sebep oldugu transformasyonu
baskiladigindan, bir tiimor baskilayici gen olarak siniflandirilmaktadir. Bir¢ok insan
kanserlerinin mutant p53 baskilayic1 genine sahip oldugu bulunmustur. p53 mutasyon
veya delesyonlar1 insan kanserlerinde siklikla rastlanir ve yaklasik %350’sinden
fazlasiyla iligkilidir. Bunlar mesane, meme, kolon, akciger, karaciger, prostat ve cilt
kanserleridir. Herhangi bir uyaranla meydana gelen DNA hasarinda, p53 aktifleserek
bir dizi mekanizmay1 baslatir. Bu mekanizmalar ile hasarli hiicre Gl fazinda durur ve S
fazina giremez Bu nedenle DNA hasari olan hiicrede ya onarim saglanir ya da hiicre
apoptozise yonlendirilir. DNA hasar1 sonrasinda p53 proteinin transkripsiyonu ve
dolayisiyla translasyonu artar. Olusan p53 proteini, bir CDKI (siklin bagimli kinaz
inhibitorii) olan p21 proteinin sentezini uyararak hiicre dongiisiinii p21 proteini
araciligryla G1 evresinde durdurur. p21 proteini bu fonksiyonunu siklinsiklin bagimli
kinaz komplekslerine baglanarak gerceklestirir. p21 proteini CDK- C (siklin-siklin
bagiml kinaz) kompleksine baglandiginda CDK-C kompleksi, Rb (Retinoblastoma)
proteinini fosforile edemez. Bunun sonucunda Rb-E2F kompleksinden E2F
transkripsiyon faktorii ayrilamaz ve DNA sentezi i¢in gerekli olan enzimlerin ve bazi
proteinlerin ekspresyonu gerceklesmez. Boylece hiicre dongiisii S fazina gecemeden

durdurulur (EI-Deiry ve ark. 1993, Cachot ve ark. 1998).
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Eger DNA hasari, hiicrenin tamir mekanizmasinin onarabilecegi kapasitenin lizerinde
gerceklesmesi sonucu onkogenik siirecin engellenmesi i¢in apoptozis gerceklesir. Hem
hiicre yiizeyinde yer alan TNFR aile iiyesi olan Fas (CD95) reseptorlerinin
uyarilmasiyla hem de mitokondriden sitokrom c¢ salinimiyla gergeklesen apoptotik
stireclerin her ikisinde de p53 proteinin 6nemli rol iistlenmektedir (Zornig ve ark. 2001,
Dumont ve ark. 2003). Ras Memelilerde ras onkogen gen ailesi p21ls olarak
adlandirilan molekiil agirligi 21 kDa olan proteinleri kodlayan ti¢ tiyeden (H-, K- ve N-
ras) olusmaktadir. p21s, membranla iliskili proteinler olup GTP (guanin trifosfat)
baglamakta ve hidrolize etmektedirler yani GTP baglayic1 proteinlerdir. Ras ailesi
proteinleri GTP bagli veya GDP bagli formlari ile, iki konformasyon arasinda gegislerle
hiicre igerisindeki c¢esitli proteinleri etkiler ve onlarin da konformasyonlarinin
degismesine ve fosforilenmelerine yol acarak hiicre ici sinyal iletimini tetiklerler.
Ras’in baglanan GTP’yi hidrolizinden sonra, proteine baglhi kalan GDP’nin
uzaklagtirilmasi i¢in Guanin Degisim Faktorlerine (GEF; Guanine Exchange Factor)
ihtiyag vardir. GEF proteinleri Ras-GDP ile etkilesir ve GDP’nin proteinden
uzaklasarak, Ras’1n hiicre i¢i derisimi daha fazla olan GTP’yi baglayabilmesine olanak
tanirlar. Baglanan GTP Ras’in i¢csel GTPaz aktivitesi ile ve bunun yami sira, Ras’a
baglanan GTPaz Aktive edici Proteinler’in (GAP) etkisi ile hidrolize ugrar. Ras’in GTP
bagli konformasyonu, bu proteinin baglandig1 sinyal iletiminin daha alt basamaginda
bulunan molekiillerin (efektorlerin) de konformasyonel degisiklik gecirmelerine ve
fosforillenerek sinyal iletimine katilmalarina yol agar. GTPaz bozuk olmast molekiiliin
GTP formunun devamli olarak aktif kalmasina yol actifindan niikleus proteinleri ve
DNA transkripsiyonu devamli olarak aktive edilir (Quincoces ve ark. 1997, Lowitz ve

ark. 2000, Martinez ve ark. 2003, Telkoparan ve ark.2011).

Rb; Retinoblastom (Rb), insanin 13. kromozomu {izerinde bulunan tiimor baskilayici
gendir. Rb proteini, Rb gen iirlinii olup hiicre siklusunu diizenlemede dnemli role sahip
niikleer bir fosfoproteindir. Rb proteini, S fazinda hiicresel replikasyonda yer alan
niikleer transkripsiyon faktorii olan E2F proteini ile etkilesime girmektedir. Bu
etkilesim E2F’nin transkripsiyon faktorii olarak islev gormesini onlemektedir. Rb
proteininin fosforile formu inaktif, defosforile formu ise aktiftir. Fosfarlanmamis Rb,
E2F tarafindan kontrol edilen genlerin transkripsiyonunu baskilamak iizere, E2F’ye

baglanir. Rb’nin GI1’in sonunda Cdk4, 6 ve siklin D kompleksleri tarafindan
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fosforillenmesi E2F’den ayrilmasina neden olur. Hiicre dongiisiiniin ilerlemesi igin
gerekli proteinleri kodlayan hedef genlerin ekspresyonunu uyarir. Rb mutantlar (yapisal
fosforile olmus ve E2F baglanmamis), S faz1 restriksiyon bolgesinde kontrolsiiz hiicre
boliinmesine neden olmaktadir dolayisiyla hiicreler tiimorojenik olabilmektedir.

(Hanahan ve ark. 2000, Kopnin 2000).
1.5. Tibbi Bitkiler

Fitoterapi, bitkileri kullanarak hastalar1 tedavi etme yaklagimi olup terim ilk kez Fransiz
hekim Henri Lenclerc (1870-1953) tarafindan kullanilmustir. Bitkilerin sagligi korumak
ya da geri kazanmak icin tarihin her doneminde, her toplum tarafindan kullanildig:
bilinmektedir. Bu konuda ilk yazili belge M.O. 3000 yillarina ait Ninova tabletleri olup,
Mezopotamya'da kurulan Siimer, Akat, Asur medeniyetlerinde bitkisel ve hayvansal
ilaglarla tedavilerin mevcut oldugunu kanitlamaktadir. Cin ve Hint tibbinda da
bitkilerin 6nemli bir yeri vardir. Yunan tibbinin 6nemli isimlerinden Hipokrat'in
kitabinda bitkisel iiriinlerden s6z edilmektedir. islam uygarliginda Ibn-i Sina ve Al
Gafini'nin bitkisel tip konusunda 6nemli eserleri bulunmaktadir. Glinlimiizde ise kimya
ve biyokimya alanindaki gelismeler sonucunda bitkilere iligkin toksikolojik,
farmakolojik ve klinik caligmalar yapilabilme imkan1 artmis olup calismalarda etkinlik,
zararsizlik ve kalite prensipleri benimsenerek tibbin gereksinimlerine yanit veren pek
cok ilag gelistirilmistir (Sarisen ve Caliskan 2005). Diinya Saglik Orgiitii tedavi amach
kullanilan tibbi bitkilerin sayisinin 20,000 civarinda oldugunu ve yaklasik 4 milyar
insanin saglik sorunlarini ilk etapta bitkisel ilaclarla gidermeye ¢alistiklarini
bildirmektedir (Naranjo 1995, Faydaoglu ve Siiriiciioglu 2011). Ayrica gelismis
iilkelerde recgeteli ilaglarin %25’inin etken maddesinin bitkisel kokenli oldugu
bilinmektedir (Farnsworth ve ark. 1985). Bitkiler genis fonksiyonlar1 olan birincil
(primer) ve ikincil (sekonder) metabolitleri iiretmektedirler. Aminoasitler, basit
sekerler, niikleik asitler ve lipitler hiicresel siirecler i¢in gerekli olan primer
metabolitlerdir. Sekonder metabolitler ise bitkilerin metabolizmasi sonucu olusan
organik molekiillerdir (Croteau ve ark. 2000). Kiiciik molekiil yapili sekonder
metabolitler; alkaloidler, terpenoidler ve fenolik bilesikler igerisinde yer almakta olup
su ana kadar 150'den fazla bitki familyasinda 12 000'den fazla alkaloid tespit edilmistir.

Alkaloidlerin giinlik olarak tiiketilen kafein, analjezik olan morfin ve kodeine, kas
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gevsetici tlibokiirarin, anti-kanser ajani vinblastine ve gut tedavisinde kullanilan
kolsisin gibi iiyeleri vardir (Ramawat ve ark. 2009). Fenolik bilesikler igerisinde
flavonoid ve izoflavonoid gibi gruplart barindirmakla beraber izoflavon bilesikler
fitoGstrojen, anti-anjiyogenik, antioksidan ve anti-kanser 6zellik gosterebilirler (Dixon
ve Ferreira 2002, Dixon ve Sumner 2003). Bitkiler arasinda en yiiksek ¢esitlilik terpen
gruplarinda olup su ana kadar belirlenen 30 000'den fazla terpen bilesigi, monoterpen,
seskiterpen, diterpen, triterpen ve tetraterpen gruplari altinda bulunmaktadir. Ayrica;
bitkisel steroidler, saponinler ve kalp glikozitleri triterpen gruplarindan {iretilirler.
Taksol grubu bilesiklerin (diterpen) de dahil oldugu terpen bilesiklerinin biitiin
gruplarinda anti-timoral etki gosteren pek c¢ok bilesik tespit edilmistir (Salminen ve
ark. 2008, Zwenger ve Basu 2008). Tibbi bitkilerin ve onlardan elde edilen dogal
triinlerin, kardiyovaskiiler, analjezik, tansiyon, deri, solunum, gastrointestinal,
noromiiskiiler, kadin hastaliklari ve malignite gibi pek cok hastaligin tedavisinde
kullanildigr bilinmektedir (Ahmad ve ark. 1998, Datta ve ark. 1998, Abo ve ark. 2000,
Lovkova ve ark. 2001, Lampronti ve ark. 2006). En ¢ok bilinen ve yaygin olarak
kullanilan bazi oOrnekleri soyle siralanabilir: - Salix caroliniana ve iliskili tirleri;
aspirin, - Papaver somniferum; morfin ve kodein, - Digitalis latana; digoksin (kalp
ilac1), - Allium sativum; bagisiklik arttirici, kan basinci ve kolesterol disiiriicii, - Taxus
brevifolia; taxol (anti-kanser ilag), - Catharanthus roseus; vinblastin ve vinkristin (anti-
kanser ilag), - Aloe vera; dermatolojik ilaglar (Kendler 1987, Youngkin ve Israel 1996,
O’Hara ve ark. 1998, Raskin ve ark. 2002, Halberstein 2005).

Tiirkiye 174 familyaya ait 1251 cins ve 12 000’den fazla tiir ve alt tiir taksonu igeren
olduk¢a zengin bir floraya sahiptir (Davis 1988, Giiner ve ark. 2000). Bu taksonlarin
234’1 yabanci kaynakli ve kiiltiir bitkisi olup geriye kalan tiirler yurdumuzda dogal
yayilis gosteren bitkilerdir. Endemik bitkiler (yeryiiziiniin yalnizca belirli bolgelerinde
yayilis gosteren) bakimindan da Tirkiye oldukca zengindir ve tiim Avrupa
iilkelerindeki toplam endemik takson sayis1 yaklasik 2750 iken lilkemizdeki endemik
tiir sayis1 2891° dir. Tiirkiye’de tibbi olarak kullanilan bitkilerin sayisinin 500 civarinda
oldugu tahmin edilmektetir ve yaklastk 200 tibbi ve aromatik bitkinin ihrag
potansiyelinin oldugu belirtilmektedir (Giiner ve ark. 2000, Aydin 2004, Faydaoglu ve
Siriiciioglu 2011).
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1.6 Bitkisel Kokenli Anti-Kanser Ajanlar

Bitkiler etkili anti-kanser ilaglarin kesfinde onemli bir yer tutmakta olup kanser
tedavisinde kullanimlar1 uzun bir ge¢mise sahiptir. Su anda kullanilmakta olan
antikanser ilaglarin %60’1ndan fazlasi bitkileri, deniz canlilarin1 ve mikroorganizmalari
iceren dogal kaynaklardan tiirevlenmektedir (Newman ve ark. 2003, Cragg ve Newman
2005). Bitkisel kaynaklar kullanilarak yapilan anti-kanser ilag arastirmalar1 1950’lerde
vinka alkoloidleri, vinblastin ve vinkristinin kesfi ile baslamistir. Amerika Bilesik
Devletleri Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI; “National Cancer Institute”) 1960’larda
agirlikli olarak 1liman bolgeleri kapsayan kapsamli bir bitki toplama programi baglatmis
ve bu caligsmalarla taksanlar1 ve kamptotesinleri kapsayan sitotoksik aktivite gosteren
tirler kesfedilmistir. Bunlarin klinik olarak aktif sekilde iiretimi 30 yillik bir siireci
(1960-1990) kapsamaktadir (Cassady ve Douros, 1980). Bu bitki toplama programi
1982°de sonlandirimis olup 1986°’da yeni tarama teknolojilerinin gelisimini takiben
bitki ve diger organizmalarin arastirilmasi devam etmistir. Ancak yeni bitkisel kaynakli
anti-kanser ajan kesfedilememis olup c¢ogu ajan klinik 6ncesi (preklinik) gelisim

asamasindadir (Cragg ve Newman, 2005).

1.6.1. Triterpenoidler

Triterpenoidler, 30 karbonlu izopren iskelet ile karakterize olan, 100’iin iizerinde farkl
iskelet yapisi bulunduran bilesikler grubunu temsil etmektedirler (Connolly ve ark.
2002). Triterpenoidler, skualen veya oksiskualenin halkali duruma ge¢gmesiyle meydana
gelirler (Cho ve ark. 2015) ve asiklik, monosiklik, bisiklik, trisiklik, tetrasiklik,
pentasiklik veya hekzasiklik yapida bulunabilirler (Xu ve ark. 2004). Pentasiklik
triterpenler genellikle biyolojik olarak aktiftirler (antitiimor, antiviral, antidiyabetik ve
anti-inflamatuar) ve yiiksel tedavi potansiyeline sahipirler (Cho ve ark. 2015). Coklu
hedeflere spesifik olmama yetenegine sahip pentasiklik triterpenoidler tarafindan inhibe
edilen sayisiz enzim Ornekleri vardir (Glinski ve ark. 2002). Daha da onemlisi,
triterpenoidlerin yapilar1 benzersiz giivenlik profiline sahiptir (Sporn ve ark. 2011).
Ornegin korosolik asit (antidiyabetik) halihazirda piyasada bulunmaktadir ve baz1 diger
pentasiklik triterpenoidler klinik deneme asamasinda ya da piyasaya c¢ikmaya

hazirdirlar. Pentasiklik triterpenoidlerin anti-inflamatuar etkisi, biiyiik Olctide 5-
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lipoksijenaz (LOX), indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), siklooksijenaz (COX) 2
ve niikleer faktor-kappa B (NF-kB) gibi molekiiler hedefleri inhibe etme yeteneginden
dolay atfedilmistir (Cho ve ark. 2015).

Cogu aragtirma gruplarinin 6nde gelen hedefi insan tiimoérlerinin tedavisinde etkin bir
sekilde kullanilabilir uygun bir antikanser ilact bulmaktir. Bitkilerden sentezlenen
organik molekiiller, biyolojik aktif bilesiklerin biiylik bir kismini olustururlar. Bu
bilesiklerden, retinoid ve steroidlerle benzer olan pentasiklik triterpenoidler, cesitli
biyolojik, farmakolojik ve tibbi etkileriyle dikkat ¢ekmektedir (Logashenko ve ark.
2011).

1.6.1.1. Glisiretinik Asit

GA dogal olarak Fabaceae familyasindan meyan kokii (Glycyrrhiza glabra) bitkisinden
izole edilen ve glisirizik asitin hidrolizi sonucu meydana gelen pentasiklik bir
triterpenoiddir (Chandler 1985, Asl ve Hoesseinzadeh 2008). Afganistan, Cin,
Dagistan, Irak, Italya, Pakistan, Suriye, Tiirkiye ve Ozbekistan gibi biiyiik 6lciide
kiiltiirii yapilmaktadir. Tatli bir aromaya sahip olmasindan dolay: tatlandirici olarak
kullaniminin yani sira tipta da kullanilmaktadir (Zadeh ve ark. 2013). Geleneksel olarak
Oksiiriik, basit solunum rahatsizliklari, bobrek tasi, hepatit C, deri hastaliklari,
gastrointestinal {lserler ve karin agris1 tedavisi i¢in kullanilmaktadir (Marjan ve
Hossein 2008). Ishal, yiiksek ates ve aniiri durumlarinda kullanimi detayli olarak
dokiimante edilmistir (Asl ve Hosseinzadeh 2008, Vispute ve Khopade 2011, Zadeh ve
ark. 2013). Yapilan farmakolojik ve klinik ¢aligmalarda meyan kokii ekstraktinin
okstiriik kesici, antienflamatuar, antiviral, antimikrobiyal, antioksidan, kemopreventif
(kimyasallarin zararl etkilerini 6nleyici), bagisiklik sistemini diizenleyici, karacigeri ve
kalbi koruyucu etkileri gosterilmistir (Kalaiarasi ve ark. 2009, Asha ve ark. 2012,
Astaf’eva ve Sukhenko 2014, Dirican ve Turkez 2014).

