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OZET

YENI SIGMA-1 RESEPTOR ANTAGONISTI S1RA (E-52862)°’NIN VE
RIMKAZOL’UN U87MG GLIOBLASTOMA HUCRELERINDE SFINGOSIN
KINAZ SINYAL YOLAGI UZERINDEN ANTIKANSER ETKISININ
ARASTIRILMASI

Goékhan GOKHANER
Farmakoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2018
Danisman: Dog. Dr. Miris DIKMEN

Kemoterapotik tedavinin zor oldugu beyin tiimoérleri arasinda yiiksek mortalitesi
ve heterojenitesi sebebiyle glioblastoma multiforme 6nemli bir grubu olusturmaktadir.
Bu tez ¢aligmasinda, yeni selektif sigma-1 reseptor antagonisti SIRA (E-52862) ile non-
selektif sigma reseptor antagonisti rimkazoliin U87MG glioblastoma hiicrelerinde
antikanser etkileri karsilastirilmali olarak c¢alisilmis ve oOzellikle apoptotik etkide
sfingosin kinaz yolaginin etkili olup olmadigi arastirilmistir. Antiproliferatif ve
apoptotik etkiler sirasiyla MTT, koloni formasyonu, RT-CA DP, Annexin-V/PI ve
kaspaz-3 aktivasyon yontemi ile, hiicre ici sitozolik Ca*? diizeyi de Fluo-3 akim
sitometride ¢alisilmistir. SIRA ve rimkazoliin, sfingosin kinaz mRNA ekspresyonlari

tizerindeki etkileri de RT-PCR analizi ile arastirilmistir.

Sonu¢ olarak, SIRA ve rimkazoliin U87MG hiicrelerinde, 24. saatte
antiproliferatif ve apoptotik etkileri konsantrasyon artigina bagli olarak artmis, koloni
formasyonu ise konsantrasyon arttik¢a inhibe olmustur. SIRA’ya ait ge¢ apoptotik ve
rimkazole ait erken apoptotik hiicre oranlarinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
S1RA’nin hiicrelerde belirgin bir kaspaz-3 aktivasyonu yaptigi belirlenmistir. SIRA ve
rimkazoliin IC2s konsantrasyonlarinda, sitozolik kalsiyumun artmis oldugu goriilmiistiir.
Ozellikle SIRA nin ICso konsantrasyonunda apoptotik etkiye paralel olarak, sfingosin
kinaz-1 ve sfingosin kinaz-2 mRNA ekspresyonlari azalmistir. Bu ¢alisma ile sigma
reseptOr antagonistlerinin glioblastomada antikanser etkilerinin belirlenmis olmasi,
kemoterapide yeni etki mekanizmalarina ve yeni etkili bilesiklerin arastirilmasina 151k

tutacaktir.
Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Sigma reseptorii, Rimkazol, SIRA, Glioblastoma



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE ANTICANCER EFFECT OF NEW SIGMA-1
RECEPTOR ANTAGONIST S1RA (E-52862) AND RIMCAZOLE ON THE
SPHINGOSINE KINASE SIGNAL PATHWAY IN U87MG GLIOBLASTOMA
CELLS

Gokhan GOKHANER
Department of Pharmacology
Anadolu University, Graduate Institute of Health Sciences, January 2018

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Miris DIKMEN

Brain tumors are one of the dangerous and non-responsive solid tumours due to
high invasiveness in the body. The aim of the study was to investigate the anticancer
and antiproliferative effects of new selective sigma-1 receptor antagonist SIRA and
sigma receptor antagonist rimcazole in a way as carring out followings; MTT and RT-
CA DP assays, caspase-3 activation, Fluo-3 and Annexin-V/PI staining assays in flow
cytometry and colony formation assay on Glioblastoma Multiforme cells (U87MG) that
are highly metastatic, heterogenous and mortal. In addition to other assays mentioned
above, RT-PCR (Real time polimerase chain reaction) measurements were carried out

to evaluate the effects of SIRA ve rimcazole on sphingosine kinase pathway.

According to the results, SIRA and rimkazol both caused antiproliferative and
apoptotic effects at 24th hour in depending increasing concentrations that gave rise to
inhibition of colony formation. SIRA was found more effective in % late apoptotic cell
percentages whereas rimcazole was found more effective in early apoptotic cell
percentages. S1RA caused significant caspase-3 activation in comparing with
rimcazole. Both drugs’ IC2s values have been shown to cause apparent increasing at
intracellular cytosolic calcium levels. As to RT-PCR results, given the apoptotic effects,
S1RA’s ICso concentration particularly caused downregulation on the target/reference
ratios of mMRNA expression of sphingosine kinase-1 and -2. In relation with carrying out
this study, the evaluation of sigma receptor antagonists on glioblastoma will lead to new
indicative pathways and new effective drugs in chemotherapy.
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1. GIRIS

Sagliklt hiicreler viicut ihtiya¢ duydugunda c¢ogalir, yaslandiklar1 veya
hasarlandiklarinda ise oliirler. Kanser gelisti§inde, yaslanan veya hasarlanan hiicreler
yasamaya devam eder ve yeni hiicreler ihtiyag olmaksizin iiretilmeye devam eder.
Durmaksizin ¢ogalirlar ve tiimor denilen yapilari meydana getirirler. (Wrensch vd.,
2002, s. 278).

Cogu kanser hiicresi, solid tiimdrler meydana getirmektedir. Ldsemi gibi
kanserler ise solid tiimorler olusturmazlar. Kanserli timorler malign 6zelliktedir, yakin
dokulara metastaz ve invazyon yapma Ozellikleri vardir. Ayrica bu tiimoérlerin yeteri
kadar biiyiidiiklerinde viicudun uzak bolgelerine lenf ve kan yoluyla tasinabilme
Ozellikleri de vardir. Metastaz yapabilen onemli solid tiimoérlerin basinda beyin

timorleri gelmektedir (Siegel vd., 2016, s. 7).

Amerikan Kanser Birligi’'nin verilerine gore; beyin tiimorleri, kanser iligkili
oliimler kategorisinde 10. sirada yer almaktadir (American Cancer Society, 2017).
Beyin tiimorleri arasinda glial hiicrelerden kdken alanlara glioma adi verilmektedir. En
yaygin ¢ocukluk dénemi beyin tiimorlerini olusturmaktadir (Bauchet vd., 2009, s. 87).
Gliomalar: astrositoma, oligodendroglioma, ependimoma olarak tice ayrilirlar.
Astrositomalar, hem ¢ocuklar hem yetiskinlerde en ¢ok goriilen glioma tiiriidiir. Glial
bir tiimor olan Glioblastoma Multiforme (GBM) (Astrositoma Evre 4) ise astrositoma
tiirlinde bir tiimér olup, DSO (Diinya Saglik Orgiitii) verilerine gore yetiskinlerde en
yaygin goriilen ve yiliksek derecede malign olan beyin tiimoriidiir. GBM’lar tiim glioma

tirlerinin % 50-60 kadarin1 teskil etmektedir (Onishi vd., 2013, s. 755).

GBM, birtakim genetik mutasyonlari igermektedir. Bu mutasyonlar, onlarin daha
hizli biiyiimesine ve tedaviye direng gelistirmelerine sebep olurlar. Yash hastalardaki
basarisiz sonuglar, bu tiimdriin olaganiistii direncli olmasindan kaynaklanir (Kleiuhes
vd., 2002). Bes yillik sagkalim oranlar1 g6z oniine alindiginda 20-44, 45-54, 55-64 yas
araliklart igin, sagkalim oranlar sirasiyla % 19, % 8, % 5 olarak belirtilmistir. Bu
oranlarla glioblastomanin sagkalim orani, diger tim beyin tiimoérlerinin 5 yillik
sagkalim oranlarindan ¢ok daha diisiik olarak bulunmustur (Ostrom vd., 2016, s. 1;
Ostrom vd., 2013, s. 1).