GA, PGE-2 ve PGE2 alfa’nin, inaktif olan 15-keto-13,14-dihidro metabolitlerine
yikimindan sorumlu olan 15-hidroksiprostaglandin dehidrogenaz ve delta-13-
prostaglandin enzimlerini inhibe eder ve bunun sonucunda sindirim sisteminde
prostaglandin seviyesinin artigina neden olur (Carraher ve ark. 2014). Ozellikle
hepatositlerin hiicre zarinda, GA’in baglanmasi i¢in ¢ok miktarda reseptore sahip

oldugu gosterilmistir (Negishi ve ark. 1991). GA’in hedef baglanma bdlgesi
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hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde (HCC), kanser 6zelligi tasimayan normal saglikli
hiicrelere gore daha fazla eksprese edilen protein kinaz C olarak tanimlanmigtir ve
bu 6zelliginden dolayr HCC’1n hedefe yonelik ilag tasiyici nano-siferler, lipozomlar ve
miseller olarak kullanilabilirligi a¢isindan ilgi ¢ekmektedir (Huang ve ark. 2010, Tian
ve ark. 2010a, Tian ve ark. 2010b). Ayrica son yillarda, GA’in dikkat ¢ekici anti-
proliferatif ve apoptoz indiikleyici aktivitesi c¢esitli kanser hiicre soylar1 iizerinde
gosterilmistir (Cheng ve ark. 2010, Parida ve ark. 2014, Wu ve ark. 2014, Prasad ve
ark. 2016). GA’in alfa ve beta olmak iizere iki steryoizomerik formu bulunur ve bu iki
formuda anti-inflamatuar ve anti-kanser etkiye sahiptir (Shetty ve ark. 2011). GA’nin
anti-timor etkisinin  timor olusumunun baskilanmasi, tiimorojenez ve apoptozun
indiiksiyonu gibi cesitli etkileri barindirdigr goriilmiistiir (Hibasami ve ark. 2005).
Fakat GA’nin da aralarinda bulundugu triterpenoid bilesikler zayif biyolojik aktivite
gosterirler. Bu ylizden bu bilesikler daha etkin formlarinin elde edilmesi i¢in yapitasi
olarak kullanilirlar (Logashenko ve ark. 2011). Sibirya’da bulunan Rusya Bilim
Akademisi, Kimyasal Biyoloji ve Temel Bilimler Enstitiisii'nde sentezlenen, GA’nin
yar1 sentetik bir tiirevi olan Soloksolon metil, GA’nin modifikasyonuyla elde edilmis,
sentezi ve son {riiniin fizikokimyasal karakteristigi tanimlanmis olup; HuTuS80,
Hep2G,MH-22, KB, ve J774 hiicreleri iizerindeki yiiksek antiproliferatif ve pro-
apoptotik etkileri gosterilmistir (Logashenko ve ark., 2011).

SM bilesiginin sentez reaksiyon basamaklari su sekilde 6zetlenmistir;

18BH-Glisirretinik asit, meyan kokii ekstraktindan izole edilmis ve baslangi¢ materyali
olarak kullanilmistir. Elde edilen bu bilesik eter iceren diazometan ile, Zn/HCI
aracilifiyla indirgenmis metil grisirritinat asetat olusturmak {izere esterlestirilmistir. Bu
tepkimelerle elde edilmis olan 11-deoksiglisirretinik asit asetat, hidrojen peroksit igeren
asetik asit ile 12-okso tiirevine ¢evrilmistir. Daha sonra bromiir igeren asetik asit
kullanilarak  brominasyon-dehidrobrominasyon tepkimeleri ile 9,11 ¢ift bag
formasyonu olusmasi saglanmistir ve sonugta 9(11)-en-12-bir fonksiyonel grubu elde
edilmistir. KOH igeren metanol araciligiyla, asetat grubu uzaklastirilarak 3-hidroksi
grubu agiga cikarilmistir. C? kondensasyonu HCO,Et/NaOMe ile saglanmis ve
hidroksimetilen tlirevi olusturulmustur. Bu bilesigin hidroksilamin hidroklorid ile

reaksiyonu sonucunda izoksazol halkali yapist olusturulmus ve bu halkanin N-O
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bagindan agilmasi i¢in NaOMe uygulanmasiyla birlikte 2-siyano grubunun olugmasi
saglanmistir. 2,3-dikloro-5,6-disiyano-1,4-benzokinon igeren benzen ile gergeklestirilen
dehidrojenasyon tepkimesi sonucunda 2,2 ¢ift bag formasyonu saglanmistir ve boylece
2-siyano-1-en-3-bir fonksiyonel grubu bilesigin A halkasinda olusturularak Soloksolon

metil bilesiginin sentezi tamamlanmistir (Sekil 1.9) (Logashenko ve ark., 2011).

Bu tez ¢alismasinda, SM bilesiginin insan meme kanseri hiicre soylar1 (MCF-7, MDA-

MB-231 ve T-47D) iizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri arastirilmistir.

Sekil 1.9. A. Glisirretinik asit (GA), B. Soloksolon metil (SM) bilesiklerinin kimyasal
yapilari
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal
2.1.1.Kimyasal Maddeler

-SM (Soloksolon metil)

-MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid), Sigma

-Fetal sigir serumu (FBS), Gibco

-Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10.000U/ml penisilin,10mg/ml streptomisin),Gibco
-Fosfat tuz tamponu (PBS), Lonza

-Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI), Lonza

-0,05% Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Gibco

-Dimetil siilfoksit (DMSO), Sigma

-Tripan mavisi(%0,5), Biological Industries,

- L-glutamin, Gibco

-Adenosine 5'-triphosphate (ATP) Chemosensitivity Assay, Dcs Innovative Diagnostic
Systeme, Hamburg, Almanya

2.1.2. Sarf Malzemeler

-25cm? ve 75¢cm* lik flask, Thermo Scientific
-6 kuyulu hiicre kiiltiir kabi, Orange Scientific

-96 kuyulu flat hiicre kiiltiir kabi, Costar

-5ml ve 10ml hacimlerinde enjektdrler, Ayset
- 2-20ul’1ik pipet uglari, Axygen

-200ul’lik pipet uglari, Axygen

-1000pI’lik pipet uclari, Labosel

-Steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), TPP
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-Steril santrifijj tiipleri (15 ml), SPL

-Steril santrifiyj tiipleri (50 ml), SPL
-Thoma lami, Bright —Line, Hausser Scientific Horsham, PA, USA
-Kriyovial, Corning

- Scraper, Corning

2.1.3. Cihazlar

-Spektrofotometre (FLASHScan S12, Analytik Jena, Almanya)
-Hassas terazi, SHIMADZU AUW220D

-Luminometre (FLx800 Mikroplate Floresans Okuyucu)
-CO; inkiibatorii, Sanyo, Japonya

-Buharli sterilizator (Otoklav), Niive OT4060, Tiirkiye

-Steril kabin, ESCO, Singapur

-Multipipet cihazi, Multipette eppendorf, Hamburg, Almanya
-Inverted mikroskop, Olympus CKX41, Japonya

-Aspirator, Rocker 300, Tayvan

-Kuru hava sterilizatorii, Elektro-mag M 420, Tiirkiye
-Santrifiij, Rotina 35R, Almanya

-1-10pl, Orange Scientific

-1-1000ul’1ik pipet seti, Orange Scientific

-0,5-5ml pipet, Eppendorf

-10ml pipet, Eppendorf

-Pipet boy, Biohit

-20-200ul Transferpipet, Orange Scientific
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2.2. Yontem
2.2.1. SM (Soloksolon Metil) bilesigi’nin Hazirlanmasi

SM bilesigi toz formda temin edildi ve 10 mM olacak sekilde DMSO ile ¢oziilmesi

saglandi. 0,5 ml’lik tiiplere; 8’er ul olacak sekilde alikotlandiktan sonra -ZOOC’de

sakland1. Calismalar i¢in gerekli seyreltmeler ise besiyeri ile yapildi.

2.2.2. Hiicre Kiiltiira

Amerika Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC)’ndan satin alinan T-47D, MDA-MB-231
ve MCF-7 insan meme kanseri hiicre soylar1 kriyovial denen kaplar igerisinde -80°C

dolaplarda saklandi. Hiicre soylarinin 6zellikleri asagida belirtilmistir:

T-47D hiicre soyu: insan meme kanseri hiicre soyu
Kalsitonin (+)

Andojen (+)

Ostrojen (+)

Progesteron (+)

Glikokortikoid (+)

Prolaktin (+)

WNT7B (+)

MDA-MB-231 hiicre soyu: insan meme kanseri hiicre soyu
Epidermal biiylime faktorii (EGF) (+)

E-Kaderin (-)

Ostrojen (+)

Transforme biiylime faktorii alfa (TGF alpha) (+)
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Kaspaz 2 (+)

Kaspaz 3 (+)

MCF-7 hiicre soyu: Insan meme kanseri hiicre soyu
Ostrojen reseptorii (+)

E-kaderin (+)

Kaspaz 2 (+/-)

Kaspaz 3 (-)

2.2.2.1. Hiicre Soylarimin Stoktan Cikartilmasi

Hiicreleri gogaltmak amaciyla kriyovialler -80°C den aliarak sicak su banyosunda hizli
bir sekilde ¢6ziildii. T-47D hiicre siispansiyonu; %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin
ve %]l Lglutamin iceren 5 ml RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium)
besiyeri, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre siispansiyonlar1 ise %5 FBS, %] penisilin-
streptomisin ve %1 L-glutamin iceren 5 ml RPMI (“Roswell Park Memorial Institute
Medium”) besiyeri igerisine alindi. Falkon tiip 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten
sonra siipernatant kisim aspire edildi ve hiicre peleti lizerine 1 ml besiyeri ilave edilerek
hiicrelerin siispansiyon hale gelmesi saglandi ve hiicre siispansiyonu igerisinde 5 ml
besiyeri bulunan 25cm? flasklara alinarak 37°C’de, %5 COz igeren ortamda inkiibe
edildi.

2.2.2.2. Hiicre Soylarimin Pasajlanmasi

Deneylerde kullanilan hiicre soylari, flask yiizeyini tamamen kapladiklarinda
(konfluent olduklarinda) flask igerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicrelerin serumdan
arindirilmasi igin 25cm?’lik flask igerisine 2 ml 1X PBS ilave edildi ve hiicrelerin
yiizeylerinin  hafifce yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek
uzaklastirildiktan sonra flask yiizeyine yapisan hiicrelerin yilizeyden ayrilmalari i¢in 0.5
ml %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu kullanildi ve 37 °C’de, %5 CO2’li ortamda
5dk inkiibe edildi. Mikroskopla bakildiginda flask yiizeyinden ayrildigi kabul edilen

hiicrelere, tripsinin inhibe edilmesi icin en az on kati kadar besiyeri ilave edildi.
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Boylece tripsinin hiicreleri yiizeyden ayirdiktan sonra hiicre membranlarina zarar
vermeye baglamasi engellenmis oldu. Flask igerisindeki hiicre slispansiyonu, igerisinde
besiyeri bulunan (falkondaki toplam hacim tripsinin 10 kat1 olmal1) 15 ml’lik falkon tiip
igerisine alindi. 800 rpm’de 5dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire
edildi ve elde edilen hiicre peleti 1ml hiicre besiyerinde ¢oOziindiikten sonra 9 ml
besiyeri ilave edildi ve 10 mI’lik hiicre siispansiyonu 75 cm®lik flasklara alinarak 37
°C’de, %5 CO2 iceren ortamda inkiibasyona birakildi. Bu sekilde hiicreler istenilen

saytya gelene kadar ¢ogalmalari saglandi.
2.2.2.3. Hiicre Soylarinin Stoklanmasi

Hiicreler flask yiizeyini tamamen kapladiklarinda flask icerisindeki besiyeri aspire
edilerek ortamdan uzaklastirildi. Hiicreler 1X PBS ile hafifce yikandiktan sonra PBS
aspire edilerek uzaklastirildi ve hiicrelerin flask yiizeyinden kalkmalarini saglamak i¢in
%0,05 Tripsin-EDTA soliisyonu eklendi. Hiicreler 37°C’de, %5 CO2’li ortamda 5 dk
inkiibasyona birakildi. Mikroskopla bakildiginda flask yiizeyinden ayrildigi kabul
edilen hiicrelere, tripsinin inhibe edilmesi i¢in en az on kati kadar besiyeri ilave edildi.
Flask igerisindeki hiicre siispansiyonu igerisinde

besiyeri bulunan 15 ml’lik falkon tiip igerisine alindi. 800 rpm’de 5 dk santrifiij
yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire edildi ve pelet iizerine her bir kriyovial i¢in

1,5 ml dondurucu medium (5 ml DMSO + 5 ml FBS + 40 ml DMEM) karanlik ortamda

ilave edildi. Hiicre siispansiyonu kriyovialler icerisine dagitilarak -80 °C’ye kaldirildu.

2.2.2.4. Kullamlan Besiyerinin Hazirlanmasi

T-47D hiicre soylarinin ¢ogaltilmas1 amaciyla kullanilan besiyeri ortami i¢in %10 FBS,
%1 Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10,000 U/ml penisilin, 10 mg/ml streptomisin),
%1 Lglutamin iceren, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinin ¢ogaltilmas: amaciyla
kullanilan besiyeri ortami i¢in %5 FBS, %1 Penisilin- Streptomisin Soliisyonu (10,000
U/ml penisilin, 10 mg/ml streptomisin), %1 Lglutamin iceren RPMI 1640 besiyeri
kullanildi.
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2.2.2.5. Hemositometre ile Hiicrelerin Sayim

Hiicreleri sayabilmek amaciyla tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen hiicre
stispansiyonundan 10 pl 0,5 ml’lik tiipe alind1 ve tizerine esit miktarda %0,5 tripan
mavisi konarak iyice karismasi saglandi. Hematositometre distile su ile iyice
temizlendi. Bu karigimdan 10 pl alinarak thoma lamina koyuldu ve mikroskopta bu lam
tizerinde bes alanda hiicre sayimi yapildi. Bulunan sayi sulandirma katsayisi ile

carpilarak 1 ml besiyerinde ne kadar hiicre oldugu hesaplandi.
2.2.3. MTT (Metiltiazotetrazolium) Canlhilhik Metodu

MTT yontemi, ilk kez Mosmann ve ark. tarafindan 1983 yilinda belirlenmistir ve hiicre
kiiltiiriinde biiyiitilen hiicrelerdeki mitokondriyel dehidrogenaz enzim aktivitesinin
kolorimetrik Slgiilmesi esasina dayanmaktadir (Mossman 1983). Bu enzim aktivitesi
yasayan hiicrelerde gozlenirken, Olen hiicrelerde ise godzlenmemektedir. Ortama
konulan bilesige yanit olarak eger hiicreler Oliirse enzim aktivitesinin azaldig1 veya
kayboldugu goriilmektedir. Bu nedenle hiicreler mitokondriyel dehidrogenaz enziminin
degisime ugrattigt MTT maddesine (tetrazolyum (3-(4,5-dimetiltiyazol -2)-2,5-difenil
tetrazolyum bromid) maruz birakilirlar. MTT, sar1 renkli suda ¢6ziinebilen tetrazolium
tuzu olup canli hiicreler tarafindan alinir ve mitokondriyel siiksinat dehidrogenaz
enzimleri tarafindan suda ¢oziinmeyen koyu mavi-mor renkli formazan kristallerine
dontistirilir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. MTT nin tepkime semas1

Sitotoksik bilesiklerin hiicrelere zarar vermesi MTT tetrazoliumun formazana
indirgenmesini azaltmaktadir. Sonu¢ olarak; canli ve mitokondri fonksiyonu
bozulmamis hiicreler mavi-mor renkte boyanmakta, 6lii veya mitokondri fonksiyonu

bozulmus hiicreler ise boyanmamaktadir. Daha sonra olusan bu formazan kristalleri
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SDS (%10 sodyum dodesil siilfat + steril distile su + 0,01 N HCl ) kullanilarak suda
¢oziinlir hale getirilir ve olusturduklart renk siddeti 570 nm dalga boyunda
spektrofotometre ile Ol¢iiliir. Sonug olarak; baglangicta ayni sayida ekilmis hig ilag
uygulanmamis kontrol hiicrelerindeki renk siddeti ile ilaca maruz birakilmig
hiicrelerdeki renk siddeti oranlanarak ilaca maruz birakilmis hiicrelerdeki canlilik orani

(ylizdesi) hesaplanmis olur.

MTT testi i¢in, SM bilesiginin farkli konsantrasyonlari (1, 10 ve 100 uM) hazirlanarak
96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina uygulandi. T-47D, MCF-7, MDA- MB231 hiicreleri
sayilarak 100 pl besiyeri icerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde her bir kuyuya ilave
edildi. Hiicrelerde, 6liimiin negatif kontrolii (maksimum canlilik, MO) olarak sadece
besiyeri ortami igerisinde ekilen hiicreler kullanildi. Kor i¢in ayrilan kuyular igerisine
ise 200 ul besiyeri ilave edildi. Ardindan hiicreler, 24 ve 48 saat 37 °C, %5 CO2‘li

ortamda inkiibasyona birakildu.

MTT kimyasali, 5 mg/ml PBS tamponu igerisinde pH=7,2 olacak sekilde stok olarak
hazirlandi. Hazirlanan MTT c¢ozeltisi filtre edilerek steril hale getirildi. 24. ve 48.
saatler sonunda her bir kuyucuga 20 ul MTT boyasi eklendikten sonra hiicreler 37 °C,
%5 CO2’li ortamda 4 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Olusan formazan kristallerini
¢Oziinliir hale getirmek icin  biitin  kuyucuklarin  iizerine %10’luk SDS
sollisyonundan 100 pl eklenerek 18 saat 37 OC’de %5’lik CO2’li etiivde inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerde olusan renk siddeti spektrofotometrede
(FLASHScan S12, Jena, Almanya) 570 nm dalga boyunda olgiildii ve okunan
absorbanslar kullanilarak hiicrelerin canlilik oranlar1 belirlendi. Bu yontem her {i¢ hiicre

soyu i¢in de iki kez tekrar edildi.
% Canhlik hesabi:

Ilag uygulanmamis kontrol hiicre (MO) canlilifi %100 olarak kabul edilerek, ilag
uygulanan hiicrelerin canlilik oranlar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi. Deney

igerisinde her bir konsantrasyon birbirinden bagimsiz ii¢ farkli kuyuda tekrarlandi.

%Canlilik=[100%(Bilesik ile muamele edilen hiicre absorbansi ortalamasi-kor

ortalama)/(Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi-kor ortalama)] olarak hesaplandi.
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2.2.4. ATP (Adenozin Trifosfat) Canhilik Metodu

MTT yontemi, siklikla kullanilan ucuz bir yontem olmasina ragmen ATP ydntemi,
liiminesans bazli metodolojiye baglh olarak teknolojik agidan daha gelismistir ve in
vitro sitotoksisite Ol¢ltimlerini MTT yontemine gore ¢ok daha hassas ve giivenilir
yapabilmektedir. ATP hiicre igerisindeki en Onemli enerji deposudur ve biyolojik
sentez, sinyal iletimi, tagima, hareket gibi stiregler i¢in kullanilmaktadir. Hiicresel ATP
hiicre canliligmmi 6lgmede en hassas parametrelerden biridir. Bu ydntemin prensibi
hiicre kiiltiiriinde biiyiitilen kanser veya normal hiicrelerdeki intraseliiler ATP
iceriginin olglilmesi esasmna dayanmaktadir. Intraselliiler ATP igeriginin seviyesi
yasayan hiicrelerin sayisinin belirlenmesinde kullanilan bir gostergedir (Maehara ve
ark. 1987, Andreotti ve ark. 1995, Dexter ve ark. 2003, Ulukaya ve ark. 2008).
Hiicrelerde 6rnegin; kemoterapdtik ajanlar veya mitokondriyal toksinler ile oldiiriicii
hasarlar olustugunda ATP seviyesi onemli dl¢iide azalmaktadir. Bu amagla, bilesiklerle
muamele edilmis hiicrelerdeki intraseliiler ATP igerigi belirlenerek total hiicre sayisi
belirlenmeye calisildi.

ATP yontemi; liisiferinin Mg+2 ve ATP varliginda liisiferaz enzimi ile oksiliisiferine
katalize olup liiminesans sinyal olusturmasina dayanmaktadir (Sekil 2.2). Liiminesans

sinyal (ATP konsantrasyonu) ile hiicre sayist arasinda dogrusal bir iliski

bulunmaktadir(Andreotti ve ark. 1995, Mueller ve ark. 2004, Wadhawan ve ark. 2010).
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Sekil 2.2. Lusiferin/lusiferaz biyoliminesans tepkimesi (Anonim 2011’den

degistirilerek alinmistir).

ATP testi i¢in, SM bilesiginin 1, 10 ve 100 pM konsantrasyonlari, 3 tekrarli ve 100 pl
olacak sekilde 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplara uygulandi. MCF-7, MDA- MB-231 ve
T-47D hiicreleri sayilarak 100 pl besiyeri icerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde her bir

kuyuya ilave edildi. Ardindan hiicreler, 24 ve 48 saat 37°C, %5 CO2’li ortamda
inkiibasyona birakildi. Bu yontem MCF-7, MDA-MB-231ve T-47D hiicrelerinde 2 defa
tekrar edildi. Negatif kontrol (maksimum canlilik, MO, muamele uygulanmamis hiicre
kontrolii) i¢in 200 pul besiyeri igerisine 5x10° hiicre ekildi. Pozitif kontrol (minimum
canlilik, MI, %100 oldiiren doz) olarak, 100 ul hiicre siispansiyonu igerisine hiicre
Olimiinii %100 indiikledigi bilinen %1°lik Triton X-100 ¢ozeltisinden 100 pl ilave
edildi. Hicreler 37 °C’de %5’lik CO2’li etiivde 48 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda her kuyudan 150 ul atilarak 50 pl ATP kitinin (Sigma
FLASC1KT Adenosine 5' triphosphate bioluminescent + somatic cell assay kit, St.
Louis, MO) i¢inde yer alan hiicre lizis tamponu (2X) eklendi ve hiicre igerisindeki
ATP’nin hiicre digina ¢ikmasi saglandi. 20 dakikalik bekleme siiresini takiben, 50 ul
hiicre siispansiyonu beyaz renkli 96 kuyucuklu ekim kaplarina aktarildi ve ardindan 50
ul/kuyucuk lusiferin-lusiferaz enzimi igeren soliisyon ilave edildi. Reaksiyon sonunda
olusan ATP miktar1 (lusiferin- lusiferaz bioluminesans reaksiyonu yardimiyla), 6lgme
zamani | saniye olacak sekilde luminometre (Bio-Tek, Winooski, USA) kullanilarak

Olciildii. Boylece bilesiklerle muamele edilen ve edilmeyen hiicrelerin RLU degerlerine
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gore, bilesiklerin sitotoksik/sitostatik etkileri hakkinda bilgi edinildi. % Canlilik

asagidaki formiile gore hesaplandi.

% Canlilik=[100x(Bilesik ile muamele edilen hiicre absorbansi ortalamasi-

MI)/(Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi—MI)] olarak hesaplandi.

2.2.5. Hoechst 33342, Propidyum Iyodiir (PI) ile ikili Boyama Yontemi

Floresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini dolayisiyla
niikleusu goriiniir hale gelebilmektedir. Hoechst 33342, DNA'ya baglanabilen ve intakt
membrandan gegebilen bir boyadir ayrica canli veya 6lii (apoptotik/nekrotik) hiicrelerin
cekirdeklerini boyamak icin kullanilmaktadir. Propidium iyodiir (PI), sadece hasarli
hiicre membranlarindan gecebilen, ge¢ apoptotik/sekonder nekrotik veya primer
nekrotik olan tiim 6lii hiicreleri boyayabilen floresan niikleik asit boyasidir. Primer
nekrozis (hiicre hacminin artmasi1 fakat fragmente ya da piknotik nukleuslarin
gbozlenmemesi) toksik kosullar (hipoksi, iskemi, hipertermi, vb) altinda gerceklesen
klasik oliim seklidir. Sekonder nekrozis ise, piknotik nukleus ile karakterize olup,

apoptozisin ge¢ sathasidir.

Hiicre kiiltirii ortaminda apoptozise giden hiicrelerin membranlart intakt (erken
apoptoziste) olmasina ragmen daha ileri donemlerde ge¢ apoptozis/sekonder nekrozun
gelismesi ile hiicrelerin membran biitiinliikleri bozulmaktadir. Sekonder nekroz
asamasina kadar olan siire iginde hiicreler non-vital boyalar denilen (PI) boyalar ile
boyanacak olurlarsa apoptozis baslamis olmasina ragmen membran intakt olmasindan
dolay1 bu boyalarla boyanamazlar. Yani PI negatif ve Hoechst boyasi pozitif
boyanmaktadirlar. Sekonder nekroz gelistikten sonraki asamalarda hiicreler membran
biitiinliiklerinin bozulmas1 ile non-vital boyalar ile boyanmaya baslarlar. Dolayisiyla PI
pozitif ve Hoechst pozitif boyanmaktadirlar (Ulukaya ve ark. 2011b) Ikili boyama
yontemi kullanilarak bilesiklere maruz kalmis hiicrelerin 6lim sekilleri, niikleus
morfolojisine bakilarak yapilabilir. Apoptotik hiicrelerde; ¢ekirdegin normal hiicrelere
gore daha kiiciik olma 6zelligi aranirken, nekrotik hiicrelerde ise c¢ekirdegin normal
hiicrelerden biraz daha biiylik olmas1 ve daha az boya almasi 6zelligi aranmaktadir. Bu
amagla, bilesiklerin hiicre soylar1 iizerindeki etkilerinin morfolojik olarak floresan

mikroskopta goriintiilenebilmesi i¢in ikili boyama yontemi kullanildi.
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Ikili boyama yéntemi igin, T-47D, MCF-7, MDA-MB-231 hiicreleri sayilarak 96
kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 100ul igerisinde 5% 10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi
ve 10 uM SM bilesigi 100 ul igerisinde olacak sekilde kuyulara ilave edildi. Negatif
kontrol kuyularina 100 pl taze besiyeri ilave edildi. Ardindan hiicreler, 24 ve 48 saat 37
°C’de %5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakild1. Ilag uygulamasini takiben, kuyulardan
besiyeri uzaklastirild1 ve hiicrelerin iizerine PBS igerisinde konsantrasyonlari 1 mg/ml
PI, 5 mg/ml Hoechst 33342 olacak sekilde hazirlanan ikili boyama ¢ozeltisinden 200 pl
pipetlendi ve karanlikta 20 dakika 37 °C’de inkiibe edildi. Siire sonunda bilesikleri

hiicrelerde sebep oldugu 6liim sekli floresan mikroskop altinda degerlendirildi.

2.2.6. M30 Antijen (Kaspazla Kirilmis Sitokeratin 18) Metodu

Sitokeratinler (CK), kanser tanisinda kullanilan intermediat filament protein ailesine ait
proteinlerdir. Apoptozis esnasinda sitoiskeletin 6nemli bir protein olan CK18 sadece
apoptotik hiicrelerde aktiflesen bir enzim grubu olan kaspazlarin etkisiyle kirilarak,
kirtlmig CK18’i (CK18-Asp396) olusturmaktadir  (Leers ve ark. 1999). M30
monoklonal antikor, 6zellikle CK18’in Asp396°da kirilan fragmanin1 (M30 antijen)
tantyarak CK’lerin apoptotik bir belirte¢ olarak kullanimini saglamaktadir (Sekil 2.3)
(Ueno ve ark. 2003). Boylece apoptozise 6zgii bir belirteg olan kirilmig CK18, ELISA
yontemiyle saptanmaktadir. Bu o6zel CK18’i tanmiyan M30 antikoru, hiicrelerin
bulundugu ortamla temas ettirilirse ve eger ortamda apoptotik hiicreler de var ise,

apoptozisin varligi gosterilmis olur.
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Sekil 2.3. Sitokeratin 18’in kaspazlar araciligiyla kesimi ve bu bdlgenin M30 antikoru

ile taninmasinin sematik gosterimi (Micha ve ark. 2008)

Basit olarak, ELISA metoduyla M30 antijen fragmentini belirlemek i¢in, MCF-7,
MDA-MB-231 ve T-47D hiicreleri sayilarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 200 pl

icerisinde 5%10° hiicre olacak sekilde (3 tekrarli) ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO2’li
ortamda inkiibasyonu takiben hiicreleri zedelemeden iizerlerinden 100 pl besiyeri
uzaklastirildi. Sonrasinda SM bilesiginin 10 uM 100 pl igerisinde olacak sekilde
hiicrelerin {izerlerine uygulandi. Negatif kontrol kuyularindan 100 pl besiyeri
uzaklastirild1 ve yerine 100 pl taze besiyeri ilave edildi. Hiicrelerde apoptozisin pozitif
kontrolii olarak, giiniimiizde meme kanser kemoterapisinde kullanilan Paklitaksel, 3,21
uM dozunda kullanildi. ilag uygulamalarim takiden hiicreler 24 ve 48 saat 37 °C, %5
CO?’li ortamda inkiibasyona birakildi. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda tiim
kuyulara 10 pl %10’luk Triton-X 100 ilave edildi. 15 dakika oda sicakliginda 600 rpm
calkalayicida inkiibasyona birakildi. Tiim kuyulardaki supernatant toplandi ve 2000
rpm’de 30 saniye santrifiij edilip M30 Cytodeath ELISA (M30-Cytodeath ELISA Kkit,
Peviva, Bromma, Sweden) kit igcerigine uygun olarak caligildi. Supernatantlar, kitin
icerisinde yer alan CK18’1 taniyan fare monoklonal M30 antikoru kapl striplere 25 pl
pipetlendi. Tiim 6rnekler iizerine 75 pl horseradish peroksidaz konjugati eklendi. 4 saat
boyunca 600 rpm calkalayicida oda sicaklifinda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
stiresi sonunda orneklere 250 pl yikama soliisyonu ilave edilerek 5 kez yikama yapildi

ve hemen ardindan 200 pl TMB substrat1 ilave edilerek 20 dakika karanlikta oda
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sicakliginda bekletildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in 1 N H2SOj4 iceren 100 pl stop
coOzeltisi ilave edildi ve olusan renk siddeti, spektrofotometrik olarak 450 nm’de

(FLASHScan S12, Jena, Almanya) okundu.

2.2.7. Western Blot Analizi

1975 yilinda, jel elektroforezi ile ayrilmis spesifik DNA fragmentlerini nitroseliiloz
membran filtreleri kullanarak southern blotlama ydntemi tanimladi. Bundan kisa bir
sire sonra, RNA molekiiliiniin filtre matrikslerde immobilize edilerek analizini
saglayacak yeni bir teknik gelistirildi. Bu teknik de Northern blotlama ismini aldi. 1979
yilinda ise bulunan yeni teknige protein blotlama ya da bircogumuzun bildigi yaygin
ismi ile Western blotlama ismi verildi (Karaaslan 2008).

Western Blot analizi hiicrelerden elde edilen bir protein karisiminda, aranan (hedef)
proteinin varligini gostermek ve molekiil agirligini belirlemek amaciyla kullanilan 6zel
bir protein-protein hibridizasyon teknigidir. immiinoblotlama olarak da adlandirilan
teknigin uygulanabilmesi i¢in oncelikle hedef proteini taniyarak ona baglanabilen bir

antikor mevcut olmalidir. Western blotlama temel olarak ii¢ asamada gerceklestirilir:

I Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yontemiyle

ornek karigimda bulunan proteinlerin jel lizerinde birbirlerinden ayrilmalar: saglanir.

i. Jelde biiyiikliklerine gore ayrilarak bantlar olusturan protein molekiilleri,

elektrotransfer teknigi ile nitroseliilloz membrana aktarilirlar.

i. Membranin sirasiyla, hedef proteine 6zgii antikor, bu antikoru taniyan ve yapisina
enzim ilave edilmis ikincil bir antikor ve son olarak s6z konusu enzimin substrati ile
muamelesi sonucunda meydana gelen 151k araciligi ile hedef proteinin membran

tizerinde gorlintlilenmesi saglanir.

Proteinlerin safligmmin kontrolii ve molekiiler agirliklarinin saptanmasi amaciyla
kullanilan SDS-PAGE ydntemi western blot analizinin ilk asamasini olusturur. Elektrik
akimi etkisiyle proteinlerin biiyiikliiklerine gore ayrilmasini saglayan ortam akrilamid
ve N-N'-metilen bis-akrilamid monomerlerinin polimerlesmesiyle olusan jel
matriksidir.

Poliakrilamid jel matriksi farkli biiyiikliikte kanallar (porlar) igerdiginden denatiire

protein karisimu jele yiiklenip elektroforez uygulandiginda, proteinlerin bu kanallardan
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gecis hizi tamamen biiylikliiklerine baghdir. Kiigiik proteinler jelde hizli, biiylik
proteinler ise yavas ilerler. SDS-PAGE yoOntemi ile ayrilmak istenilen proteinlerin
sadece biiyiikliiklerine gore ayrimini saglamak i¢in Once 1s1 ile denatiire edilmeleri ve
sonra Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) ile muamele edilmeleri gereklidir. Anyonik bir
deterjan olan SDS, proteinlere baglanip negatif yliklii hale getirerek lineer forma
doniismelerini saglar. SDS sayesinde negatif yiik ile yiiklenen proteinler elektroforez
sirasinda anoda go¢ ederler. Elektroforez islemi tamamlandiginda farkli biiyiikliikteki
proteinler jel boyunca ilerlerken ayrisarak farkli protein bantlar1 halinde odaklanirlar.
SDS-PAGE isleminden sonra jeldeki protein bantlarinin goriintiilenmesi igin
kemiluminesans prensibinden yararlanilir. Akrilamid ve bisakrilamid orani jelin
ayristirma kapasitesini belirler. Boyutlar1 ayarlanabilen gozenekli yapilari nedeniyle
proteinleri molekiil agirliklar1 veya kiitleleri ile orantili olarak molekiillerin gégiinii
yavaglatan bir molekiiler elek olarak davranir. Bu nedenle ayrim hem molekiiler eleme
hem de elektroforetik mobilite temeline dayanmaktadir. Diisiik derisimde hazirlanan
jellerin gozenekleri daha biiyliik olup, biiyilk molekiil agirlikli biyomolekiillerin
ayriminda kullanilirlar (Coskun-Ar1 2003) T-47D, MCF-7, MDA-MB-231 insan meme

kanseri hiicre soylar1 yeterli miktarda tiretildikten sonra ilag uygulamasi igin 25 cm?lik
flasklara ekim yapildi. Hiicreler %70-80 doluluk oranina ulastiklarinda 1. flask negatif
kontrol, 2. flask SM 24 saat i¢in, 3. flask paklitaksel (3,21 uM) olmak iizere ilag
uygulandi. 37 °C’de %5 CO2’li ortamda 30 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda

protein izolasyonu asamasina ge¢ildi.
2.2.7.1.Cozeltiler

Lizis tamponu: 3 ml lizis tamponu (RIPA lysis buffer, Santa Cruz, ABD) igin 30 pl
200 mM PMSF (Santa Cruz, ABD), 30 ul 100 mM sodyum ortovanadat (Santa Cruz,
ABD), 45ul proteaz inhibitor kokteyl (Santa Cruz, ABD ) eklendi. Soliisyon karanlikta

hazirlandi.