GBM, direngli ve agresif olmasi yaninda ayrica hastalarin sagkalim oranlarmin

cok diisiik olmasi sebepleriyle, bilim adamlarini yeni tedavi arayislarina yoneltmistir.



Farkli reseptor tiirleri ve bunlar iizerinden antikanser etki gosteren ilaglar, molekiiler
seviyede arastirilmaktadirlar. Sigma reseptorleri bunlardan biridir. Kanser ve sigma

reseptorleri arasinda iliski oldugu daha once gosterilmistir (Aydar vd., 2004).

Bu calismanin yapilma amaci ise sigma reseptor antagonistlerinden S1IRA ve
rimkazoliin GBM {izerindeki antikanser etkisinin arastirilmasidir. Su ana kadar sadece
noropatik agr1 igin etkisi kanitlanan, sigma-1 reseptor antagonisti SIRA (E-52862) ve
daha onceki ¢alismada bazi 16semi tiirlerinde (HL60, K562, OPM) antiproliferatif
Ozelligi gosterilen Sigma reseptOr antagonisti rimkazoliin, sigma reseptorleri iizerinden
U87MG (Glioblastoma Multiforme, GBM) hiicreleri tizerindeki apoptotik etkinlikleri
bu calisma ile arastirilmistir. Bunun yanisira bu ilaglarin, proliferatif etkili enzim
proteinlerinden, Sfingosin Kinaz-1 ve Sfingosin Kinaz-2’nin mRNA ekspresyon

seviyeleri tizerindeki etkileri de U87MG kanser hiicrelerinde aragtirilmistir.

2. ALANYAZIN
2.1. Kanser

Kanser, viicut hiicrelerinin durmaksizin kontrolsiiz olarak boliinmeye baslamasi
ve etraftaki dokulara yayilmasi seklinde tanimlanabilir. Kanser trilyonlarca hiicreden
olugan insan viicudunun hemen hemen her yerinde baslayabilir. Kanser hiicrelerinin
bir¢ogu, solid tiimorler meydana getirmektedir. Losemi gibi kan kanserleri ise solid
timorler olusturmazlar. Siispanse olarak kanda ¢ogalirlar. Kanserli tiimorler malign
Ozelliktedir, ¢evre dokulara metastaz ve invazyon yapma Ozellikleri vardir. Bu malign
timorler, yeteri kadar biiyiidiiklerinde viicudun uzak boélgelerine lenf ve kan yoluyla

tasinarak orada ¢ogalmaya devam ederler (Siegel vd., 2016, s. 7).

DSO’niin 2015 y1li sonu verilerine gore, kanser, biitiin koroner kalp hastaliklar:
ve felglerden daha c¢ok Oliime sebebiyet vererek diinyada Oliime sebebiyet veren
hastaliklar listesinde ilk sirada yer almaktadir. 2015 verilerine gore diinya genelinde en
yaygin tanist konmus kanser tiirleri sirasiyla, akciger kanseri, karaciger kanseri, kolon
kanseri, mide kanseri ve meme kanseridir. Amerikan Kanser Birligi’nin son verilerine
gore ise beyin tiimorleri bu listede 10. sirada yer almaktadir (World Health

Organisation, Subat, 2017, American Society of Clinical Oncology, 2016).

Kanserde hiicre biiylimesi kontrol altina alinamadigindan hiicre 6liimii ¢ok daha

onemli bir noktadir. Hiicre 6liimii direkt olarak, hiicre proliferasyonu ve yasamiyla



ilgilidir. Programl1 hiicre 6liimii antikanser savunma mekanizmasi olarak bilinmektedir;
bu yiizden, iliskili yolaklardaki herhangi bir degisiklik, kontrolsiiz hiicre
proliferasyonuna ve onkojeneze sebep olmaktadir. Apoptoz en 6nemli ve en cok
caligilan hiicre 6liim mekanizmasidir; yetiskin bir insanin giinde yaklasik olarak 10
milyon hiicresi apoptotik siire¢lerden ge¢mektedir (Curtin ve Cotter, 2003, s. 1,
Galluzzi vd., 2015, s. 58).

2.1.1. Beyin tiimorleri

Beyin ve omurilik merkezi sinir sistemini olusturmaktadir. Bu karmasik sistem
yaptigimiz her seyden sorumludur. Beyin, yumusak ve siingerimsi yapida olup sinir
hiicreleri ve destek dokulardan olusmustur. Beyin serebrum, serebellum ve beyin sap1
olmak iizere ii¢c ana bdliimden olusur. ki tane serebral yarim kiireye ayrilan serebrum,
beynin en genis bolimiidiir ve li¢ loba ayrilmaktadir. Beyin sapi, omurilikle olan
iletisimden ve hayati faaliyetleri diizenleyen istemsiz haraketlerden sorumludur
(Srinivasan vd., 2011, s. 468). Genetik yatkinlik ve gevre sartlariyla (Cizelge 2.1)
beynin destek dokusunda ve sinir hiicrelerinde kontrolsiiz ¢ogalan mitojenik hiicreler

asir1 proliferasyon ile karsinoma doniismektedir.

Beyin tiimorlerinin insidansi diinya genelinde yaklasik olarak her yil her 100,000
kisiden 7 kisi olup, beyin tiimor vakalari tim kanser vakalarinin % 2 sini olusturmakta
ve 70 yasindan dnce kanserden hayatini kaybedenlerin % 7’sini beyin tiimdrli hastalar
olusturmaktadir. Tiimérler DSO konsensusuna gore malign &zelliklerine bakilarak 1 — 4
safha arasinda derecelendirilmistir. Birinci evre tiimorler biyolojik olarak benign (iyi
huylu) olup, cerrahi islemle tedavi edilebilirler; ikinci evre tiimorler diisiik malign
ozellikler gosterip, uzun klinik tedavi yollar1 gerektirirler, ancak ¢evre beyin dokularma
erken diffiiz infiltrasyon sonucu cerrahi olarak tedavi edilemez olurlar. Ugiincii evre
timorler, ikincilere gdre artmis anaplazi ve proliferasyon gosterirler. Dordiincii evre
tiimorler vaskiiler proliferasyon ve nekroz dahil ¢ok daha ileri malign 6zelliktedirler.
Malign beyin tiimorleri kokenlerine gore glial ve glial olmayan (metastatik) olarak
temelde ikiye ayrilmaktadir (Louis vd., 2007, s. 97; Furnari vd., 2007, s. 2683; http-3).



Cizelge 2.1. Primer beyin tiimorlerinde genetik ve ¢evresel risk faktorleri (Fisher vd., 2006, s.54)

Cevresel

Genetik

Kamtlanmus

Kamitlanmanms

Yiiksek doz iyonize

radyasyon

Alkol kullanimi

Kimyasal ajanlar (6rnek, sag
boyalari, ¢goziiciiler,
Pestisitler)

Cok diisiik frekansh
elektromanyetik alanlar

Kafa travmasi

Li-Fraumeni sendromu
(P53 mutasyonu)
Multiple endokrin

neoplazisi tip 1
Neurofibromatosis 1 ve 2
Nevoid basal hiicre karsinomu

sendromu

Enfeksiyonlar (6rnek, viriisler, Tuber6z skleroz

Toxoplasma gondii, Turcot’s sendromu
in utero influenza, varicella vb) Von Hippel-Lindau hastalig:
Nitr6zamin, nitrozamide, nitrit,

Sigara tiiketimi, nitrat

Glial kdkenli beyin tiimorleri, islevsiz sinir hiicresi olarak da bilinen homeostazi
saglayan glial hiicrelerinden koken alirlar. En sik goriilen tiimorlerdir. Cevresel ve
genetik risk faktorleri bulunmakla birlikte, cevresel faktorler arasinda bulunan yiiksek
doz radyasyonun, kansere neden oldugu kanitlanmistir (Cizelge 2.1). Astrositoma,

oligodendroglima ve ependimoma olarak ti¢e ayrilirlar.