Bu agsamada, ila¢ uygulanan flasklarin siipernatantlari, buz {izerinde tutulan 15 ml’lik
falkonlara toplandi ve negatif kontrol flaskinin siipernatant1 uzaklastirildi. Flasklara 10
ml soguk PBS ilave edilip hiicreler “scraper” (Corning) ile kaldirildi ve ilgili falkonlara
aktarildi. Siispansiyon +4 °C’de 1000 g’de 5 dakika santrifiij (Hettich Zentrifugen,

Almanya) edildi. Santrifiij sonrasi1 falkonlarin siipernatantlar1 uzaklastirildi ve pelet
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tizerine 0,5 ml lizis tamponu pipetlendi. Falkonlar, karanlikta 30 dakika buz {izerinde
bekletildi ve bu esnada 10 dakikada bir pipetaj yapilarak karigtirildi. Siire bitiminde
soliisyonlar 1,5 ml’lik tiiplereaktarildi ve +4 °C’de 10,000 g’de 10 dakika santrifiij
edildi (Eppendorf AG, Hamburg, Germany). Siipernatantlar1 0,5 ml’lik tiiplere toplandi

ve protein miktarlar 6l¢iildi.

2.2.7.2.Proteinlerin  Bicinkoninik Asit Yontemi ile Konsantrasyonlarimn
Olciilmesi

2.2.7.2.1.Cozeltiler

Biginkoninik Asit Kit (Sigma-Aldrich)

Bovine Serum Albumin (BSA, Amresco) Standardi

2.2.7.2.2.BSA Standartlarinin Hazirlanmasi

Bi¢inkoninik asit (BCA) ile protein miktarlarini dlgebilmek i¢in sigir serum albumin
(BSA) proteininin degisik konsantrasyonlart RIPA ile hazirlanarak bir standart egri
grafigi ¢izildi. ml’sinde 2, 1,8, 1,6, 1,4, 1,2, 1 mg BSA bulunan standartlar hazirlandi.

2.2.7.2.3.Bicinkoninik Asit Ol¢iimiiniin Yapilmasi

BCA protein tayin yonteminde bakir siilfat, BCA soliisyonuna eklendiginde olusan
kompleks elma yesili bir renk alir. Bu soliisyon, protein soliisyonuna ilave edildiginde,
proteinin peptit baglar1 ile etkilesir ve Cu™ iyonlar1 Cu® iyonlarma doniisiir.
Neticesinde kompleksin rengini mora ¢evirir. Bu yontem hizli, hassas ve kesindir ancak

deterjan ve organik solventlerle etkilesimlerine dikkat etmek gerekmektedir.

Olgiim i¢in Biginkoninik Asit Kit ve 96 kuyuluk hiicre kiiltiir kab1 kullamldi. Her bir
kuyuya 10 pl standart ve 10 pl konsantrasyonu bilinmeyen ornekler pipetlendi.
Kuyularin {izerine 190 ul ¢alisma ayiract pipetlendi ve plate 30 dakika inkiibatorde
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda olusan renk siddeti, spektrofotometde 570 nm’de

okundu.
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2.2.7.3. Western Blot Yontemi ile Proteinlerin Nitroselilloz Membrana
Aktarilmasi

2.2.7.3.1.Cozeltiler

MES SDS Running Buffer (Nu-PAGE, 20X, Invitrogen): 30 ml Running buffer, 570 ml

ultra saf H2O ile tamamlandi.

Nu-PAGE LDS Sample Buffer (4X, Invitrogen)

Nu-PAGE Sample Reducing Agent (10X, Invitrogen)

Nu-PAGE Antioksidant (invitrogen) Kaleidoscope Prestained Standarts (Biorad)

%4-12 gradient, NUPAGE Bis-Tris Mini Gels, 1 mm, 12 kuyucuk (Invitrogen) 10X
pH:7,6 TBS-T (Tris-Buffer Saline-Tween20):Tris base 24,23 g NaCl (Merck) 80,06 g
(Scharlau) ve 5 ml Tween20 (Dako) 1 L ultrasaf H20 ile ¢oziildii.

Western Breeze Chemiluminescent Immunodetection System, Rabbit (Invitrogen)

2.2.7.3.2.  Proteinlerin Yiklenmesi ve Jelde Yiuriitiilmesi

Ornekler istenen hacimlerde toplam protein miktar1 20 ug (BCA ydntemiyle belirlenen)
ve sample buffer ve reducing agent 1X olacak sekilde 0,5 ml’lik tiiplere pipetlendi.

Ardindan tiipler su banyosunda bekletildi. Bu esnada jel, elektroforez tankina
yerlestirildikten sonra SDS running buffer, doluluk smirina kadar eklendi. Hazir jelde
bulunan koruma sivisi pipet yardimiyla al-ver yapilarak uzaklastirildiktan sonra 500 pl
antioksidan eklendi. Marker, yiiklenmeden 6nce 40 °C’de 1 dakika bekletildi. Daha
sonra marker (5 pl) ve Ornekler kuyulara pipet yardimiyla belirlenen miktarlarda

yiiklendi. Yiikleme islemi sonunda 60 dakika 150 V yiiriitme yapildi.

2.2.7.3.3.Proteinlerin Transferi

Transfer islemi igin I-Blot jel transfer cihazina (Invitrogen) sirasiyla anot bakir (+), jel,
filtre kagid1 (ultra saf H2O ile 1slatilir), katot bakir (-) ve siinger yerlestirildi. Uretici

firmanin onerileri dogrultusunda 7 dakika transfer islemi gergeklestirildi.
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2.2.7.3.4. GAPDH Proteinlerinin Belirlenmesi
2.2.7.3.4.1. Bloklama

GAPDH i¢in, TBS-T igerisinde %5’lik siit (Santa Cruz, CA, USA) ¢ozeltisi hazirlandi
ve 60 dakika oda sicakliginda, ¢alkalayici lizerinde inkiibe edildi. Siire sonunda, 3 defa

5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.
2.2.7.3.4.2. Birincil Antikor

Anti-GAPDH antikoru (Cell signalling, MA, USA), 1:1000 olacak sekilde %5’lik BSA
cozeltisi icerisinde hazirlandi ve 18 saat +4 °C’de calkalayicida inkiibasyona birakildi.

Siire sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.

2.2.7.3.4.3.ikincil Antikor

GAPDH igin, Anti-Rabbit (Cell Signaling, MA, USA) 1:2000 olacak sekilde %5’lik
siit ¢ozeltisi igerisinde hazirland1 ve calkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi.

Siire sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.
2.2.7.3.4.4.Goriintiilleme

Goriintiileme i¢in; Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve Peroksidaz
reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) iki kat seyreltilerek kullanildi. Membranlar
hazirlanan soliisyon ile 1 dakika inkube edildikten sonra agiga ¢ikan kemiluminesans

sinyal, Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy, France) cihazi kullanilarak goriintiilendi.

Bu sekilde nitroseliiloz membran iizerine transfer edilmis olan proteinlere baglanan

antikorlar goriintiilendi.

2.2.7.3.5.PARP Proteinlerinin Belirlenmesi

2.2.7.3.5.1. Birincil ve ikincil Antikorlarin Membrandan Uzaklastirilmasi

Birincil ve ikincil antikorlari membrandan uzaklastirmak (Stripping) igin iretici
firmanin (Cell Signaling, MA, USA) Western blot yeniden isaretleme (reprobing)
protokolii kullanildi. Stripping soliisyonu hazirlamak i¢in; 100 ml ultrasaf su igerisine

0,76 g Tris-base (Scharlau, Barcelona, Spain), 2 g SDS (Applichem, Darmstadt,
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Germany) ve 700 pl B-merkaptoetanol (Merck, Schuchard, Germany) eklendi (1X,
pH:6,8). Membran 4 kez 5 dakika TBS-T ile yikandiktan sonra stripping soliisyonu

eklenerek 150-300 rpm, 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi
sonunda 2 kez 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi ve membranda sinyal olup
olmadigin1 kontrol etmek amaciyla goriintileme yapildi. Goriintiileme sonunda
membranlarda sinyal yoksa 4 kez 5 dakika TBS-T ile yikama yapilarak bloklama

asamasina gegildi.

2.2.7.3.5.2. Bloklama

PARP i¢in, TBS-T igerisinde %5’lik siit (Santa Cruz, CA, USA) ¢6zeltisi hazirlandi ve
60 dakika oda sicakliginda, calkalayici tlizerinde inkiibe edildi. Siire sonunda, 3 defa 5
dakika TBS-T ile yikama yapildi.

2.2.7.3.5.3. Birincil Antikor

Anti-PARP antikoru (Cell Signalling, MA, USA), 1:1000 olacak sekilde %5’lik BSA

¢ozeltisi ierisinde hazirlandi ve 18 saat +4 °C’de calkalayicida inkiibasyona birakildi.
Siire sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildu.

2.2.7.3.5.4.ikincil Antikor

PARP icin, Anti-Rabbit (Cell Signaling, MA, USA) 1:2000 olacak sekilde %5’lik siit
cozeltisi icerisinde hazirland1 ve calkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi. Siire

sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.

2.2.7.3.5.5.Goriintiilleme

Goriintiileme i¢in; Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve Peroksidaz
reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) iki kat seyreltilerek kullanildi. Membranlar
hazirlanan soliisyon ile 1 dakika inkube edildikten sonra agiga ¢ikan kemiluminesans

sinyal, Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy, France) cihazi kullanilarak goriintiilendi.

Bu sekilde nitroseliilloz membran {izerine transfer edilmis olan proteinlere baglanan

antikorlar goriintiilendi.
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2.2.7.3.6. AntiGRP 78/BiP Proteinlerinin Belirlenmesi

2.2.7.3.6.1. Birincil ve Ikincil Antikorlarin Membrandan Uzaklastiriimasi

Birincil ve ikincil antikorlari membrandan uzaklastirmak (Stripping) i¢in iiretici
firmanin (Cell Signaling, MA, USA) Western blot yeniden isaretleme (reprobing)
protokolii kullanildi. Stripping soliisyonu hazirlamak i¢in; 100 ml ultrasaf su igerisine
0,76 g Tris-base (Scharlau, Barcelona, Spain), 2 g SDS (Applichem, Darmstadt,
Germany) ve 700 ul B-merkaptoetanol (Merck, Schuchard, Germany) eklendi (1X,
pH:6,8). Membran 4 kez 5 dakika TBS-T ile yikandiktan sonra stripping soliisyonu
eklenerek 150-300 rpm, 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi
sonunda 2 kez 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi ve membranda sinyal olup
olmadigin1 kontrol etmek amaciyla goriintileme yapildi. Goriintilleme sonunda
membranlarda sinyal yoksa 4 kez 5 dakika TBS-T ile yikama yapilarak bloklama

asamasina gecildi.
2.2.7.3.6.2. Bloklama

AntiGRP 78/BIP icin, TBS-T igerisinde %5°lik siit (Santa Cruz, CA, USA) ¢ozeltisi
hazirlandi ve 60 dakika oda sicakliginda, calkalayici {izerinde inkiibe edildi. Siire

sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.

2.2.7.3.6.3. Birincil Antikor

Anti- AntiGRP 78/BIP antikoru (Cell Signalling, MA, USA), 1:1000 olacak sekilde

%S5’lik BSA c¢ozeltisi icerisinde hazirlandi ve 18 saat +4 °C de calkalayicida
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.

2.2.7.3.6.4.ikincil Antikor

AntiGRP 78/BIP i¢in, Anti-Rabbit (Cell Signaling, MA, USA) 1:2000 olacak sekilde
%35’lik stit ¢ozeltisi igerisinde hazirland1 ve calkalayicida 60 dakika inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.
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2.2.7.3.6.5.Goriintiilleme

Goriintiileme i¢in; Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve Peroksidaz
reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) iki kat seyreltilerek kullanildi. Membranlar
hazirlanan soliisyon ile 1 dakika inkube edildikten sonra agiga ¢ikan kemiluminesans

sinyal, Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy, France) cihazi kullanilarak goriintiilendi.

Bu sekilde nitroseliiloz membran iizerine edilmis olan proteinlere baglanan antikorlar

goriintiilendi.
2.2.7.3.7. Kaspaz 3 Proteinlerinin Belirlenmesi

2.2.7.3.7.1. Birincil ve ikincil Antikorlarin Membrandan Uzaklastirilmasi

Birincil ve ikincil antikorlari membrandan uzaklasgtirmak (Stripping) ic¢in {iretici
firmanin (Cell Signaling, MA, USA) Western blot yeniden isaretleme (reprobing)
protokolii kullanildi. Stripping soliisyonu hazirlamak i¢in; 100 ml ultrasaf su igerisine
0,76 g Tris-base (Scharlau, Barcelona, Spain), 2 g SDS (Applichem, Darmstadt,
Germany) ve 700 ul B-merkaptoetanol (Merck, Schuchard, Germany) eklendi (1X,
pH:6,8). Membran 4 kez 5 dakika TBS-T ile yikandiktan sonra stripping soliisyonu
eklenerek 150-300rpm, 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda 2 kez 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi ve membranda sinyal olup
olmadigin1 kontrol etmek amaciyla goriintileme yapildi. Goriintilleme sonunda
membranlarda sinyal yoksa 4 kez 5 dakika TBS-T ile yikama yapilarak bloklama

asamasina gecildi.
2.2.7.3.7.2. Bloklama

Kaspaz 3 i¢in, TBS-T igerisinde %5 lik siit (Santa Cruz, CA, USA) ¢6zeltisi hazirlandi
ve 60 dakika oda sicakliginda, ¢alkalayici tizerinde inkiibe edildi. Siire sonunda, 3 defa
5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.

2.2.7.3.7.3. Birincil Antikor

Anti-Kaspaz 3 antikoru (Cell Signalling, MA, USA), 1:1000 olacak sekilde %5’lik

BSA c¢ozeltisi icerisinde hazirlandi ve 18 saat +4 °C’de calkalayicida inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.
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2.2.7.3.7.4.ikincil Antikor

Kaspaz 3 i¢in, Anti-Rabbit (Cell Signaling, MA, USA) 1:2000 olacak sekilde %5’lik
siit ¢ozeltisi igerisinde hazirland1 ve calkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi.

Siire sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.

2.2.7.3.7.5.Goriintiilleme

Gorilintlileme i¢in; Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve Peroksidaz
reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) iki kat seyreltilerek kullanildi. Membranlar
hazirlanan soliisyon ile 1 dakika inkube edildikten sonra agiga c¢ikan kemiluminesans

sinyal, Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy, France) cihazi kullanilarak goriintiilendi.

Bu sekilde nitroselilloz membran iizerine transfer edilmis olan proteinlere baglanan

antikorlar goriintiilendi.

2.2.7.3.8. Kaspaz 8 Proteinlerinin Belirlenmesi

2.2.7.3.8.1. Birincil ve ikincil Antikorlarin Membrandan Uzaklastirilmasi

Birincil ve ikincil antikorlari membrandan uzaklastirmak (Stripping) icin Tlretici
firmanin (Cell Signaling, MA, USA) Western blot yeniden isaretleme (reprobing)
protokolii kullanildi. Stripping soliisyonu hazirlamak i¢in; 100 ml ultrasaf su igerisine
0,76 g Tris-base (Scharlau, Barcelona, Spain), 2 g SDS (Applichem, Darmstadt,
Germany) ve 700 ul B-merkaptoetanol (Merck, Schuchard, Germany) eklendi (1X,
pH:6,8). Membran 4 kez 5 dakika TBS-T ile yikandiktan sonra stripping soliisyonu
eklenerek 150-300 rpm, 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. nkiibasyon siiresi
sonunda 2 kez 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi ve membranda sinyal olup
olmadigin1 kontrol etmek amaciyla goriintileme yapildi. Goriintiileme sonunda
membranlarda sinyal yoksa 4 kez 5 dakika TBS-T ile yikama yapilarak bloklama

asamasina gecildi.
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2.2.7.3.8.2. Bloklama

Kazpaz 8 i¢cin, TBS-T icerisinde %5’lik siit (Santa Cruz, CA, USA) ¢6zeltisi hazirlandi
ve 60 dakika oda sicakliginda, galkalayici iizerinde inkiibe edildi. Siire sonunda, 3 defa

5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.

2.2.7.3.8.3. Birincil Antikor

Anti-Kaspaz 8 antikoru (Cell Signalling, MA, USA), 1:1000 olacak sekilde %5°lik

BSA c¢ozeltisi icerisinde hazirlandi ve 18 saat +4 °C’de calkalayicida inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.

2.2.7.3.8.4.ikincil Antikor

Kaspaz 8 i¢in, Anti-Rabbit (Cell Signaling, MA, USA) 1:2000 olacak sekilde %5’lik
siit ¢ozeltisi igerisinde hazirland1 ve calkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi.

Siire sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.

2.2.7.3.8.5.Goriintiilleme

Goriintiileme i¢in; Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve Peroksidaz
reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) iki kat seyreltilerek kullanildi. Membranlar
hazirlanan soliisyon ile 1 dakika inkube edildikten sonra agiga ¢ikan kemiluminesans

sinyal, Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy, France) cihazi kullanilarak goriintiilendi.
Bu sekilde nitroselilloz membran {izerine transfer edilmis olan proteinlere baglanan
antikorlar goriintiilendi.

2.2.7.3.9. IRE1l-a Proteinlerinin Belirlenmesi

2.2.7.3.9.1.  Birincil ve ikincil Antikorlarin Membrandan Uzaklastirilmasi

Birincil ve ikincil antikorlart membrandan uzaklasgtirmak (Stripping) igin iiretici
firmanm (Cell Signaling, MA, USA) Western blot yeniden isaretleme (reprobing)
protokolii kullanildi. Stripping soliisyonu hazirlamak i¢in; 100 ml ultrasaf su igerisine
0,76 g Tris-base (Scharlau, Barcelona, Spain), 2 g SDS (Applichem, Darmstadt,
Germany) ve 700 ul B-merkaptoetanol (Merck, Schuchard, Germany) eklendi (1X,
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pH:6,8). Membran 4 kez 5 dakika TBS-T ile yikandiktan sonra stripping soliisyonu

eklenerek 150-300 rpm, 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi
sonunda 2 kez 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi ve membranda sinyal olup
olmadigin1 kontrol etmek amaciyla goriintileme yapildi. Goriintiileme sonunda
membranlarda sinyal yoksa 4 kez 5 dakika TBS-T ile yikama yapilarak bloklama

asamasina gegildi.
2.2.7.3.9.2. Bloklama

IRE1l-a i¢in, TBS-T igerisinde %5’lik siit (Santa Cruz, CA, USA) ¢ozeltisi hazirlandi
ve 60 dakika oda sicakliginda, ¢alkalayici lizerinde inkiibe edildi. Siire sonunda, 3 defa

5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.