Glial olmayan beyin tiimérleri ise, bir tiimoriin viicudun baska yerinden, beyne
metastaz yapmasiyla gelen tiimorlerdir. Bazi timorler belirli bir olgunluga erismedikge
semptomlar belirginlesmemektedir (Sekil 2.1). Digerleri ise yavas seyreden semptomlar
gostermektedir. Semptomlar tiimdriin biiytikligiine, yerine, sicradigi yere uzakligina ve
beyinde sisme olup olmadigina gore farkliliklar gostermekle birlikte en sik goriilen

semptomlar sunlardir (Collins, 2004, s. 2; http-2).



¢ Kisinin mental fonksiyonunda degisiklikler
e Bas agrilar
e Nobetler (6zellikle daha yash yetiskinlerde)
e Viicudun belirli boliimlerinde zayifliklar
Beyin tiimorlerinden kaynakli bas agrilari; (Snyder vd., 1993, s. 253)
e Sabahlari uyandiginda daha koétii olabilir ama birkag saate normallesir
e Uyku esnasinda olabilir
e Kusma, konfiizyon, ¢ift gorme, zayiflik veya uyusukluk esliginde meydana
gelir

e Oksiirme ve egzersizle veya viicut pozisyonu degistiginde daha kétiiye gider

© Mayfield Clinic
Benign (Iyi huylu) Malign (Kétii huylu)

Sekil 2.1. Benign ve malign beyin tiimériiniin manyetik rezonans taramast sonuglar: (Warnick, 2016).

2.1.1.1. Beyin tiimor tipleri

DSO smiflandirma sistemine gore tanimlanan, merkezi sinir sistemini etkileyen 7
ana tipte timor bilinmektedir. Bunlar néroepitel doku tiimoérleri, kraniyel ve paraspinal
sinir tiimorleri, meninks (beyin =zar1) timori, lenfomalar ve hematopoietik
neoplazmalar, esey hiicresi tiimérleri, sella turcica tiimdrleri ve metastatik tiimorlerdir

(Strong vd., 2015, s. 102).

Merkezi sinir sistemi (MSS)’nin ana kompartimani omuriligin i¢indeki tlimorler

(intramediiller), daha nadir goriilmekte, biitin MSS tiimoérlerinin % 4-10 kadarim



olusturmaktadir. Glial ve ependimal (silli hiicreler) hiicrelerden kdken alabilmektedirler.

Glial kokenli intramediilller omurilik tlimorleri en sik karsilagilan tiptir.

Beyin tiimdrlerinden en sik karsilagilani gliomalardir. Malign beyin tiimorlerinin %
80’inden fazlasimi kapsayan, glial hiicrelerden koken alan gliomalar, 6nemli mortalite
oranlariyla kendini gostermektedir. Gliomalar yavas biiyiiyen, (6rnek; diffiiz
astrositoma); daha agresif veya asir1 agresif (6rnek; glioblastoma) olarak
siiflandirilmaktadir. Gliomalarin alt tiirleri arasinda yer alan astrositoma (serebrumda
astrosit hiicreleri) ve oligodendrogliomalar (Myelin {ireten oligodentrosit hiicreleri) tek
patolojik tiir olarak siniflandirilmis olup, histolojileri ve molekiiler etiyolojilerinde
farkliliklar gostermektedir. Diffiiz astrositomalar (DSO Evre 2) 0-14 yas ¢ocuklardaki
tiim tiimorlerin yaklasik % 5’ini olusturur. Anaplastik astrositomalar (DSO Evre 3 ve 4
ise agir1 agresif olup yetiskinlerde yaygin olarak goriilmektedir (Ranjit vd., 2015, s. 153;
Nagaishi vd., 2013, s. 267).

Yetiskinlerin serebral yarim kiirelerini etkileyen yaygin gliomalar, beyin parankimi
boyunca, erkenden genis bir alanda difiize olabilme egilimlerinden, “diffiiz” gliomalar
olarak adlandirilirlar. Bu gliomalar; astrositomalar, oligodendrogliomalar olarak
smiflandirilirlar veya hem astrositler hem de oligodendrositlerin morfolojik 6zelliklerini
gosteren tiimorler olarak, oligoastrositomalar seklinde de isimlendirilirler (Kleihues vd.,
2002, s. 215; Furnari vd., 2007, s. 2683).

Bir astrositoma tiirii olan GBM yetiskinlerde en ¢ok goriilen beyin tiimdrlerinden
biridir. GBM’lar tiim glioma tiirlerinin % 50-60 kadarini teskil etmektedir (Onishi vd.,
2013, s. 755). DSO smiflandirmasina gore 4. Evre smifina girmektedir. 5 yillik
sagkalim oranlar1 20-44, 45-54, 55-64 yas araliklar1 i¢in sirastyla % 19, % 8, % 5 olarak
belirtilmistir (Nagaishi, 2013, s. 267; Ostrom vd., 2016, s. 1).

2.1.1.1.1. Glioblastoma multiforme

Bir astrositoma olan GBM (DSO Evre 4) c¢ocuklarda nadir goriiliirken
yetiskinlerde en yaygin goriilen beyin tiimoriidiir. Siki ilag¢ tedavisine ragmen, prognoz
oldukca kotii seyreder ve teshisden sonra ortalama omiir 15 ay kadardir (Dolecek vd.,
2009, s. 1). GBM kompleks genetik anomalileri olan oldukga heterojen tiimérlerdir. Bu
tiimorlerin molekiiler genetigini aydinlatan ¢alismalar hiz kazanirken, baslangi¢ hiicre

tipi hala bilinmemekte ve hastalik agresifliginin molekiiler parametreleri tam olarak



anlasilamamustir (Phillips vd., 2006, s. 157). Gliomalarin igerisinde, GBM % 60-70’lik
kismi1 olusturmakta, anaplastik astrositomalar (DSO-Evre 3) % 10-15’lik kismu
olusturmakta, anaplastik oligodendrogliomalar (DSO-Evre 2) ve anaplastik
oligoastrositomalar (DSO-Evre 3) birlikte % 10’luk kism1 olusturmaktadir. En son kalan
% 5-20’lik kismi ise anaplastik ependimomalar ve anaplastik gangliogliomalar gibi
tiimdrleri igeren olan daha az goriilen tiimor tipleri olusturmaktadir (Wen ve Kesari,
2008, s. 492). Bu hastaliga yakalanan hastalarin yasam siirelerinde, tiimoér dokunun
damarlanma yapist ve ak madde boyunca glioma hiicre invazyonunun glioma

gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi agiklanmigtir (Onishi vd., 2013, s. 755).
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Sekil 2.2. Prolifere olmus Glioblastoma Multiforme hiicreleri (Louis vd., 2016, s. 803).