2.2.7.3.5.3.Birincil Antikor

Anti- IRE1-a antikoru (Cell Signalling, MA, USA), 1:1000 olacak sekilde %5°lik BSA

¢oOzeltisi icerisinde hazirlandi ve 18 saat +4 °C’de calkalayicida inkiibasyona birakildi.
Siire sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.

2.2.7.3.5.4.ikincil Antikor

IRE1l-a i¢in, Anti-Rabbit (Cell Signaling, MA, USA) 1:2000 olacak sekilde %5’lik
stit ¢ozeltisi igerisinde hazirlandi ve calkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi.
Siire sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildu.

2.2.7.3.9.5.Goriintiilleme

Gortintiileme i¢in; Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve Peroksidaz
reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) iki kat seyreltilerek kullanildi. Membranlar
hazirlanan soliisyon ile 1 dakika inkube edildikten sonra agiga ¢ikan kemiluminesans

sinyal, Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy, France) cihazi kullanilarak goriintiilendi.

Bu sekilde nitroseliilloz membran {izerine transfer edilmis olan proteinlere baglanan

antikorlar goriintiilendi.
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2.2.7.3.10. CHOP Proteinlerinin Belirlenmesi

2.2.7.3.10.1. Birincil ve Ikincil Antikorlarin Membrandan Uzaklastirilmasi

Birincil ve ikincil antikorlart membrandan uzaklastirmak (Stripping) ic¢in {iretici
firmanm (Cell Signaling, MA, USA) Western blot yeniden isaretleme (reprobing)
protokolii kullanildi. Stripping soliisyonu hazirlamak i¢in; 100 ml ultrasaf su igerisine
0,76 g Tris-base (Scharlau, Barcelona, Spain), 2 g SDS (Applichem, Darmstadt,
Germany) ve 700 ul B-merkaptoetanol (Merck, Schuchard, Germany) eklendi (1X,
pH:6,8). Membran 4 kez 5 dakika TBS-T ile yikandiktan sonra stripping soliisyonu
eklenerek 150-300 rpm, 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi
sonunda 2 kez 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi ve membranda sinyal olup
olmadigin1 kontrol etmek amaciyla goriintileme yapildi. Goriintiileme sonunda
membranlarda sinyal yoksa 4 kez 5 dakika TBS-T ile yikama yapilarak bloklama

asamasina gecildi.
2.2.7.3.10.2. Bloklama

CHOP i¢in, TBS-T igerisinde %5°’lik siit (Santa Cruz, CA, USA) ¢ozeltisi hazirland1 ve
60 dakika oda sicakliginda, calkalayici iizerinde inkiibe edildi. Siire sonunda, 3 defa 5
dakika TBS-T ile yikama yapildu.

2.2.7.3.10.3. Birincil Antikor

Anti-CHOP antikoru (Cell Signalling, MA, USA), 1:1000 olacak sekilde %5’lik BSA

¢ozeltisi igerisinde hazirlandi ve 18 saat +4 °C’de calkalayicida inkiibasyona birakildi.
Siire sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.

2.2.7.3.10.4.ikincil Antikor

CHOP i¢in, Anti-Rabbit (Cell Signaling, MA, USA) 1:2000 olacak sekilde %5’lik siit
cozeltisi icerisinde hazirland1 ve calkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.
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2.2.7.3.10.5.Goriintiileme

Goriintiileme i¢in; Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve Peroksidaz
reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) iki kat seyreltilerek kullanildi. Membranlar
hazirlanan soliisyon ile 1 dakika inkube edildikten sonra agiga c¢ikan kemiluminesans

sinyal, Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy, France) cihazi kullanilarak goriintiilendi.

Bu sekilde nitroseliilloz membran {izerine transfer edilmis olan proteinlere baglanan

antikorlar goriintiilendi.

2.2.8.Gen Ekspresyonlarininin Incelenmesi
2.2.8.1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Bu yontem, niikleik asitlerin, uygun in vitro kosullar altinda c¢ogaltilmasina

dayanmaktadir.

2.2.8.2.Polimeraz Zincir Reaksiyonu Isleminin Uygulama Asamalar ve
Prensipleri

PCR reaksiyonu; DNA’nmn iki zincirinin yiiksek sicaklikla birbirinden ayrilmasini
(denatiirasyon), sonra sirasiyla sentetik oligoniikleotidlerin  hedef DNA’ya
baglanmasin1 (hibridizasyon), zincirin uzamasini (polimerizasyon, ¢ift iplik¢ikli
DNA’larin sentezi) ve tiim bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasini kapsamaktadir
(Sekil 2.4). PCR tekniginin otomasyonu, her bir siklus esnasindaki 1sitma ve sogutma
islemlerini yazilim programlar1 dogrultusunda gergeklestiren “thermocycler” adi
verilen PCR cihazlar1 yardimiyla saglanmaktadir. Bu cihazlarda sicaklik +4 °C ile
100°C’ler arasinda programlanabilmekte ve reaksiyon islemlerinin sona ermesiyle +4
°C’ye ayarlanarak tiipler uzun siire bu sicaklikta tutulabilmektedir (Arda 1980, Erol ve
ark. 1990).
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Sekil 2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Siklusunun Basamaklar1 (Vierstrate
1999)

2.2.8.2.1. DNA’min Denatiirasyonu Asamasi

Bu asamada c¢ift zincirli hedef DNA’nin birbirinden ayrilmasi saglanmaktadir.
Denatiirasyon agamasinda, sicaklik yaklasik 93-96 OC’ye kadar cikarilir, bu sayede ¢ift
sarmalli DNA, hidrojen baglarinin kopmasiyla iki es zincir birbirinden ayrilir. Bu
sicakliklarin uygulanmasiyla DNA’nin denatiirasyonu “Thermocycler” cihazlarinda
gerceklestirilmektedir. Bunun yanisira denatiirasyon sicakligimin ¢ok yiiksek veya
siiresinin uzun olmast enzim aktivitesinin olumsuz etkilenmesine neden olmaktadir

(Erlich ve ark. 1991).

2.2.8.2.2. Primerlerin Baglanmasi (Hibridizasyon, Annealing) Asamasi

PCR islemlerinin bu asamasinda, primer olarak adlandirilan ve c¢ogaltilmasi istenen
DNA ig¢in spesifik olan oligoniikleotidler, denatiirasyon asamasinda elde edilen DNA
tek sarmali iizerinde kendisine komplementer olan diziye baglanmaktadir. DNA
zincirlerinin  eslesmesi veya yeniden baglanmasi daha disiik sicakliklarda
gerceklesmektedir (37-65 9C). Primerlerden birinin kendine ait olan 5’ ucu, hedef
DNA’lardan birinin 3" ucuyla, diger primer de ikinci tek iplik¢ik DNA’nin anti paralel
olan diger ucunda bulunan 3’ ucuna DNA polimerazin ¢alisma yoniine (5'—3') uygun

olarak baglanirlar (Erol ve ark. 1990, Aldemir ve ark. 2001).
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2.2.8.2.3. Primerlerin Uzatilmasi (Polimerizasyon, Extention, Elongation) Asamasi

Primerlerin baglanmasi asamasi tamamlandiktan sonra, primerlerin hibritlestigi tek
sarmallarin karsiligit DNA polimeraz (genellikle Taq polimeraz) tarafindan sentezlenir.
Taq Polimerazin optimum calisma sicakligir 72 °C’dir. Taq polimeraz enzimi 5'—3’
yoniinde aktivite gostererek, primerlerin 3’ uclarindan baslamak iizere ortamdaki
niikleotidleri kullanarak hedef DNA dizisinin birebir kopyasin1 yapmaktadir (Caner ve
ark. 2000, Birben 2006).

2.2.8.3. Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Niikleik asit cogalmasiyla eszamanli olarak artis gosteren floresans sinyalin
Olciilmesiyle, kisa siirede kantitatif sonug verebilen bir PCR yontemidir. Ticari olarak
gelistirilmis G¢ tipi bulunmaktadir. Bunlar; LightCyler (Roche), TagMan (PE
Biosystem) ve iCycler (BIO-RAD)’ dur.

LightCycler sisteminin uygulanmasinda; yalnizca ¢ift zincirli DNA’ya baglandiklarinda
floresans veren boyalar (Syber green 1) kullanilarak, ¢ogalmaya bagli DNA artisi,
ortaya c¢ikan floresansin miktariyla olciilmektedir. Primerin baglanmasini takiben
gerceklestirilen uzama asamasinda, hedef DNA’nin c¢ift sarmal hale gelmesiyle
DNA’ya baglanan Syber green 1 miktar1 artmakta ve buna bagl olarak yayilan
floresans miktarinda artis gézlenmektedir (Heid ve ark. 1996, Grove 1999, Kubista ve
ark. 2006).

Bu uygulamada, floresans artis1 her zaman spesifik amplifikasyonu gdstermeyebilir.
Ciinkii ¢ift sarmal DNA’ya entegre olan Syber green 1 ortamda hedef molekiiller
olmadiginda primerlerin kendi aralarinda gerceklesecek olan baglanmalar (primer
dimer) sonucunda da yapiya katilarak floresans olusumuna sebep olabilmektedir. Bu
olumsuz faktorii gidermek icin amplifikasyon {irlinlerinin melting curve (erime egrisi)
analizi yapilmaktadir. Her cift sarmal DNA, kendine 6zgli melting temperature (Tm,
¢ift sarmal DNA’nin %50’sinin tek sarmal hale gelmesi icin gerekli sicaklik) degerine
sahiptir. PCR ¢ogalmasmin ardindan sicaklik yavas yavas yiikseltilerek, belirli
araliklarla tiipteki floresans miktar1 kaydedilir. Cift sarmal DNA zincirleri birbirinden
ayrilmaya baslayinca Syber green 1 boya serbest kalmakta ve floresans miktar

azalmaktadir. Denatiirasyon oldugunda floresans sinyal aniden diismektedir. Erime
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egrisinden yararlanilarak amplikonun Tm derecesi saptanabilmektedir. Incelenen
ornege ait Tm derecesi, ayn1 kosullarda isleme alinan pozitif kontroliin Tm derecesiyle

karsilastirilarak, PCR sonucunun dogru veya hatali olduguna karar verilmektedir.

LightCycler’in diger bir uygulama sekli, hedefe 6zgiil problar kullanmaktir. Burada
problarla testin 6zgilliigii arttirilmistir. Problardan biri 3’ ucundan floresans boyayla
isaretli (dondr boya), digeri 5 ucundan alic1 boyayla (acceptor dye) isaretlenmistir.
Problar, hedef amplikonlar iizerinde birbirine yakin (1-5 niikleotid uzaklikta) yere
baglanmakta ve isaretli uglar yan yana gelmektedir. iki boyanin yan yana gelmesiyle
aciga cikan enerji, ikinci prob lizerindeki alic1 boyayi etkileyerek floresans olusumuna
yol agmaktadir. FRET (Fluoresance resonance energy transfer) olarak adlandirilan bu
enerji transferi sonucunda olusan floresans miktari, ortamdaki hibridizasyonun
derecesine, diger bir ifadeyle PCR siklusu siiresince olusan amplikonlarin miktarina

bagli olarak artmaktadir (Holland ve ark. 1991, Livak ve ark. 1995).

Es zamanli PCR, kisa siirede kantitatif sonug¢ verebilmektedir. Tiipler agilmadan taniya
gidildigi i¢in kontaminasyon riski diistiktiir. Elektroforeze gerek kalmadan ¢ogalma
esnasinda sonu¢ alimabilmektedir. Ayrica floresan veren problar kullanilarak hedef

niikleik asitteki mutasyonlar saptanabilmektedir (Morris ve ark. 1996).

MCF-7, MDA-MB-231 ve T-47D hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 1
ml igerisinde 2x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. ATP canlilik testi sonuglarina
gore hesaplanan IC70 (hiicrelerin % 70’ini 6ldiiren doz) dozlar1 1 ml besiyeri iginde
uygulandi. Ardindan hiicreler 24 saat 37 °C, %5 COz2’li ortamda inkiibasyona birakildi.
24 saat inkiibasyonu takiben total RNA izolasyonu yapildi.

2.2.8.4. Hiicrelerden Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu Total RNA Purification Kit (Jena Bioscience) kullanilarak
yapildi. Bu asamada ila¢ uygulanan kuyularin siipernatantlari, buz iizerinde tutulan 15
ml’lik falkonlara toplandi ve negatif kontrol kuyularinin siipernatanti uzaklastirildi.
Kuyulara 2 ml soguk PBS ilave edilip hiicreler %0,05 Tripsin- EDTA ile kaldirildi ve
ilgili falkonlara aktarildi. Siispansiyon +4 °C’de 1000 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 falkonlarin siipernatantlar1 uzaklastirildi ve pelet iizerine 250 pl lizis

tamponu eklenerek 10 sn vorteks yapildi. Vorteks yapildiktan sonra falkonda bulunan
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hacmin 0,6 kat1 kadar (yaklasik 180 pl) izopropanol eklendi. Kitin igerisinde yer alan
filtre tiipler, koleksiyon tiipler ile birlestiridi ve filtre tiiplerin i¢cine 100 ul aktivasyon
buffer pipetlendi. Daha sonra birlestirilen filtre tiipler ve koleksiyon tiipler 10000 g’de
30 saniye santrifiij edildi. Santrifiij sonunda koleksiyon tiiplerde biriken sivi
uzaklastirildi. Orneklerin bulundugu falkonlardan tiim hacim filtre tiiplere aktarildi ve
10.000 g’de 30 saniye santifiij edilip alta gecen siv1 uzaklagtirildi. Filtre tiiplere 500 pl
primer yikama soliisyonu pipetlendi ve 10000 g’de 30 saniye santrifiij edildi, santrifiij
sonunda koleksiyon tiiplerde biriken sivi uzaklastirildi. Daha sonra filtre tiiplere 500 ul
sekonder yikama soliisyonu pipetlendi ve 10.000 g’de 30 saniye santrifiij edildi. Son
olarak tiipler 10.000 g’de 2 dakika santrifiij edildi. Daha sonra filtreli tiipler kapakli
tiiplere yerlestirildi ve membranin tam iistiine 50 pl eliisyon buffer eklenerek 1 dakika
oda 1sisinda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda tiipte bulunan RNA ¢ozeltilerinin konsantrasyonlari 6l¢tildi.

2.2.8.5.izole Edilen RNA ’larin Kontrolii

Izolasyonu gergeklestirilen RNA’larn kalitesi ve miktarlari Nanodrop™ cihaz ile
Ol¢iildii. RNA orneklerinden 2 pl alindi ve suya karsi kor alinan cihaz ile dlgtimler

yapildi. RNA miktarlar1 50 ng/ul ile 600 ng/ul arasinda bulundu.

2.2.8.6. cDNA Sentezinin Yapilmasi

Elde edilen total RNA ornekleri, SCRITPT ¢cDNA Sentez Kiti (Jena Bioscience) ile
cDNA'ya ¢evrildi. Cevrim i¢in, kullanilacak RNA o6rnek sayisindan 1 6rnek fazla
olacak sekilde “1 ¢evrim” siitunundaki hacimler (RNA hari¢) bu say1 ile ¢arpilarak bir
karisim (cDNA Sentez karisimi) hazirlandi (Cizelge 1).
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Cizelge 1. cDNA Sentez Karisim1 Hazirlanisi

Bilesen Stok Final 1 ¢evrim (20 pL)
Konsantrasyonu Konsantrasyon
RNaz-free su - - 20 ul’ye tamamla
RNA - Total RNA: 10 pg-
Sug
x ul
Ya da mRNA: 10
pg-500 ng
Primer 100 uM Oligo-dT: 0,1-0,2 pul
500 pmol (300 ng)| 0,5 ul
Hexamer: 0,5 ul
50 pmol (300 ng)
SCRIPT ) 1x 4 ul
R
T
dNTP Karisimi 10 mM (her biri) 500 uM (her biri) 1 ul
DTT Stok Cozeltisi | 100 mM 5 mM 1 ul
RNaz inhibitor 40 tinite/pl 40 tinite 1 ul
SCRIPT 200 tinite/pl 100 tinite 0,5 ul
Revers

Bu karisim buz iizerinde Etiketli PCR tiiplerine esit sekilde dagitildi ve son olarak da
RNA konsantrasyonlar1 esit olacak sekilde pipetlendi. Reaksiyonun gergeklesmesi igin

tiipler, 42 °C°de 10 dakika sicaklik déngii cihazinda inkiibe edildi. Reverse transkriptaz

enzimini inaktive etmek igin tiip, 50 °C’de 60 dakika sicaklik dongii cihazinda inkiibe

edildi. Inkiibasyon sonunda, reaksiyonu durdurmak igin tiipler hizli bir sekilde buz
iizerine alind1 ve es zamanli PCR analizi i¢in kullanilmak iizere -20 °C’de saklandi.
2.2.8.7. Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizinin Yapilmasi

Literatiir arastirmalar1 sonucunda apoptozis (FAS, TNFRSF10B, TNFRSF10A, HRK),
nekroptozis (PARP1, RIPKI1) ve otofaji (ATG3, ATGS, BECN) ile iliskili sinyal

yolaklarinda etkili olan 6nemli genler belirlendi. Bu genlerin primerleri kullanilarak
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gPCR master karisim1 hazirlandi (Cizelge 2).

Cizelge 2. gPCR Master Karisim1’in Hazirlanisi

20 nl 180 pl mix i¢in (8 gen i¢in +1| Final
Bilesen ]
mix fazla 6rnek; 9 6rnek) konsantrasyon
gPCR Green-
) 10 pl 90 ul 1x
Master with UNG
Primer (Forward) 0,6 ul 5,4 ul 300 nM
Primer (Reverse) 0,6 ul 5,4 ul 300 nM
PCR-Grade Su 7,3 ul 65,7 ul -
Toplam Mix 18,5 ul 166,5 ul -

Hazirlanan bu karisimdan 18,5ul PCR platelerinin 6rnek kuyucuklarina dagitildi.
Uzerlerine ¢cDNA’lardan 1,5ul pipetlendi. Plate LightCycler 480 (Roche) cihazina
yerlestirildi. Asagida verilen program ayarlanarak PCR tamamlandi. Sonuglar 274¢T

metodu kullanilarak LightCycler Software 4.0 ile degerlendirildi.