GBM, insanda goriilen, en Sliimciil ve tedavisi olmayan, niikleer atipi, mitotik
aktivite, yiiksek mikrovaskiiler proliferasyonu ve nekroz ile karakterize bir kanserdir
(Sekil 2.2). Giincel olarak uygulanan tedavi, temozolomid tedavisi ve radyoterapisini
takiben tiimor dokudan giivenli sekilde parca almadir. Bazi hastlalarin (% 2-5) 3 yildan
fazla yasadiklar1 goriilmistiir, ancak hastalarin ¢ogunda, radyoterapi ve temozolomid
tedavisine ragmen ortalama yasam siiresi 14,6 ay kadar olup prognoz kotiidiir. Yeterli
tedaviye ragmen, cogunlukta hastallk 2 il igerisinde niiks etmektedir.
Radyosensitizasyon ilaglari, radyoterapi doz artirimi, uygulama araliklarinin degisimi
hastaligin tedavi sansini artirmada yetersiz kalmistir (Khosla, 2015, s. 54; Krex vd.,
2007, s. 2596).

GBM, mutasyon insidansi genelde diger solid tiimorlerden daha diistiktiir.
Istisnai bir durum olarak, alkilleyici ilaglarla tedavinin ardindan tekrarlayan

glioblastomalarda bulunan hipermutatér fenotipinde mutasyon insidansi digerlerinden



yiiksektir. Bu durum, DNA tamir eden enzimlerin mutasyonel inaktivasyonu ile
iliskilidir (Bleeker vd., 2012, s. 11).

Glioma hastalarinin aile iiyelerinin glioma ve diger kanserlere yatkinliklarinin
daha fazla olmas1 genetik orjinin oldugunu gostermektedir. En yaygin tipteki genetik
varyasyon, tekli niikleotit polimorfizmleri (TNP) tarafindan sekillenir. TNP‘ler,
glioblastomalara olan genetik yatkinlikla baglantilidir. Ozellikle, alerjiler ve astimin

glioblastomayla iliskisi, farkli polimorfizm baglantili ¢aligmalarla gosterilmistir
(Scheurer vd., 2007, s. 2491).

2.1.1.1.2. U87MG Hiicre Hatt

U87MG yaygin olarak calisilan, yaklasik 40 yildir 1700’{in {izerinde yayinda
arastirilan, 4. Evre astrositoma tipi glioma hiicre hattidir. U-87 MG (ATTC® HTB-
14™), Uppsala 87 malign gliomanin kisaltmasidir. Bu, hiicrelerin % 44’iinde goriilen,
tipik 44 kromozomlu bir hipodiploid insan hiicresi hattidir. Epitel morfoloijisi vardir ve
dordiincii evre kanser hastasi bir erkekten elde edilmistir. Adhere hiicre olma 6zelligine

sahiptir. Ikiye katlanma siiresi yaklasik olarak 24 saattir (http-4, Clark vd., 2010, s. 10).

2.1.2. Apoptoz

Programli hiicre 6liimii, apoptoz, bir¢ok biyolojik ve patolojik durumdaki
roliiniin aydinliga kavusmasindan sonra, arastirmalara yogun bir sekilde konu olmustur.
Akut (Kimyasal ve mekanik olarak) yaralanmaya bagli hiicrelerin kazara olmeleri
anlamina gelen nekrozdan farkli olarak, apoptoz terimi ilk defa 1972 yilinda Kerr ve

arkadaslar tarafindan kullanilmistir (Kerr vd., 1972, s. 239).

Apoptozun, normal gelisim ve hiicresel siire¢lerde merkezi bir rol oynadigi
gosterilmistir.  Apoptotik  yolaklarin  kayb1 ve islevini yitirmesi, kanser
proliferasyonunda ve otoimmun hastaliklarin ortaya ¢ikisinda artisa neden olabilmekte,
bununla birlikte yiiksek oranda apoptoz, noérodejeneratif hastaliklar ve bagigiklik
yetmezligi durumlarina neden olan mekanizmalar1 tetiklemektedir (Shah, 1998).

Apoptotik siirecteki bilgilerin ¢oguna, model bir organizma olan, nematodun,
Caenorhabditis elegans calismalariyla ulasilmistir. Yapilan bu ¢aligmalarda, 6zellikle
iki genin, ced-3 ve ced-4’tin, normal fonksiyonlu apoptotik yolaklarin faaliyetinde

onemli oldugu gosterilmistir (Hengartner ve Horwitz, 1994, s. 581).
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Apoptozda, hiicrede yapisal degisiklikler iki ayr1 evrede gerceklesmektedir.
Birincide, c¢ekirdek ve sitoplazma kiimelesmesi goriilir ve hiicre membrana baglh
sekilde, yapisal olarak iyi korunan, bir dizi fragmente parcalanir. Ikinci evrede, bu
apoptotik fragmentler epitel yilizeyinden ayrilirlar, burada fagozomlardaki in vitro
otolize benzeyen birtakim degisiklikler geciren hiicreler, fagositoz edici hiicrelere dogru

itilirler ve lizozomal enzimler tarafindan parcalanirlar (Kerr vd., 1972, s. 239).

Apoptoz, hiicredeki saglikli islemesi gereken normal bir siire¢ iken, nekroz ise
ongoriilemeyen, programlanmamis bir hiicre 6lim yoludur. Hiicre dliimii dis faktorler
veya hastaliklar sebebiyle olmaktadir. Apoptoz bir savunma mekanizmasi olarak
belirtilirken, nekroz, anormal ve zararli bir siiregtir. Nekrozda, inflamasyon
tetiklenebilir. Apoptoz ve nekroza ek olarak, otofajik hiicre o6liimii, programlanmis
nekroz, tip ii¢ hiicre 6liimii, nekroptozis gibi karigsik mekanizmali hiicre dlimleri de

tamimlanmustir (Sekil 2.3) (Kroemer vd., 2009, s. 3; Wu, 2014, s5.43).

Birden cok apoptotik parcaciklar
Membranda olusur Fagositoz edilirler.

ikt ohigumm inflamasyon olusmaz

APOPTOZ AN\ - y 3

f e
P 2
.
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> % &
= ) ! /'T;: s
\ [ A y
NEKROZ » % %y ‘ _ @” , //’
L \ B //*/,
Hiicre sismeye
baslar Membran yirtihr

Aciga cikan liziz enzimi
inflamasyon yapar

Sekil 2.3. Apoptotik ve nekrotik oliimiiniin hiicre morfolojisine ve fizyolojisine etkisi (http-5)



2.1.2.1. Apoptozda kaspazlar

Kaspazlar (sistenil aspartat-spesifik proteinazlar) aktif bolgelerinde sistein igeren
proteaz grubu enzimlerdir. Kaspazlar, memeli interlokin 1B-doniistiiriici enzim
(ICE/kaspaz- 1) ve nematod apoptotik gen iiriinii olan ced-3 ile iligkilidir (Salvesen ve
Dixit, 1997, s. 443).

Kaspazlar hiicresel yasam fonksiyonlarim1 diizenleyen, hiicre oliimii ve
inflamasyon siireglerinde rol alan endoproteaz enzimleridir. inaktif zimojen olarak
sentezlenirler. Hiicresel sinyallerle, dimerlerine veya makromolekiiler komplekslerine
dontigiirler ve Kkatalitik aktivite kazanirlar. Baglatici kaspazlar (kaspaz-2,8,9,10)
sonlandirict kaspazlar (kaspaz-3,6,7) aktive eder, onlarin aktivitelerini 6nemli yapisal
proteinlerin yikilimi sirasinda kontrol eder ve bunda gerekli diger enzimleri aktive
ederler. Sonlandiric1 kaspazlarin aktivitelerinin ardindan, apoptozun morfolojik
belirteci DNA fragmentasyonu ve membran yiizeyindeki c¢ikintilardir (Shi, 2004, s.
1979).