1 siklus 50°C°de 2 dakika
45 siklus 95°C’de 15 saniye
52°C’de 20 saniye
72°C°de 30 saniye
95°C’de 1 dakika
55°C’de 30 saniye
95°C’de 30 saniye
1 siklus (Cooling)  40°C’de 2 dakika

1 siklus (Melting

Curve)

2.2.9. istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizler SPSS 23.0 bilgisayar paket programi kullanilarak yapildi.
Yiizde canlilik degerleri tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak hesaplandi. 3
tekrarli yapilan tiim analizlerin sonuglar1 ortalama ve standart sapma ile verildi.
Istatistiksel olarak anlamli veriler p<0,05 degerine gore belirlendi. IC50 degerleri

Microsoft Excel yazilimi kullanilarak hesapland.
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3. BULGULAR

3.1. MTT Canhilik Testi Bulgulari

SM bilesiginin 1:10 oraninda seri olarak diliie edilerek hazirlanan ii¢c farkli
konsantrasyonunun T-47D, MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicre soylarinin
canlilig1 lizerine olan etkisini belirlemek i¢cin MTT canlilik testleri yapildi. Hiicre
soylarma 24 ve 48 saat siire ile soz konusu bilesikler uygulandiginda ortaya cikan
sonuclar Sekil 3.1°de gosterildi. MCF-7 ve MDA- MB-231 hiicre soyularinda SM
tedavi uygulamasini takiben gergeklestirilen 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonucunda 10
ve 100 uM dozlarinda istatistiksel olarak anlamli azalmalar goriildii (p<0,05). Buna
karsin, T-47D hiicre soyunda uygulanan 24 ve 48 saatlik tedavi sonrasi 10 puM
dozundaki anlamli bir azalma olmazken 100 uM dozundaki azalmanin istatistiksel

olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05) (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Soloksolon metil (SM) bilesigi ile muamele edilen MCF-7, MDA-
MB-231 ve T-47D hiicrelerinin MTT canlilik testi sonucuna gore ylizde canlilik

grafikleri. Her bir veri noktast 2 bagimsiz deneyin ve ortalamasini
gostermektedir.

*Ayn1 zaman periyodu icinde kontrole goére farkli dozlar karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamliligi (p<0,05) ifade etmektedir.

Bunun yaninda elde edilen verilere dayanarak belirlenen 1C50 (hiicrelerin %50’sini

oldiiren doz) ve IC70 (hiicrelerin %70’ini o6ldiiren doz) dozlart Cizelge 3.’te

gosterilmistir.
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Cizelge 3. MCF-7, MDA-MB-231 ve T-47D hiicre soylarinin MTT canlilik testine gore
hesaplanan IC50 ve IC70 degerleri (IC50: Hiicrelerin %50’sini 6ldiiren doz, IC70:
Hiicrelerin %70’ini 6ldiiren doz)

Doz ( uM) MCF-7 MDA-MB-231 T47D 24 saat
IC50 91,91 uM 40,27 uM 83,89 um
MCF-7 MDA-MB-231 T47D 48 saat
IC50 68,27 uM 25,79 uM 74,61 uM
24 saat
IC70 >100 puM 73,31 uM >100 uM
48 saat
IC70 >100 uM 64,42 uM >100 uM

3.2. ATP Canlilik Testi Bulgular:

SM bilesiginin 1:10 oraninda diliie edilerek hazirlanan {i¢ farkli konsantrasyonunun T-
47D, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre soylari lizerine olan etkisini belirlemek i¢in ATP
canlilik testi yapildi. Hiicre soylar1 24 ve 48 saat silire ile s6z konusu bilesik
uygulandiginda ortaya c¢ikan sonucglar Sekil 3.2°de gosterildi. SM bilesiginin,
konsantrasyonundaki artiglara bagli olarak uygulandig: hiicre soylarinda, hiicre i¢i ATP
miktarinda azalmalara neden oldugu goézlendi. T-47D, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre
soylarinda, SM uygulanmasi sonucu, ATP canlilik testi ile elde edilen verilere gore

hesaplanan IC50 degerleri ise Cizelge 4’de verilmistir.

Sonug olarak, SM’in 100 pM konsantrasyonunun biitiin hiicre soylari iizerinde 24 ve 48
saatlik uygulamalarda hiicre biiylimelerini istatistiksel olarak anlamli azalttig1 belirlendi
(p<0,05). Ayrica MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda 10 upM
konsantrasyonunda da hem 24 hem 48 saatlik tedavilerde de hiicre canliligini
istatistiksel olarak anlamli azalttifi bulundu (p<0,05). Buna karsihk T-47D
hiicrelerinde ATP sonuglarimiza gore, 24 saatlik tedavi sonrasinda sadece 100 pM
dozunda hiicre canliliginda anlamli azalma gézlenirken, 48 saat sonrasinda hem 10 hem

de 100 uM dozlarinda anlamli azalmalar belirlendi (p<0,05) (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Soloksolon metil (SM) bilesigi ile muamele edilen MCF-7, MDA-
MB-231 ve T-47D hiicrelerinin ATP canlilik testi sonucuna gore yiizde canlilik
grafikleri. Her bir veri noktas1 2 bagimsiz deneyin ortalamasini géstermektedir.
*Ayn1 zaman periyodu icinde kontrole gore farkli dozlar karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamlilig1 (p<0,05) ifade etmektedir.
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Cizelge 4. MCF-7, MDA-MB-231 ve T-47D hiicre soylarinin ATP canlilik testine gore
hesaplanan IC50 ve IC70 degerleri (IC50: Hiicrelerin %50’sini 6ldiiren doz, IC70:
Hiicrelerin %70’ini 6ldiiren doz)

ATP
Doz ( pM) MCF-7 MDA-MB-231 T47D 24 saat
IC50 11,67 uM 6,83 uM 49,65 puM
MCF-7 MDA-MB-231 T47D 48 saat
IC50 4,22 uM 5,97 uM 6,18 uM
24 saat
IC70 50,51 uM 9,23 uM 72,33 uM
48 saat
IC70 7,83 uM 8,03 uM 8,59 uM

3.3. Hoechst 33342 ve Propidyum Iyodiir (PI) ikili Boyama Yontemi Bulgular:

Hiicre 6liim modunu arastirmak amaciyla floresan boyama yontemi uygulandi. Hoechst
33342 dsDNA’ya baglaninca mavi floresans verilen bir niikleik asit bir boyadir.
Propidyum iyodiir (PI), sadece membran hasarli hiicrelere girebilen, dolayisiyla tiim 6li
hiicreleri (primer nekrotik veya gec apoptotik/sekonder nekrotik) boyayabilen kirmizi
floresan niikleik asit boyasidir. Apoptotik hiicrelerde; niikleusun normal hiicrelere gore
daha kiiclik olma 6zelligi aranirken, nekrotik hiicrelerde niikleusun normal hiicrelerden

biraz daha biiyiik olmas1 ve daha az boya almasi 6zelligi arandi.

Bu amagla, T-47D, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre soylarina SM bilesiginin 10 uM
konsantrasyonlar1 uygulandi. S6z konusu bilesigin 24 ve 48 saat uygulamasini takiben
ikili boyama yontemi uygulanarak floresan mikroskopta degerlendirme yapildi. Ayrica

hiicrelerin faz/kontrast goriintiileri de incelendi (Sekil 3.3-Sekil 3.11).

MCF-7 hiicrelerine 10 uM SM uygulanmasini takiben yapilan 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon sonrasinda floresans mikroskopta cekilen Sekil 3.3, Sekil 3.4 ve Sekil
3.5°deki goriintiilere gore, 24 ve 48 saatlik tedavilerde kontrol hiicreleriyle
kiyaslandiginda gozlenen niikleer fragmentasyon ve/veya piknozis, ayni bolgeler icin
PI ile yapilan boyama sonucunda negatif goriildiigiinden apoptozisin erken asamasi
oldugu goriildii. Ayrica 72 saatlik muamelesi sonucu gozlenen niikleer fragmentasyon

ve/veya piknozisin oldugu bolgelerde Pl ile yapilan boyamalarda pozitif goriildiigii igin
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gec apoptozis (Sekonder nekrozis) olabilecegi gozlendi.

MCF-7 24 saat

Kontrol SM 10 uM }

Sekil 3.3. Hoechst 33342 ve Propidyum lIyodiir (PI) ile MCF-7 hiicrelerinin 10
uM Soloksolon metil (SM) ile 24 saatlik muamele sonrasindaki floresans
mikroskobi ve faz/kontrast goriintiileri (Ilk sira faz/kontrast goriintiileri, ikinci
sira mavi boyanmis hiicreler Hoechst 33342 pozitif, lg¢iincii sira kirmizi
boyanmis hiicreler PI pozitif hiicreleri gdstermektedir).

— Apotozisi gostergesi olan piknotik niikleuslar1 gostermektedir.
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MCF-7 48 saat

Kontrol SM 10 uM l

Sekil 3.4. Hoechst 33342 ve Propidyum lIyodiir (PI) ile MCF-7 hiicrelerinin 10
puM Soloksolon metil (SM) ile 48 saatlik muamele sonrasindaki floresans
mikroskobi ve faz/kontrast goriintiileri (Ilk sira faz/kontrast goriintiileri, ikinci
sira mavi boyanmis hiicreler Hoechst 33342 pozitif, {iglincli sira kirmizi
boyanmis hiicreler PI pozitif hiicreleri gdstermektedir).

— Apotozisi gostergesi olan piknotik niikleuslar1 gostermektedir.
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MCF-7 72 saat

[ Kontrol SM 10 uM

Sekil 3.5. Hoechst 33342 ve Propidyum Iyodiir (PI) ile MCF-7 hiicrelerinin 10
uM Soloksolon metil (SM) ile 72 saatlik muamele sonrasindaki floresans
mikroskobi ve faz/kontrast goriintiileri (ilk sira faz/kontrast goriintiileri, ikinci
sira mavi boyanmis hiicreler Hoechst 33342 pozitif, {cilincii sira kirmizi
boyanmis hiicreler PI pozitif hiicreleri gostermektedir).

— Apotozisi gostergesi olan piknotik niikleuslar1 gostermektedir.

MDA-MB-231 hiicrelerine 10 uM SM uygulanmasini takiben yapilan 24, 48 ve 72
saatlik inkiibasyon sonrasinda floresans mikroskopta ¢ekilen Sekil 3.6, Sekil 3.7 ve
Sekil 3.8’deki goriintiilere gore, SM ile 24, 48 ve 72 saatlik uygulama sonucunda,
kontrol hiicreleriyle kiyaslandiginda gbzlenen niikleer fragmentasyon ve/veya piknozis,
ayni bolgeler i¢in PI ile yapilan boyama sonucunda pozitif goriildiigiinden geg

apoptozis (sekonder nekrozis) olabilecegi gézlendi.
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MDA-MB-231 24 saat

Kontrol SM 10 uM |

Sekil 3.6. Hoechst 33342 ve Propidyum Iyodiir (PI) ile MDA-MB-231
hiicrelerinin 10 uM Soloksolon metil (SM) ile 24 saatlik muamele sonrasindaki
floresans mikroskobi ve faz/kontrast goriintiileri (ilk sira faz/kontrast goriintiileri,
ikinci sira mavi boyanmis hiicreler Hoechst 33342 pozitif, tiglincii sira kirmizi
boyanmuis hiicreler PI pozitif hiicreleri gostermektedir).

— Apotozisi gostergesi olan piknotik niikleuslar1 gostermektedir.
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MDA-MB-231 48 saat

Kontrol SM 10 uM

Sekil 3.7. Hoechst 33342 ve Propidyum Iyodiir (PI) ile MDA-MB-231
hiicrelerinin 10 uM Soloksolon metil (SM) ile 48 saatlik muamele sonrasindaki
floresans mikroskobi ve faz/kontrast goriintiileri (Ilk sira faz/kontrast goriintiileri,
ikinci sira mavi boyanmis hiicreler Hoechst 33342 pozitif, tiglincii sira kirmizi
boyanmuis hiicreler PI pozitif hiicreleri gdstermektedir).

— Apotozisi gostergesi olan piknotik niikleuslar1 gostermektedir.

69



MDA-MB-231 72 saat

( Kontrol SM 10 uM

Sekil 3.8. Hoechst 33342 ve Propidyum Iyodiir (PI) ile MDA-MB-231
hiicrelerinin 10 uM Soloksolon metil (SM) ile 72 saatlik muamele sonrasindaki
floresans mikroskobi ve faz/kontrast goriintiileri (Ilk sira faz/kontrast goriintiileri,
ikinci sira mavi boyanmis hiicreler Hoechst 33342 pozitif, tiglincii sira kirmizi
boyanmis hiicreler PI pozitif hiicreleri gostermektedir).

— Apotozisi gostergesi olan piknotik niikleuslar: gostermektedir.

T-47D hiicrelerine 10 pM SM uygulanmasini takiben yapilan 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon sonrasinda floresans mikroskopta ¢ekilen Sekil 3.9, Sekil 3.10 ve Sekil
3.11°deki goriintiilere gore, SM ile 24 ve 48 saatlik uygulama sonucunda, kontrol
hiicreleriyle kiyaslandiginda gozlenen niikleer fragmentasyon ve/veya piknozis, ayni
bolgeler icin PI ile yapilan boyama sonucunda negatif goriildiigiinden apoptozisin erken
asamast oldugu goriildii. Ayrica 72 saatlik muamelesi sonucu goézlenen niikleer
fragmentasyon ve/veya piknozisin oldugu bolgelerde PI ile yapilan boyamalarda pozitif

gorildiigii i¢in geg apoptozis (sekonder nekrozis) olabilecegi gézlendi.
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T-47D 24 saat

‘ Kontrol SM 10 pM

Sekil 3.9. Hoechst 33342 ve Propidyum Iyodiir (PI) ile T-47D hiicrelerinin 10
uM Soloksolon metil (SM) ile 24 saatlik muamele sonrasindaki floresans
mikroskobi ve faz/kontrast goriintiileri (ilk sira faz/kontrast goriintiileri, ikinci
sira mavi boyanmis hiicreler Hoechst 33342 pozitif, {cilincii sira kirmizi
boyanmis hiicreler PI pozitif hiicreleri gostermektedir).

— Apotozisi gostergesi olan piknotik niikleuslar1 gostermektedir.
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T-47D 48 saat

| Kontrol SM 10 uM

Sekil 3.10. Hoechst 33342 ve Propidyum lIyodiir (PI) ile T-47D hiicrelerinin 10
uM Soloksolon metil (SM) ile 48 saatlik muamele sonrasindaki floresans
mikroskobi ve faz/kontrast goriintiileri (ilk sira faz/kontrast goriintiileri, ikinci
sira mavi boyanmis hiicreler Hoechst 33342 pozitif, iiglincii sira kirmizi
boyanmus hiicreler PI pozitif hiicreleri gostermektedir).

— Apotozisi gostergesi olan piknotik niikleuslar1 gostermektedir.
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T-47D 72 saat

Kontrol SM 10 uM

Sekil 3.11. Hoechst 33342 ve Propidyum Iyodiir (PI) ile T-47D hiicrelerinin 10
puM Soloksolon metil (SM) ile 72 saatlik muamele sonrasindaki floresans
mikroskobi ve faz/kontrast goriintiileri (Ilk sira faz/kontrast goriintiileri, ikinci
sira mavi boyanmis hiicreler Hoechst 33342 pozitif, {iglincli sira kirmizi
boyanmuis hiicreler PI pozitif hiicreleri gdstermektedir).

— Apotozisi gostergesi olan piknotik niikleuslar1 gostermektedir.

3.4. M30 Antijen (Kaspazla Kirilmis Sitokeratin 18) Bulgular

SM’in 10 uM konsatrasyonunun hiicreler iizerinde sitotoksik aktivite gosterdigi
belirlendikten sonra hiicre soylarmin 6lim modunu arastirmak amaciyla apoptozise
0zgii bir belirteg olan kaspazla-kirilmig CK18 (M30) seviyelerine bakildi. M30-Antijen
Ol¢iimlerini degerlendirme amaciyla hazirlanan standart egri grafigi MCF-7, MDA-
MB- 231 ve T-47D hiicre soylar1 i¢in Sekil 3.12’te verilmistir. Olgiilen absorbanslar
standart egri grafigi yardimiyla belirlenen formiiller iizerinden degerlendirilerek M30

miktarlart U/L cinsinden hesaplandi (Sekil 3.13).
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Sekil 3.12. M30 (Kaspazla Kirilmis Sitokeratin 18) Standart Egri Grafigi

Sekil 3.13’te 10 uM SM’in 24 ve 48 saatlik muamelelerinin MCF-7 ve T-47D hiicre
soylan iizerinde kaspazla kirilmis sitokeratin 18 (M30 Antijen) lizerine olan etkisi
gosterilmektedir. Sadece T-47D hiicrelerinde SM’in artisa neden oldugu fakat buna
ragmen SM’in 10 uM dozunun MCF-7 hiicre soyunda herhangi bir degisim
yaratmadigl belirlenmistir. MDA-MB-231 hiicre soyunda sitokeratin 18 ekspresyonu

olmadigindan bu ¢aligmada kullanilamamustir.
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Sekil 3.13. M30 (Kaspazla Kirilmis Sitokeratin 18) bulgulari. 10 uM Soloksolon
metil (SM) muamelelerinin 24 ve 48 saatte T-47D, MDA-MB-231 ve MCF-7
hiicre soylarinda, apoptozis belirteglerinden biri olan kaspazla-kirilmig sitokeratin
18 (M30) tlizerine olan etkisi gosterilmektedir.