2.1.2.1.1. Baslatic1 kaspazlar

Dort tane (kaspaz-2,8,9,10) apoptozu baslatici kaspazlardandir. Baslatici
kaspazlardan kaspaz-8 ve 9 normalde inaktif prokaspaz (zimojen) monomeri olarak
bulunmaktadir. Bunlar parcalanma ile degil dimerizasyonla aktive olurlar. Bu siirecte,
baslatic1 kaspaz zimojenlerinin kiimelenmesinden sonra, ilk proteolitik sinyal iiretilir,

sinyal iletimi, kaspaz dimerizasyonu ve aktivasyonunu saglar (Shalini vd., 2015, s. 526).

2.1.2.1.2. Sonlandirict kaspazlar

Kaspaz-3, 6 ve 7 sonlandirict kaspazlardir. Sonlandirict kaspazlar-3, 6, ve 7
inaktif prokaspaz dimerleri seklinde iretilerek, uygun olmayan aktivasyonlarinin oniine
gecilmis olur. Kiiciik ve biiyiik alt birimler arasindaki bu baglanma, sonlandirici
kaspazlarin dimer yapisinin iki aktif bolgesinin bir araya gelmesine yardim eden yapisal
bir degisiklige sebep olur ve fonksiyonel, olgunlagsmis bir proteaz enzimi olusur. Bir
kere aktive edildiginde, tek bir sonlandiric1 kaspaz diger sonlandirict kaspazlari da
aktive eder ve boylece bir dongii seklinde kaspaz aktivasyonu kaskati gergeklesir (Riedl
ve Shi 2004; Mcllwain vd., 2013, s. 3).
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2.1.2.1.3. Inflamatuvar kaspazlar

Bazi kaspazlar, proapoptotik faktor olmaktan ¢ok, dogal bagisiklik yanitinin
onemli aracilar olarak gorev yaparlar. Kaspaz 1, 4, 5, ve 12 insandaki infalamatuvar alt
kiimeyi olusturmaktadir (Martinon vd., 2002, s. 417). Inflamasyon kaspazlar1 simdiye
kadar sadece vertebralarda bulunmustur. Kaspaz-12’nin genetik mutasyonlari
bulunmaktadir ve bu yiizden farkli varyantlar1 olan bir kaspazdir. Kaspaz-12 genelde,
enfeksiyonlarla indiiklenen inflamasyon siirecinin negatif diizenleyicisi olarak gorliir.
Ciinkii inflamazom komplekslerinde kaspaz-1 aktivasyonunu inhibe eder, bdylece
enfeksiyon varliginda olusan sepsise yamit olarak verilen IL-1p ve 1L-18
proinflamatuvar sitokinlerin {iretimini engeller. Buna karsin, kaspaz-4 enfeksiyon
durumlarindaki inflamasyon yanit siireclerinde pozitif etkili olan bir kaspazdir. Kaspaz-
4 ve kaspaz-12’ nin ER stres ve inflamasyon yanitlarinda birbiriyle iliski iginde oldugu
gosterilmistir (Garcia de la Cadena ve Massieu, 2016, s. 763).
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Sekil 2.4. Apoptozun ekstrinsik ve intrinsik (mitokondriyel) yolaklari ve kaspaziarin rolii. (FADD: Fas
araculy oliim domainin adaptor protein, APAF1:Apoptotik proteaz aktive edici faktor, BID:
proapoptotik bcl-2 proteini, thid: trunkat formu) (Benn ve Woolf, 2004, s. 686).

2.1.2.2. Apoptoz yolaklart

Farkli baslatici kaspazlarin ve adaptor proteinlerin rol aldigi farkli apoptoz
yolaklar1 tamimlanmigtir. Apoptotik siire¢ genelde, ekstrinsik ve intrinsik olarak iki
kategoriye ayrilmaktadir. Apoptozu tetikleyenler arasinda, Timor Nekroz Faktor o
(TNF-a), Fas ligand1 (FasL), transforme biiyiime faktorii B (TGF B), Bax (ve diger
proapoptotik Bcl-2 tiyeleri) ve glukokortikoidler bulunmaktadir.
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2.1.2.2.1. Ekstrinsik yolak

Baslatic1 kaspazlarin aktive edildigi iki mekanizma vardir; ilk mekanizmada
hiicre ylizey reseptorleri uyarilir (Kaspaz-8 i¢in), ikincisinde ise hiicre igi strese bagli
uyarilma vardir (Kaspaz-9 i¢in). Ekstrinsik apoptoz yolu, 6liim reseptorlerine baglanan
ligandlarin yapisindaki ekstraselliiller belirteclere bagli olarak tetiklenir. Kaspaz-8
aktivasyonu, hem hiicre membran reseptorii (6liim reseptorii) olan CD95 (Fas/Apol)
araciligi ile aktiflesebilir hem de aktif ligandi FasL veya TNF-a’ya baglanan,
kenetlenme proteinlerinden olan Fas-aracili 6liim domaini (FADD) veya TNF reseptor
aracili 6liim domaini (TRADD) ile komplekslesen, CD120 (tiimor nekroz faktér [TNF]
reseptOr ailesi tiyesi) araciligi ile aktive edilebilir (Gavrilescu ve Denkers, 2003, s.
6109) (Sekil 2.4).

Ligandin baglanmas1 reseptoriin komplekslesmesini baglatir ve bu bazi
proteinlerin  reseptorle sitoplazmik kisimda bir kompleks olusturmasina neden olur.
Buna, 6liim baslatici sinyal kompleksi (DISC) denilmektedir. DISC protein olusumlari,
birbirlerine ve CD95’e (Fas/Apol) bir dizi homolog domain ile baghdir. CD95’in C-
ucu Olim domaini (DD) denilen, bir benzeri FADD’nin C ucunda bulunan, bir
aminoasit sekansi i¢ermektedir. Diger taraftan, FADD’in yapisinda, 6lim efektor
domaini (DED) olarak bilinen N-terminal domaini bulunmaktadir. FADD, kaspaz-8’e
direkt baglanan ve kaspaz-8’i aktiflestirebilen, iki tane DED igermektedir. TRADD’de
DED bulunmamaktadir ancak énce FADD’ye baglanarak kaspaz-8’i aktiflestirebilir.
Bazi caligmalarda, Fas aracili apoptozda kaspaz-8’in Onemli oldugu gosterilmistir

(Benn ve Woolf, 2004) (Sekil 2.4).

2.1.2.2.2. Intrinsik yolak

Intrinsik apoptoz, mitokondrial apoptoz olarak da bilinmektedir. Ciinkii siireg,
mitokondriden sitoplazmaya salgilanan faktorlere de baglidir. Bu yolak, biiyiime faktorii
azalmasi, sitoiskelet bozulmasi, DNA hasari, katlanmayan proteinlerin birikimi, hipoksi
ve digerleri gibi genis bir dizi hiicresel stres faktorleriyle aktive olur. Ayrica hormonlar
da apoptotik sinyallerin aktivasyon isleminden sorumludur (Brenner ve Mak, 2009, s.
871).
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Intrinsik apoptoz yolagi, sorumlu baslatict kaspaz olan kaspaz-9, apoptotik
proteaz aktive edici faktor-1 (APAF1) proteinine baglanma ve dimerizasyon ile aktive
olur. Kaspaz-9 aktivasyonu mitkondrinin membran potansiyelinde degisiklikler
meydana getirir, sonugta, mitokondrial membrandan sitozole sitokrom c translokasyonu
gerceklesir. Sitoplazmik sitokrom ¢, APAF-1’e baglanir ve APAF’ta yapisal
degisiklikler olusur. Sitokrom ¢, APAF1, ve kaspaz-9’u iceren kompleks, apoptozom
olarak isimlendirilir. Apoptozom ve aktive olan APAF-1, prokaspaz 9’a baglanarak

inaktif kaspaz-9’u, aktif kaspaz-9’a donistiiriir (Gavrilescu ve Denkers, 2003, s. 6109).

Kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivasyonu arasindaki etkilesim de Bid (kiiglik 23-kDa
proapoptotik Bcl-2 iiyesi)’in kesfiyle ortaya c¢ikmistir. Kaspaz-8’in aktiflesmesi
ekstraselliiler hiicre 6liim sinyali tireten tBid’e baglidir. tBid, bu siirecte, 15-kDa’lik
fragmentine pargalanir ve mitokondriyel membrana transloke olur. Bax ile etkilesimi
sonucunda ise, mitokondriyel membran depolarizasyonu ve sitoplazmaya sitokrom c
salimi meydana gelir ve kaspaz-9 aktiflesir (Wang vd., 1996, s. 2859; Yin, 2000, s.
203).

Kalsiyum ve IP3 ( Inositol Trifosfat)

Kalsiyum insan viicudunda, en ¢ok bulunan mineraldir, kalsiyumun ¢ogunlugu
kemik ve dislerde depolanir. Sadece az bir miktart (6rnegin, % 1 ) fizyolojik olarak
aktiftir, biyolojik sistemlerde ©nemli roller oynamaktadir ve evrensel bir sinyal
molekiilii olarak diisiiniilmektedir. Okaryotik hiicrelerin sitoplazmasinda, dinlenme
kosullarinda 100 nM Ca*? bulunmaktadir. Ekstraselliiler Ca*? konsantrasyonu ise 1-2
mM’dir ve 6nemli bir depo kompartimani olan, endoplazmik retikulumda, yaklasik
olarak, 0,1-1,0 mM araliginda kalsiyum oldugu bildirilmistir (Putney ve Tomita 2012,
s. 152).

Kanser hiicrelerinin normal hiicrelerle karsilastirildiginda goreceli olarak daha
diisiik miktarda kalsiyum icerdikleri 90’11 yillarla yapilan bir ¢alismada agiklanmis olup,
bu caligma, timdr olusumuyla iyon arasindaki baglantiy1 vurgulayan ilk ¢alismalardan

biridir (Kadio vd., 2016, s. 391).

Kalsiyum iyonunun hem programli hiicre oliimiinde hem de toksik hiicre

6liimiinde 6nemli bir rolii oldugu bilinmektedir. Birka¢ farkli deneysel sistemde, hiicre
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ici kalsiyum homeostazindaki bozuklugun, artan kalsiyum influksu veya kalsiyumun
disartya pompalanmasinin inhibisyonu sonucu oldugu gosterilmistir. Bu da hiicre
hasarmin ilk belirtilerindendir. Hiicre igi kalsiyum seviyesindeki uzun siireli artislar,
sitotoksik mekanizmalar1 aktive etmektedir. Ornegin, kalsiyuma bagimli proteazlarin
asirt stimiilasyonu (kalpain gibi) hiicre iskelet yapisinda bozulmaya ve hiicre
membraninda ¢ikinti olusumuna neden olmaktadir. Ca*? bagimli fosfalipaz C
aktivasyonu, mitokondriyel bozukluga neden olmakta ve ATP sentezi durdurmakta ve

membran potansiyelinin bozulmasina neden olmaktadir (Orrenius vd., 1992, s. 357).

Norotransmitterler, hormonlar ve biiyiime faktorleri gibi uyaranlara yanit olarak,
plazma membranindaki fosfatidilinositol 4,5 bisfosphat (PIP2), fosfolipaz C (PLC)
tarafindan, inositol 1,4,5-trisfosfat (IP3) ve diagilgliserol’e (DAG) hidroliz edilir. 1P de
sekonder mesajc1 bir molekiil olarak kalsiyumun hiicre i¢i depolardan sitozole
salgilanmasinda onemli bir rol oynar. DAG, protein kinaz C’yi aktive eder. IP3 hiicre i¢i
kalsiyum depolarmin yiizeyindeki reseptorlere baglanir. 1Pz reseptorii ayn1 zamanda
luminal Ca* icin bir salg1 kanalidir. Bu sebeple, IP3 reseptorii, dis etkenlere bagli IP3
sinyallerini, hiicre i¢i kalsiyum sinyallerine doniistiiriilmesinde onemli bir rol
oynamaktadir. Bu reseptorler, ER’den mitokondriye kalsiyum transferini mitokondride

bulunan transport proteini araciligi ile diizenlerler (Yoshida ve Imai, 1997, s. 125).

Molekiiler klonlama galismalar1 farkli genler tarafindan kodlanan en az ii¢ tip
(tip 1,2,3) memeli IP3-reseptor alt tinitesini kesfetmistir (Bosanac vd., 2002, s. 696). IP3
reseptOrleri kalsiyum sinyalini kontrol ederek hiicre yasamini, adaptasyon ve o6lim
stireglerini diizenlerler. ER stresi ile kalsiyum arasindaki baglanti, IP3 reseptorii ile
diizenlenir. Bu reseptor araciligi farkli dis sinyallere bagli olarak, ER depolarindan
kalsiyum ¢ikist saglanir, ayrica bu reseptorler Bcl-2 ailesinden gibi proteinlerle de
etkilesim gosterirler. Bcl-2, bu reseptorlere baglanarak IP3 bagimli kalsiyum akisini

inhibe eder (Singh vd., 2014).
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Sekil 2.5. IP3 reseptorlerinin apoptozdaki rolii (Hanson vd., 2004, s. 933).

IP3 reseptor aracili kalsiyum salinimi ve mitokondri arasindaki pozitif feedback,
hiicre 6liim oranlarmi artiran kalsiyum sinyallerinin {iretimini artirir. Mitokondri,
kalsiyumlar1 ‘'uniporter' araciligi ile tutar. Mitokondriyel kalsiyum, mitokondri
metabolizmasini ayarlar ancak mitokondriyel patolojiyi de tetikleyebilir. IP3 reseptorleri
ve mitokondri arasindaki apoptozu indiikleyen kalsiyum dongiisii membranin hasarini
takiben kalsiyum girisi gibi birden farkli mekanizma ile baglayabilir. Yakinlarda yapilan
caligmalar, gostermistir ki IP3 reseptorleri IP3 liretiminden bagimsiz olarak da apoptoz
sirasinda aktive edilirler. Tip -1 alt Ginitesinde oldugu gibi kaspaz-3 tarafindan kesilen

IP3 reseptorii de kalsiyum akisi gergeklestirmistir (Sekil 2.5) (Hanson vd., 2004, s. 933).

Fosfolipaz C

Fosfolipaz C (PLC), fosfolipidleri fosfat gruplarindan hemen oOnce ayiran
membran aracili bir enzimdir. Insanda bulunan homologlarmin, &karyotik hiicre
fizyolojisinde 0Ozellikle sinyal iletim mekanizmalarinda o6nemli bir rolii vardir.
Memelilerde 13 tipte fosfolipaz C bulunmaktadir. Yapilarina gore 6 izotipe ayrilirlar (3,
Y, 0, € C, m). Her PLC’nin aktivatorii degisiklik gostermekle birlikte, tipik olarak
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heterotrimerik G protein alt iiniteleri, protein tirozin kinazlar, G proteinleri, Ca*? ve
fosfolipidlerini igermektedir (Ganesh ve Ross, 2013, s. 127; Suh vd., 2008, s. 415).