3.5. Western Blot Bulgular:

T-47D, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri %70-80 doluluk oranina ulastiklarinda
SM’in ATP canlilik testi sonucuna gore hesaplanan IC70 dozu olarak belirlenen dozlar
uyguland1 (Cizelge 4) ve 24 saat sonunda protein izolasyonu asamasina gecildi. Elde
edilen lizatlardan protein konsantrasyonlarini belirlemek iizere BSA kullanilarak bir
standart bir standart egri grafigi hazirlandi (Sekil 3.14). Orneklerin protein

konsantrasyonlar1 bu grafikten elde edilen formiil yardimiyla hesaplandi (Cizelge 5).
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Sekil 3.14. BSA standart egri grafigi

Cizelge 5. BSA sonuclarina gore hesaplanan 6rneklerin protein konsantrasyonlari

(mg/ml)
Ornekler Konsantrasyon (mg/ml)

MCF-7 Kontrol 1,9
MCF-7 SM (7,83 pM) 2,2
MDA-MB-231 Kontrol 2,1
MDA-MB-231SM (8,03 puM) 2,9
T47D Kontol 1,7
T47D SM (8,59 pM) 2,7
Pozitif Kontrol MCF-7 2,1
Doksorubisin

Western blot analizi, 20 pg protein lizat1 ve kontrol olarak da anti-GAPDH antikorlari
kullanilarak yapildi. PARP kirilmasimi goérebilmek amaciyla 4,39 uM Doksorubisin

pozitif kontrol olarak MCF-7 hiicrelerine uygulandi.

MCF-7 hiicre soyunda, Sekil 3.15 ve Sekil 3.16’de goriilen western blot sonuglarina
gore, apoptozis belirteci olarak incelenen kirilmis PARP’in ekpresyon diizeyinde

kontrole gore artis goriilmektedir. Bunun yaninda yine apoptotik bir belirteg olan
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kirilmig kaspaz-8 diizeyinde artis gbézlenmezken, inaktif form olan pro-kaspaz-8’de
azalma goriilmektedir. Buna karsin, incelenen diger apoptotik belirtegler olan kirilmis
kaspaz-3’te ve ER stres belirtegleri olarak incelenen IRE1-a ve CHOP diizeylerinde

belirgin bir degisiklik goriillmemistir.

MDA-MB-231 hiicre soyunda, Sekil 3.15 ve Sekil 3.16’de goriilen western blot
sonuglarina gore, apoptozis belirteci olarak incelenen kirilmig PARP, kirilmis kaspaz-8
ve kirilmis kaspaz-3 diizeyleri kontrolle kiyaslandiginda belirgin artiglar goriilmiistiir.
Ayrica, ER stres belirteci olan IRE1-a, BIP ve CHOP protein ifade diizeylerinde de
artislar belirgindir.

T-47D hiicre soyunda, Sekil 3.15 ve Sekil 3.16’de gosterilen western blot sonuglarina
gore, protein ifade diizeyindeki artma ve azalmalar, referans protein olarak kullanilan
GAPDH bantlar1 esit diizeyde belirlenemediginden dolay: belirgin bir artis veya azalis

olarak degerlendirilemedi.

MCF-7 MDA-MB-231 T-47D

r 1
K T K T K T PK

et —
—--—

CHOP E . ﬁu‘

GAPDH > -_~

Sekil 3.15. ER stres belirleyici IRE1-0, Bip ve CHOP antikorlar1 ile yapilan
western blot sonucu bant profilleri (K:kontrol, T: tedavi; Soloksolon metil’in
IC70 dozlan, PK: pozitif kontrol; 4,39 uM Doksorubisin)
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Sekil 3.16. Anti-GAPDH ve apoptoz belirleyici PARP, Kaspaz-8, Kaspaz3
antikorlar1 ile yapilan western blot sonucu bant profilleri (K:kontrol, T: tedavi;
Soloksolon metil’in IC70 dozlari, PK: pozitif kontrol; 4,39 uM Doksorubisin)

3.6. Genlerin Ekspresyon Profilleri

PCR analizlerinde gen ekspresyonlarinda 1,5 ve istii degerler anlamli kabul edilerek
yorumlanmistir. T-47D, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre soylarinda daha 6nce yapilmis
olan sitotoksite caligmalarinda ATP yontemiyle 48 saat i¢in belirlenen 1C70 dozlar
(hiicrelerin %70’ini 6ldiiren doz) T-47D igin 8,59; MDA-MB-231 igin 8,03; MCF-7
icin 7,83 olarak belirlenmistir (Cizelge 4). S6z konusu ii¢ hiicre soyu icin gen
ekspresyon profillerini belirlemek amaciyla IC70 dozlarn kullanilmistir. SM
muamelesinin, bazi hiicre 6liim genlerinin (ATG3, ATGS, BECNI1, TNFRSF10A,
TNFRSF10B, FAS, HRK, MLKL, RIPK, PARP1) ekspresyonlar {izerine olan etkisine
bakildi.

Gen ekspresyon analizi sonuclarina gore, hazirlanan kontrole gore katlik artis
grafiginde 1,5 ve tlizerindeki degerler anlamli olarak kabul edilen artiglara gére; MCF-7
ve MDA- MB-231 hiicrelerinin SM ile 24 saatlik tedavi sonunda TNFRSF10B (pro-
apoptotik) gen ekspresyonunda her iki hiicre soyunda da artis gozlendi. Ayrica MCF-7
hiicrelerinde HRK  (pro-apoptotik), MLKL (nekrotik), RIPK (nekrotik) gen
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ekspreyonlarinda da anlamli artis bulundu. (Sekil 3.17).

Bununla birlikte, her iki hiicre soyunun SM ile 48 saatlik tedavisi sonucunda; MDA-
MB-231 hiicrelerinde BECN1 (otofajik) ve HRK (apoptotik) gen ekspresyonlarinin ve
MCF-7 hiicrelerinde de MLKL, PARP (apoptotik) ve RIPK (nekrotik) gen
ekspresyonlarinin azaldigi “downregiile” oldugu goriilmiistiir. Bunun yaninda MCF-7
hiicrelerinde TNFRSF10B gen ekspresyonunda artig goriilmiis fakat standart sapma

yiiksek oldugundan anlamli kabul edilmemistir.
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Sekil 3.17. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinin ATP y0ntemine gore
belirlenen Soloksolon metil bilesiginin IC70 dozlariyla 24 ve 48 saatlik tedavisi
sonrast goriilen gen ekspresyon profillerinde es zamanli PCR yontemiyle
belirlenen degisimler. A. 24 saatlik tedavi sonrasi gen ekspresyonlarindaki
degisim, B. 48 saatlik tedavi sonras1 gen ekspresyonlarindaki degisimler
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4. SONUC VE TARTISMA

Meme kanseri, tiim diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirii olup tiim
kanser 6liimleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Meme kanseri tedavisinde cerrahi
girisim ve radyoterapinin yani sira kemoterapi de 6nemli yer tutmaktadir. Son yillarda
modern kemoterapi semalar1 gelistirilmesine ragmen tatmin edici bir basar1 elde
edilememistir. Gliniimiizde kullanilan kemoterapdtik ajanlarin %60°lik biiyiik bir
kismin1 dogal kaynaklardan koken alan antikanser ajanlari olusturmaktadir (Newman
ve ark. 2003, Cragg ve Newman 2005). Baz1 bitkisel kokenli bilesiklerin biyolojik

aktivitelerini arttirmak i¢in yar1 sentetik tlirevleri gelistirilmektedir.

Bu tez calismasinda yukaridaki bilgiler 1s1ginda Rusya Bilim Akademisi, Kimyasal
Biyoloji ve Temel Bilimler Enstitiisii’nde sentezlenen, GA’nin yar1 sentetik bir tlirevi
olan SM bilesiginin sitotoksik ve apoptotik etkileri insan meme kanseri hiicre
soylarinda (MCF-7, MDA-MB-231 ve T-47D) arastirilmistir. SM, GA’nin
modifikasyonuyla elde edilmis, sentezi ve son iriiniin fizikokimyasal karakteristigi
tanimlanmis olup, HuTu80 (insan duedonum karsinoma), Hep2G (karaciger
hepatoseliiler karsinoma), MH-22 (fare hepatokarsinoma), KB (insan epidermal
karsinoma) ve J774 (fare makrofaj hiicreleri) iizerindeki yiiksek antiproliferatif ve
apoptotik etkileri gosterilmistir (Logashenko ve ark. 2011). Literatiirde SM ile iliskili
bagka bir calisma bulunmamaktadir. Bu a¢idan bakilacak olunursa, bu calisma, sz
konusu bilesigin meme kanseri hiicre soylar lizerinde sitotoksik aktiviteye yol agtigini

gosterecek ilk caligmadir.

SM’in MCF-7, MDA-MB-231 ve T-47D hiicre soylar1 soylar1 {izerine olas1 baskilayici,
sitotoksik, apoptotik etkilerini belirleyebilmek icin MTT ve ATP canlilik testi
yontemleri kullanilmigtir. MTT canlilik testinin sonuglarina gore, belirtilen hiicre
soylarinda kontrasyon artisina bagli olarak canlilik yilizdelerinde anlamli azalmalar
bulunmustur (p<0,05). MTT yontemi esas alinarak 24 saatlik tedavi sonucu hesaplanan
IC50 degerleri MCF-7 hiicre soyu i¢in 91,91 uM, MDA-MB-231 hiicre soyu i¢in 40,27
uM ve T-47D hiicre soyu i¢in 83,89 uM; 48 saatlik tedavi sonucu hesaplanan 1C50
degerleri MCF-7 hiicre soyu i¢in 68,27 uM, MDA-MB-231 hiicre soyu i¢in 25,79 uM
ve T-47D hiicre soyu icin 74,61 uM olarak hesaplanmistir. Burada hiicre soylari

arasindaki IC50 dozu farkhiliklarinin, hiicre soylar1 arasindaki farkliliklardan
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kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Hem MTT canlilik testini dogrulamak, hem de daha hassas ve giivenilir olmasindan
dolay1r, ATP canlilik testi yontemi yapilmistir. ATP yOnteminin sonuglarina gore,
uygulanan dozlardaki konsantrasyon artiglartyla paralel olarak hiicre i¢i ATP
miktarinda azalmalar oldugu goriilmiistiir. Bu yontem esas alinarak 24 saatlik tedavi
i¢in hesaplanan IC50 degerleri MCF-7 hiicre soyu i¢in 11,67 uM, MDA-MB-231 hiicre
soyu i¢in 6,83 uM, T-47D hiicre soyu i¢in 49,65 uM olarak; 48 saat i¢cin hesaplanan
IC50 degerleri ise MCF-7 hiicre soyu i¢in 4,22 uM, MDA-MB-231 hiicre Soyu i¢in
5,97 uM ve T-47D hiicre soyu i¢in 6,18 uM olarak hesaplanmigtir. ATP canlilik
testinde uygulanan ajanin hiicre canlilig1 iizerinde olan etkisi belirlenirken hiicre i¢in
ATP miktari, MTT testinde ise dehidrogenaz aktivitesine gore belirlenmektedir. Bu iki
canlilik testi de hiicredeki metabolik aktivitesi gostermekle birlikte, sonuglar
birbirinden farkli olabilmektedir. MTT canliliginda gosterilen hiicre canliliginin, ATP
testine gore gosterilen hiicre canliligindan yiiksek olmasi, hiicrelerin 6lmesine ragmen
dehidrogenaz iceriginin devam ettigini gostermektedir. Bu farklilik kullanilan ilacin
etki mekanizmasina bagl olarak (6rnegin; enerji kaynaklari, sinyal molekiilleri, DNA)
degismektedir (Ulukaya ve ark. 2008). Bu calismada daha hassas olan ATP

yonteminden elde edilen sonuglar esas alinarak devam edildi.

Literatiirde SM 1ile yapilan yapilan ¢alismaya bakildiginda, Logashenko ve ark. (2011)
yaptigi caligmada KB-3-1 hiicre soyunda SM ve diger ¢esitli GA ve tiirevlerinin
IC50 degerleri GA i¢in >10 uM ve GA’nin 6 farkl: tiirevinin 4°i igin >10 uM olarak
belirtilmis diger iki GA tiirevi icin ise 1,2 uM ve 0,3 uM olarak gosterilmistir. Ayrica
SM’nin IC50 degerleri KB-3-1 hiicreleri i¢in 0,3 uM, KB-8-5 hiicreleri i¢in 1,2 uM,
HeLa hiicreleri i¢in 1,3 uM ve SK-N-MC i¢in 0,8 uM olarak belirlenmistir. Bunun
yaninda Sharma ve ark. (2012) GA ile yaptig1 ¢aligmada MCF-7 hiicre soyu i¢in IC50
dozu >25 uM, MCF-10A hiicre soyu i¢in ise >200 uM olarak belirtilmistir. 2015
yilinda Basar ve ark. (2015) yaptig1 calismada, farkli cografi bolgelerden toplanan
Glycyrrhiza glabra bitkisinin kokiinden elde edilen ekstraktlarin sitotoksik etkileri
A549 (insan akciger kanser hiicresi), Hep2G (insan karaciger kanser hiicresi), HaCaT
(6liimsiiz insan keratinosit) hiicreleri lizerinde MTT testi ile arastirilmistir. Bu
caligmaya gore AS549 hiicreleri lizerinde ekstraktlardan 5 tanesinin IC50 degeri 250
pg/ml’den biiyiik oldugundan hesaplanamamis, 4 tanesinin ise 189,1 pg/ml, 205,6
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png/ml, 191,3 pg/ml ve 238,9 pg/ml olarak belirlenmistir. Hep2G hiicreleri i¢in sadece
bir tanesi 250 pg/ml’nin altinda bulunmus ve 248,5 pg/ml olarak hesaplanmistir. Bir
diger ¢alismada GA tiirevlerinin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre soylari
ve hTERT-RPEI insan saglikli retinal epitel hiicre soyunda 0,49-29,63 arasinda degisen
IC50 degerlerine sahip olduklarim1 gdstermislerdir (Li ve ark. 2016). Bu tez
calismasinda alinan IC50 degerlerinin literatiirde ¢alisilan farkli GA tiirevlerine oranla
oldukca diisiik oldugu ve SM’nin yliksek sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu

sOyleyebiliriz.

Calismanin bir sonraki adimi olarak 6lim modunu belirleyebilme adina floresans
boyalar olan Hoechst 33342 ve propidyum iyodiir kullanilarak ikili boyama yapildi ve
floresans  mikroskopla  gorilintiilendi. Aynt zamanda hiicre  morfolojisini
goriintiileyebilmek icin faz/kontrast mikroskopuyla hiicrelerin fotograflar1 ¢ekildi. PI
sadece hasarli hiicre membranindan hiicre i¢ine girebilen bir boya oldugu oldugundan
dolay1 tiim Oli hiicreleri boyamaktadir. Hoechst 33342 ise canli ve 0lii tiim hiicrelerin
dsDNA’smna baglanarak niikleus morfolojisini incelemeye olanak saglamaktadir.
Bununla birlikte faz/kontrast mikroskobu goriintiilerinde kontrol hiicreleriyle
kiyaslandiginda apoptotik hiicre morfolojisinin daha kiigiik ve biiziilmiis, nekrotik

hiicre morfolojisinin de daha biiyiik ve sismis olarak gozlemlenmesi gerekmektedir.

S6z konusu her li¢ hiicre soyunda da 24 ve 48 saatlik tedaviler i¢cin 10 uM SM
kullanildi. Buna gore, MCF-7 hiicre soyunda 24, 48 ve 72 saatlik 10 pM SM tedavisi
sonucunda faz/kontrast mikroskobu goriintiilerine gore her {i¢ zaman araliginda da
morfolojik olarak kiigiilme gozlendi. Ayrica 24 ve 48 saatlik tedaviler sonucu elde
edilen ikili boyama goriintiilerine gore ise, piknotik ve fragmente niikleusun oldugu
hiicrelerin ¢ogunlugunda PI pozitifligi gozlenmedigi i¢in erken apoptoz oldugu
sOylenebilir. Fakat 72 saatlik tedavi sonuglarina gore piknotik niikleusun gozlendigi
hiicrelerde ayn1 anda PI pozitifligi de gorildiigli i¢in ge¢ apoptoz/sekonder nekroz
oldugu diistintilmiistiir. MDA-MB-231 hiicre soyunda 24, 48 ve 72 saatlik 10 uM SM
tedavisi sonrasinda faz/kontrast mikroskobu goriintiilerine gore her ii¢ zaman araliginda
hiicre morfolojisinde kiiciilme goriilmiistiir. Hoechst 33342 ve PI ikili boyama
goriintiilerine gore 24 saatlik tedavi sonrasi piknotik niikleus goriilmiis fakat Pl

pozitifligi goriilmediginden erken donem apoptoz oldugu diisiiniilmiistiir. Bununla
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birlikte, 48 ve 72 saatlik tedavilerde hiicrelerin ¢ogunlugunda piknotik niikleus
gozlenen hiicrelerde ayni zamanda PI pozitifligi de goriildiiglinden geg
apoptoz/sekonder nekroz oldugu diisiiniilmiistiir. T-47D hiicre soyunda da diger hiicre
soylarinda oldugu gibi faz/kontrast mikroskop goriintiilerinde kiigiilmiis morfoloji
goriilmektedir. 24 ve 48 saat boyunca 10 uM SM ile yapilan tedavi sonucunda
gozlenen piknotik niikleuslarla birlikte PI negatifligi cogunluktadir, bu duruma gore bu
saat araliktaki etkilerin erken apoptoz oldugu diisiiniilmiistiir. Bunun yaninda 72 saatlik
tedavide piknotik niikleusla birlikte PI pozitifligi gosteren hiicrelerin gogunlukta oldugu
goriilmiis ve bunun sonucunda 10 pM SM’nin 72 saatlik tedavi sonucu gosterdigi
etkinin gec apoptotik/sekonder nekrotik oldugu disiiniilmiistiir. Yapilan literatiir
arastirmalarinda sadece SiHa insan uterus karsinoma hiicreleri tizerinde GA’nin etkisini
incelemek icin Hoechst 33342 boyamasi yapildig1 goriilmektedir (Lee ve ark. 2008).
Calismaya gore SiHa hiicrelerinde yapilan Hoechst 33342 boyama sonucunda
niikleusta apoptotik belirte¢ olarak kabul edilen kondensasyon ve fragmentasyon

saptanmistir.