PLC ve hiicre icin Ca*? depolari, dnemli sekonder mesajcilardan IP3 ve
DAG’nin rol oynadigi birtakim hiicresel fonksiyonlarda rol alirlar. Hiicre dis1 sinyal
molekiiliniin varligi veya G proteinini aktive eden bir membran reseptoriiniin
uyarilmasi sonucunda aktive olurlar. Bu G proteininin alfa alt {initesi, membrandaki
fosfolipide etki edecek olan PLC’yi aktive eder. PLC’nin membrandaki fosfolipide
etkisinin sonucunda, kiigiik polar bir molekiil olan IP3 membrandan ayrilir. 2 yag asidi
ve 1 gliserolden olusan DAG agiga cikar (Sekil 2.6). IPs, kalsiyumu depolayan
endoplazmik retikuluma yonelir. IP3 kendi reseptoriine baglanir ve kalsiyumun ¢esitli
olaylar1 organize ettigi sitozole gegisine izin veren ligand kapili iyon kanalini acar

(Sekil 2.6) (http 6; Marrero ve Deniz, 2004, s. 85).

sinyal mokeliili
@ -
)}  Gproteinaracih Aktive olmus PI-4.5 Bifosfanat
reseptor [

Fosfolipaz C f Diacilgliserol

Inositol 14,5 (5) ®

Aktive olmus G T[r[i,t:t;sfat @ gc :
iy &
prosent T O ® Aqik IP-3 kapih
kalsiyum
/" kanali

Endoplazmik
retikulum lii

Sekil 2.6. G-protein araculi fosfolipaz C aktivasyonuna bagl fosfoinositol 4,5-bifosfonattan 1Pz ve DAG
olusumu ve IP3 aracili kanaldan Ca*? salimiminin sematik gortiniimii (Marrero ve Deniz, 2004,
s. 85)
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2.1.2.3. Endoplazmik retikulumun (ER) apoptozdaki rolii

ER oOkaryotik canlilardaki, sisterna, vezikiiller ve tiibiillerden olusan, protein
translasyonu, protein katlanmasi, hiicre membraninda kullanilan veya hiicreden salinan
proteinlerin iletimi gibi pek ¢ok hiicresel fonksiyondan sorumlu olan bir organeldir. ER
hem 6nemli bir hiicre i¢i kalsiyum deposu hem de proteinlerin sentezlendigi, katlandigi,
diizenlendigi ve hiicre ici-disina yonlendirildigi bir organeldir (Schwab, 2011, s.
16483). ER’nin liimeni, kalsiyum ATPaz’lan tarafindan kalsiyum iyonlarmin aktif
transportunun oldugu, bu sebeple de kalsiyum konsantrasyonunun en yogun bulundugu
yerdir. Oksidatif bir ortama sahip olan ER liimeni, protein katlanma yolunda ve protein
stabilizasyonunda 6nemli rolii olan disiilfit baglarinin diizgiin ¢alismasi ve hiicre
yiizeyinde bulunan proteinlerin diizgiin katlanabilmesi agisindan olduk¢a Onemlidir.
Proteinlerin katlanma ve transportundaki roliinden 6tiirii, ER ayni zamanda protein
katlamayi stabilize eden sigma reseptor proteinleri, GRP78, GRP94 ve kalretikulin gibi
Ca*? bagimli molekiiler saperonlar agisindan zengindir (Sekil 2.7) (Rizzuto vd., 2004;
Schroder ve Kaufman, 2005, s. 9).

Azalmis

translasyon /

UPR hedef genlerin'
Transkripsiyonu

CEKIRDEK

CHOP
Kaspaz Kaskat1 Bax
Bak

Sekil 2.7. UPR ’yi aktive eden sigma-1 proteini ve ER stresinin 3 sinyal yolu (Penke vd., 2017).
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ER fonksiyonundaki bozukluklar, (ER stresi) hiicre i¢i sinyal iletimi
reaksiyonlarinin protein homeostazini saglamak iizere diizenli bir sekilde ¢alisan sistemi
aksatip, katlanmayan protein yanitin1 (UPR) tetikler (Gardner ve Walter, 2011, s. 1891).
ER’deki yanlis katlanan ve katlanmayan proteinlerin sayisi arttiginda, UPR aktive edilir
ve buna baghh olarak ER’deki molekiiler saperonlar, disiilfit izomerazlar,
oksidorediiktazlar, asetilazlar ve glikozilaz gibi ER’de bulunan proteinlerin sentezi ER
tarafindan baskilanir. ER stresinin, mitokondri ve ER arasinda karsilikli gergeklesen
iletime bagli olarak, kaspaz 12 aktivasyonu ve/veya kaspaz 9 aktivasyonuna neden olan
mitokondriden sitokrom ¢ salinimi gibi farkli apoptotik yolaklar1 indiikledigi de
gosterilmistir (Waldron vd., 2015, s. 3; Zuppini vd., 2004, s. 2591).

Kaspaz
Aktivasyonu

APOPTOZ PP P

elF2q ¥
‘/ P

Baskilama

S-XBP1 4+ XBP1

\Protein Degredasyonu
-
ATF6 Golgi
(P50) -

P.GRP78

Sekil 2.8. ER-stres olusumuna bagh sinyal iletimi (Hosoi ve Ozawa, 2009, s. 19)

GRP78, protein katlanmasi i¢in ATP kullanan ve ER’de protein agregasyonunu
engelleyen bir ER saperon proteinidir. UPR, glukoza bagli protein (GRP78) olan ER
saperon proteini (BiP) ve ti¢c ER transmembran proteini, Protein Kinaz R-benzeri ER
kinaz (PERK), IRE1 (tip 1 transmembran serin/treonin reseptor) Ve aktive edici
transkripsiyon faktorii 6 (ATF6) tarafindan kontrol edilip diizenlenir. Aktive olan
PERK, okaryotik translasyon baglatma faktorii 2 subunit-a’y1 (elF2-a) fosforile ederek
genel protein sentezini bloke eder. IRE1 de X-box baglama proteinini, S-X-box

baglama proteinini aktive eder. UPR her {i¢ koldan proapoptotik bir transkripsiyon
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faktorii olan CHOP (c/EBP homoloji proteini)’un transkripsiyonunu indiiklemek i¢in
birlikte hareket eder (Oyadomari ve Mori 2004, s. 381; Park vd., 2010, s. 7274). CHOP
ve GRP78 aktivasyonu sonucunda protein katlanmasi diizenlenir (Sekil 2.8) (Bertolotti
vd., 2000, s. 326).

UPR’nin ii¢ amac1 vardir: protein translasyonunu durdurarak hiicrenin normal
fonksiyonuna donmesi, yanlis katlanmig proteinlerin yikimi ve protein katlanmasindan
sorumlu molekiiler saperonlarin iiretimini hizlandiracak sinyal iletim yollarinin aktive
edilmesi. Eger bu dnlemler belirli bir zaman araliginda gerceklestirilemezse veya sorun
biiyiikk ¢apta ise, UPR hiicreyi apoptoza gotiirme egilimi gosterir (Hosoi ve Ozawa,
2009, s. 19).

Katlanmayan proteinlerin birikimi
Hiicre icine kalsiyum akisi
Glikoz yoksunlugu
Patolojik kosullar

e
ER stres/%
S
! |
GRP78/BIP

i & 1 1 1
lATFGJ[ IRE1 |lPERK LKaspaz _g)

NN /S

UPR Sinyali
Hayatta kalma/Apoptoz

Sekil 2.9. UPR sinyal yolu (Lee, 2005, s. 373).
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GRP78, ER stress iletiminin ve canli kalabilmenin temel diizenleyicisidir. Stres
altinda olmayan hiicrelerde, ER-stres aktaricilar1 ATF6, IRE1 ve PERK, GRP7S ile
etkilesim halinde olduklarindan inaktif durumda tutulurlar. ER stresi sonrasi veya
ER’de yanlis katlanmis proteinlerin olmasi durumunda, GRP78, stres aktaricilarini
aktiflestirir.