Calismanin bir sonraki asamasinda, hiicrelerin 6liim modunu belirlemek amaciyla
apoptoz belirteci olan kaspazla kirilmis sitokeratin 18 (M30) diizeylerine bakilmistir.
MDA-MB-231 hiicrelerinde sitokeratin 18 seviyesi ¢ok diisiik oldugu i¢in bu ¢alismada
kullanilamamistir (Ulukaya 2011b). SM’in 10 uM dozu kullanilarak MCF-7 ve T-47D
hiicre soylarinda gergeklestirilen 24 ve 48 saatlik tedavi sonucunda hiicrelerin M30
diizeylerinde herhangi bir artisa neden olmadig1 gozlendi. Yapilan literatiir taramasi
sonucunda SM, GA veya GA tiirevleriyle yapilmis olan M30 c¢alismasi

bulunmamaktadir.

SM bilesigininin MCF-7, MDA-MB-231 ve T-47D hiicre soylarinda apoptotik protein
diizeylerinde yarattigi degisimleri incelemek icin western blot yontemi kullanildi. Bu
dogrultuda ATP canlilik testine gore hesaplanan IC70 (hiicrelerin %70’ini 6ldiiren doz)
her ii¢ hiicre soyuna 24 saat siireyle uygulandi. Western blot goriintiileme sonuglarina
gore MCF-7 hiicre soyunda kontrolle kiyaslandiginda 24 saatlik tedavi uygulanmis
hiicrelerde, apoptotik hiicrelerde goriilen kirilmig-PARP proteininde artis goriiliirken
kirilmamis PARP proteininde azalma goriilmiistiir. Apoptozis siirecinde PARP

proteininin kirilmasi ilk kez Kaufmann ve ark. tarafindan tanimlanmistir (Kaufmann
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1993). PARP proteini in vivo ortamda kaspaz-3 ve kazpaz-7’nin hedefi olarak
kirilabilirken, in vitro ortamda hemen hemen tiim kaspazlar tarafindan
kirilabilmektedir (Soldani ve Scovassi 2002). PARP proteini kirildiktan sonra 24
kDA’luk p24 N- terminal alt birimi ve 89 kDA’luk p89 C-terminal fragmentlerine
ayrilir. N-terminal bolgesinin DNA’ya giiclii bir sekilde baglanma kapasitesi, PARP
kirilana kadar aciga ¢cikmaz fakat PARP kaspazlar tarafindan kirildiktan sonra DNA’nin
uc kisimlarina geri doniisiimsiiz olarak baglanir (Smulson ve ark. 1998). Bu da poli
ADP-riboz sentezini inhibe eder ve bdylece Baz Ekzisyon Onarim mekanizmasi
tamamen ortadan kaldirilmig olur (D’ Amours ve ark. 2001). Diger bir yandan kirilmais-
PARP proteini apoptotik olmayan hiicrelerde de tespit edilebilir (Budihardjo ve ark.
1998). Bu sonuca goére MCF-7 hiicrelerinin apoptozis yoluyla 6ldiigi diistiniilmiistiir ve
bu sonucu dogrulamak i¢in sonrasinda gen ekspresyon analizi yapilmistir. Ayrica
literatiirde GA veya tiirevleriyle yapilan gen ekspresyonu analizleri bulunmamasindan
dolay1 ¢alisma sonucumuzu karsilastiracak veya desteleyecek bilgi bulunmamakta bu
acidan calismamiz gen ekspresyonlarina yonelik yapilmis olan ilk ¢alisma 6zelligini de

tasimaktadir.

Kaspazlar, zimojen olarak sitoplazmada bulunan ve aktif merkezlerinde sistein yer
aldigindan sistein proteazlar olarak adlandirilan bir grup enzimlerdir (Ulukaya 2003).
MCF-7 hiicrelerinde bir diger apoptotik protein olan kaspaz-8 seviyesi incelendiginde,
kaspaz-8’in inaktif formu olan pro-kaspaz-8 seviyesi, kontrol hiicreleriyle
kiyaslandiginda tedavi gruplarinda azaldigi gozlenmistir. Fakat bu azalmanin aktif
kaspaz-8 seviyesinde artisa yansimadigi goriilmiistiir. Pro-kaspaz seviyelerinde protein
diizeyinde goriilen azalmalarin, aktif forma yansimamasina ragmen yine de aktivite
kazanimi olarak yorumlanabilmektedir (Oral ve ark. 2015). Apoptosis siirecinde
kaspaz-8’in aktivasyonu i¢in, kaspaz- 8’in kofaktorii olan FADD (“ Fas-associated
protein with death domain”)’in DED (“death effector domain”) ile birlesmesi
gerekmektedir (Boldin ve ark. 1996, Muzio ve ark. 1996). Bu sekilde dissal yolaktan
gelen 6lim sinyallerini alan 6liim reseptorleri araciligiyla kaspaz-8 aktiflesmis olur
(kirilir, dimerize olur).Yani kaspaz-8’in aktiflesmesiyle digsal yolak iizerinden MCF-7
hiicrelerinin apoptoza gittigi diisiiniilmektedir. Yine MCF-7 hiicre soyunda ER stres
proteinleri olan IRE1-a, BIP ve CHOP seviyelerine bakilmis fakat herhangi bir artis

veya azalis goriilmemistir. Bu durumda MCF-7 hiicrelerinde gergeklesen apoptozun,
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ER stress mekanizmasiyla baglantili apoptozla herhangi bir iliskisi olmadigi
goriilmistiir. Literatiirde yapilan arastirmalar sonucu, SM ile yapilmis daha 6nceki
calismada Western blot calismasi yapilmadigi goriilmektedir. Bunun yaninda 2014
yilinda GA ve 2009 yilinda GA tiirevleriyle yapilmis ¢alismalardam Western blot
analizleri vardir (Jutooru ve ark. 2009, Zhu ve ark. 2015). Zhu ve arkadaslarinin GA ile
yaptig1 calismada, akciger kanseri hiicre soylarinda, ER stress belirtegleri olan
GRP78/Bip (“78 kDa glukose-regulated protein/Binding immunoglobulin”), PERK
(“protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase) ve ERP72 (“endoplasmic
reticulum protein 72”) proteinleri incelenmis ve GA ile tedavi sonucunda bu
proteinlerde artislar goriilmekle birlikte hiicrelerin G1 fazinda tutuldugu gortilmiistiir
(Zhu ve ark. 2015). 2009 yilinda Jutooru ve arkadaslar1 arafindan yapilan ¢alismada ise,
GA tiirevleriyle yapilan tedaviler sonucu pankreas kanseri hiicrelerinde apoptotik bir
belirteg olan kirilmig PARP proteinin seviyesinde artis saptanmistir (Jutooru ve ark.
2009).

MDA-MB-231 hiicre soyu SM ile 24 saatlik tedaviden sonra incelenen protein
seviyelerinde bakildiginda kirilmis PARP seviyesinde belirgin bir artig goriilmektedir.
Ayrica aktif kaspaz-3 ve aktif kaspaz-8 seviyelerinde de artis goriilmektedir.
Hiicre disindan gelen 6liim sinyallerinin, hiicre yilizey 6liim reseptorlerini aktiflestirdigi
kaspaz-8 iizerinden ilerleyen digsal apoptotik yolakta, aktiflesen kaspaz-8 direkt olarak
kaspaz-3’iin aktivasyonuna neden olabilir. Diger bir yandan aktif kaspaz-8, Bcl-2 pro-
apoptotik protein ailesi liyelerinden olan Bid’i de kirabilir. Kaspaz-8 Fas o6liim
reseptoriiyle aktive olabilmektedir (Thornberry ve Lazebnik 1998). Ayrica hem kaspaz-
8 hem de Bid’in aktivasyonu, diger hiicre yiizey reseptorleri olan TNF ve TRAIL
tarafindan gerceklestirilebilir (Ulukaya 2003). Bunun sonucu olarak kaspaz-3
aktivasyonu hem direk olarak kaspaz-8 tarafindan hem de Bid’in aktivasyonu sonucu
mitokondriyal/igsel yolak {izerinden ger¢eklesmis olabilir. Yani, 7,83 uM (ATP testine
gore belirlenen IC70 dozu) SM ile yapilan 24 saatlik tedavi sonucunda apoptozun digsal

yolak tizerinden indiiklenmis oldugu diisiiniilmektedir.

MDA-MB-231 hiicrelerinde 8,03 uM SM ile 24 saatlik tedavi sonucunda, ER stresiyle
iliskili olan IRE1-a, Bip, CHOP proteinlerinde de atislar goriilmiistiir. ER’de bulunan

ATF-6 proteini, ER liimen kisminda bulunan C-terminal kisminda strese duyarli bolge,
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sitoplazmaya bakan kisminda da lizin igeren N-terminal bdlgesi vardir ve
transkripsiyon faktorii gibi davranir (Numazawa ve ark. 2008). GRP78/Bip, stres
olmayan kosullarda ATF-6 ve IRE1-a’ya bagli olarak bulunur. Stres durumlarinda ise
GRP/Bip’in ATF-6 ve ve IREl-a’dan ayrilmasi ile ATF-6’nin stoplazmik bolgesi
niikleusa gecerek transkripsiyonu baglatir, ayn1 zamanda IRE1-a dimerize olmasi ve
otofosforilasyonlanmasiyla birlikte aktivite kazanir (Zhang ve ark. 2004, Scheuner ve
ark. 2008). ER’de katlanmamis protein cevabi1 (UPR: “unfolded protein response”)
IRE1-a kolu evrim siirecinde en iyi korunmus ve molekiiler anlamda UPR sinyal aginin
bulunan ilk sinyal koludur (Schréder ve Kaufman 2005, Marciniak ve Ron 2006).
IREl-o’nin kinaz domaininin aktivasyonu, JNK sinyal yolunun aktivayonuna neden
olur (Malhotra ve Kaufman 2007, Urano ve ark. 2000). Ozet olarak hiicrelerin stresle
basa cikamadigi durumlarda IREl-o gibi ER membraninda bulunan reseptorler
apoptozisi tetikleyebilirler. MDA-MB-231 hiicrelerinde arttigi goriillen ER stres
molekiilleri olan IRE1-0 (Iwawaki ve ark., 2001; Chen and Brandizzi, 2013), CHOP
(Oyadomari and Mori 2004) ve GRP78/Bip (Gupta ve ark. 2006, Szegezdi ve ark.
2003) fakat ER stresiyle indiiklenen apotoziste rol aldigi bilinmektedir. Bu molekiiller
g6z Oniine alindiginda IRE1-o ve GRP78/Bip, TRAF2 iizerinden JNK sinyalizasyon
yolagi {lizerinden apopozis yoluna  gittigi  diisliniilmistir. CHOP (“C/EBP
homologous protein”) ER  stresiyle indiiklenen apoptosis yolaginda tanimlanan ilk
proteindir (Kim ve ark. 2008, Oyadomari ve ark. 2004). Diisiik ER stresi kosullarinda
hiicrede CHOP seviyesi diisliktiir fakat, ER stresi arttigi zaman IRE1-a , PERK ve
ATF-6 araciligiyla CHOP seviyesinin artis1 indiiklenir (Nishitoh 2012). CHOP
proteinindeki ekspresyonun artiginin bir ¢ok hiicre soyunda apoptozun indiiklenmesine
yol actig1 gibi CHOP proteininden yoksun olan hiicrelerde apoptoza direng belirtilmistir
(Kim ve ark. 2008, Oyadomari ve ark. 2004). Zhu ve ark. (2015) A549 ve H460 akciger
hiicre soylar1 lizerinde GA’nin ER stresi ile iligskili olan proteinlerden GRP78/Bip,
PERK, ERP72 incelenmis ve bu proteinlerde goriilen artislardan dolart GA’nin ER
stresine yol actig1 belirlenmistir. Yine ayni calismada hiicre siklus proteinleri
incelenmis ve ER stresinin hiicrelerin G1/S fazinda tutulmaya neden oldugu
gosterilmistir.  Yapilan farkli g¢alismlarda farkli ajanlar etkisiyle MDA-MB-231
hiicrelerinde ER stresiyle indiiklenen apoptozis gdsterilmistir. Ornegin, Park ve ark.

(2010) tarafindan yapilan c¢aligmada y- Tokotrienol ile tedavi edilen MDA-MB-231
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hiicrelerinde CHOP ve GRP78/Bip proteinlerinde belirgin artiglar gosterilmistir. Bir
diger calismada kapsaisin ile tedavi edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde CHOP ve
IRE1-a proteinlerinde belirgin artiglar goriilmiis, kaspaz-7’nin de gosterilmesiyle
birlikte ER stresi aracili apoptozis oldugu sonucuna varilmistir (Choi ve ark. 2010). a-
TEA ajami ile tedavi edilen hiicrelerinde PARP kirilmasiyla birlikte, CHOP ve
GRO78/Bip artig1 da goriilmiis ve boylelikle MDA-MB-231 hiicre soyunda ER stresi

aracili apoptoz oldugu belirlenmistir (Tiwary ve ark. 2010).

T-47D hiicre soyunda, SM ile yapilan 24 saatlik tedavi sonucunda western blot
yontemiyle bakilan protein seviyelerinde belirgin farkliliklar goriilmemekle birlikte,
“housekeeping” protein olarak kullanilan GAPDH bant kalinliklar1 kontrol ve tedavi

hiicrelerinde esit gériinmediginden saglikli bir yorum yapilamamaktadir.

SM’nin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda western blot yontemi sonuglarina
gore apoptozu indiikledigi diisiincesini desteklemek icin bu hiicre soylarinda gen
ekspresyon profilleri es zamanli PCR yontemiyle incelenmistir. Bu yontemde hiicre
soylarinin 24 ve 48 saatlik tedavileri icin ATP yontemine gore hesaplanan IC70 dozlari
kullanilmistir. Buna gore, MCF-7 hiicre soyunda yapilan 24 saatlik tedavi sonrasinda
TNFRSF10B ve HRK apoptotik gen ekspresyonu diizeyinde belirgin bir
artis gozlenmektedir. 48 saatlik tedavi sonrasinda ise BECN1, MLKL PARP ve RIPK
gen ekspresyon diizeylerinde azalmalar goriilmektedir. Bu durumda, TNFRSF10B
genindeki artis TNF rerptorlerinin sentezinde bir artis meydana getirir. Western blot
sonuglarinda goriilen pro-kaspaz-8 proteininin azalmasi goz 6niine alindiginda MCF-7
hiicre soyunun dissal apoptotik yolak iizerinden oliime gittigi sdylenebilir. HRK geni
kendisiyle ayni ismi tasiyan HRK proteini kodlamaktadir. Bu protein hiicre
membranmin sitoplazmaya bakan kisminda lokalize olur ve anti apoptotik Bcl-2, Bcl-
XL gibi proteinlere baglanarak bunlar1 inhibe eder. Bdylece apoptozu indiiklemis olur.
Bu agidan bakildiginda da MCF-7 hiicreleri i¢in, hiicre membranindaki 6liim
reseptorleri yolula baslayan apoptotik sinyaller pro-kaspaz-8’in aktiflesmesinden sonra
mitokondriyal/igsel ~ apoptotik  sinyalizasyon  yolagr  ilizerinden  ilerledigi

diistiniilmektedir.

MDA-MB-231 hiicrelerinde SM ile yapilan 24 saatlik tedavi sonrast gen

ekspresyonlarinda otofajik genlerden olan BECNI1’de artig goriilmektedir. Bunun
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yaninda TNFRSF10B’de de artis goriilmektedir fakat standart sapmanin yiiksek ¢ikmis
olmasindan dolay1r bu artis dikkate alinmamustir. 48 saatlik tedavi sonrasinda ise
BECN1 geninde dramatik bir gen ekspresyon diizeylerinde azalma vardir. Aymi
zamanda MLKL, PARP ve RIPK gen ekspresyon seviyelerinde de diisiis vardir. Otofaji
hiicresel sartlara bagli olarak bazen yasam bazen de Oliim yolagi olarak gorev
yapabilmektedir (Goziiagik ve ark. 2008). MDA-MB-231 hiicrelerinde ekspresyon
artis1 goriilen bir otofajik gen olan BECNI, vezikiil trafigini kontrol eden PI3K
(fosfotidilinositol-3-kinaz) kompleksinin bir bileseni olan Beklinl proteininin
sentezinden sorumludur. Bu durumda 24. saatte goriilen BECN1 artiginin yasam yolagi
olabilecegi ancak tedavi saati uzatildiginda hiicrenin toksisiteyle basa ¢ikamayip otofaji
yolagini tamamen ortadan kaldirdigi diisiiniilmistiir (Anonim 2016b) Yapilan literatiir
taramalarinda, SM, GA veya GA tiirevleriyle yapilan ¢alismalarda apoptotik, otofajik
ve nekrotik etkilerinin gen diizeyinde incelenmedigi goriilmiistiir. Bu ¢alisma bu

yoniiyle literatiire katk1 saglamaktadir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda, Glycyrrhiza glabra (meyan kokii) bitkisinden elde
edilen GA’nin yar1 sentetik bir tiirevi olan SM bilesiginin MCF-7, MDA-MB-231 ve T-
47D insan meme kanseri hiicre soylarinda yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir. Buna ilaveten, 06zellikle MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
apoptozisi indiikleyerek sitotoksik aktivite giisterdigi belirlenmistir. /n vitro olarak
gergeklestirilen bu ¢alismanin umut vaad edici bulgularindan dolay: bir sonraki agsama

olarak in vivo kosullarda etkisinin incelenmesi gerektigi sonucuna varilmistir.
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