Aktive olmus IRE1, XBP1 (X-box-binding protein 1) mRNA’sinin belirli bir
intronunu keserek aktiflestirmesini indiikler. Bu intronu kesilen mRNA’dan translate
olan XBP1 proteini de GPR78 geni gibi ER stres aracili genlere 6zel transkripsiyon
faktorii olarak gorev yapar (Calfon vd., 2002, s. 92).

PERK aktive oldugunda, elF2 (6karyotik translasyon faktorii 2)’nin alfa alt
tinitesini fosforile eder ve elF2 aktivitesini azaltir. Sonug olarak translasyon baskilanir.
Buna karsin, CHOP promotorii aktive edilir. PERK aktivasyonu baslangicta
koruyucudur ve orta diizey stres sirasinda sagkalim i¢in olduk¢a dnemlidir. Bununla
birlikte, PERK aktivasyonu, ayni zamanda, sagkalim sinyalinden 6liim sinyaline gegisi
kontrol eden CHOP (Bcl-2 downregulater)’un indiiklenmesini de saglar (Sekil 2.9)
(Szegezdi vd., 2006, s. 880).

Diger taraftan, ER stresi sonucu ER’den golgiye transfer olduktan sonra
diizenlenmis hiicre i¢ci membran proteolizi (Golgi cisimcigindeki serin 1 proteaz ve serin
2 proteazlar tarafindan) geciren ATF6 aktive olur. ATF6’nin golgi cisimciginde
pargalanan sitoplazmik domainleri gekirdege girer ve GRP78, CHOP and XBP1 gibi
UPR hedeflerinin gen transkripsiyonlarini diizenler (Brown vd., 2000, s. 391; Ye vd.,
2000, s. 1355).

2.1.3. Sfingolipidler ve kanser iliskisi

Sfingolipidler, lipid ailesinden olan, lipid tabakasinin 6zellikle lipid yiginlarinin
akiskanligindan sorumlu olup ve alt domainlerdeki 6nemli yapisal rolleriyle bilinen
temel sfingoid yapisina sahip, sphingomyelin, seramid, sfingosin ve sfingosin-1 fosfat
(S1P)’dan olusmaktadir. Sfingolipid metabolizmasinin ve fonksiyonlarinin {izerine son
zamanlarda gergeklestirilen biyokimyasal ve molekiiler ¢aligmalar, bu sfingolipidlerin
ayn1 zamanda efektdr molekiiller olarak fonksiyon gdstermekle birlikte, agonistler
aracili sinyal iletimi ve inflamasyon, hiicre proliferasyonu, apoptoz, anjiyogenez ve
transformasyon gibi pek ¢ok hiicresel siireglerin diizenlenmesinde 6nemli roller aldigini

gostermistir (Furuya vd., 2011, s. 567; Ryland vd., 2011, s. 138).
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Sfingolipidler, seramidazlar, seramid sentazlar, sfingosin kinazlar (SK) ve
sfingosin-1 fosfatazlar gibi enzimlerin fonksiyonlar1 ile metabolik olarak iliskilidir.
Normal hiicresel fonksiyonlarda ve hastaliklarda onemli olan ve metabolik olarak
birbiriyle iliskili biyoaktif lipid mediyatorler agini olustururlar (Ogretmen ve Hannun
2004, s. 604).

2.1.3.1. Seramid, sfingosin-1 fosfat ve sfingosin kinazlar

Hiicre farkilasmasi ve hiicre 6liimiindeki rollerinden 6tiirii, seramid kanserde en
¢ok caligilan, sfingolipid yolagindaki merkezde olan biyoaktif bir lipiddir. Seramid,
sfingosin ve bir yag asidinden (De novo sentezi) meydana gelmektedir. Bir kere
tiretildiginde, seramid hiicrede birikim gosterebilir. Seramid, daha az toksik formlarina
da metabolize edilebilir. Seramidden, sfingomiyelin sentaz ile sfingomyelin elde edilir.
Diger yandan nétral veya asit seramidaz ile deasitilasyon sonucu sfingosin olusabilir.
Bu da SK’lar tarafindan sfingosin-1 fosfata (S1P) fosforilize edilebilir (Sekil 2.10)
(Reynoldsa vd., 2004, s. 169; Ryland vd. 2011, s. 138).

Son yillarda, sfingolipid metabolitlerinden biri olan S1P'nin ¢esitli hiicresel
stireglerin diizenlenmesinde gorev aldigi bilinmektedir (Spiegel ve Merril 1996, s.
1388).

S1P, seramid metabolizmasinin bir triiniidiir. Kanserli hiicrelerin ¢ogalmasinda
etkili oldugu ve hiicresel apoptozu engelledigi gosterilmistir. S1P, sfingosinin sfingosin
kinaz 1 ve 2 (SK:1 ve SKpy) tarafindan fosforilasyonu ile meydana gelir. Bir¢ok
caligmada, SK1 / S1P'nin tiimor artirict etkili molekiiller oldugu gosterilmis ve farkli
kanser ve tiimor dokularinda bu molekiillerin artmis diizeyde oldugu gosterilmistir. S1P
tiretiminden sorumlu enzim olan SK1’in, solid tiimérlii hastada (6rnek; glioma gibi) asiri

eksprese oldugu agiklanmigtir (Waarde vd., 2010, s. 3519).
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Sekil 2.10. Sfingolipid metabolizmasi ve homeostaz (http-8).

Sfingolipid ailesinden (D-eritro-sfingosin, sfingamin) gelen endojen aminler,
sigma-1 reseptoriine mikromolar alti konsantasyonlarda afinite ile baglanir, ancak
sigma-2 reseptor proteinine baglanmazlar. Bu gibi bilesiklerin fosforile bigimi olan
S1P’nin her iki sigma reseptorii (Sigma-1 ve sigma-2) alt tipi i¢in de 6nemsiz afiniteye
sahip oldugu agiklanmistir (Waarde vd., 2010, s. 3522).

Bir¢ok agonist biiyime faktorleri, hormonlar, pro-inflamatuar sitokinler,
lipopolisakkarid, IgE ve IgG reseptorlerinin aktivasyonu ve bir¢ok G proteini aracili
reseptor ligandi da dahil olmak {izere SK1'i aktive eder. SK1, esas olarak sitozoliktir ve
hiicrenin sagkaliminda aracilik eder. Oysa SK> biiylimeyi inhibe edici 6zellikte olup,
SK2’nin apoptozu arttirdigr gosterilmistir. Niikleer lokalizasyon sinyaliyle uyumlu
olarak, cekirdekte SK SI1P iireterek gen transkripsiyonunu diizenler. Kanser hiicre
hatlar1, artmis SKi1 ekspresyonu gosterir ve sagkalim, biiylime i¢in SKi'e bagimhidir.

Ornegin, mide kanseri, akciger, beyin, kolon, bobrek ve meme kanseri ve non-Hodgkin



lenfomalarda SK: mRNA transkript ve SK: proteininin gen ifadesi artis gostermistir
(Hait, 2009, s. 1254; Anelli vd., 2008, s. 3365; Pyne vd., 2012, s. 94).

SIP ile uyarilan Ca*?> mobilizasyonu bilimsel ¢alismalarda gosterilmistir. Bu
calismalarda, S1P'nin dolayli olarak hiicre ici Ca*? havuzuna etki ettigi ve bunun
sonucunda IP3 ve PLC'yi etkileyerek Ca*? mobilizasyonunun gozlendigi bildirilmistir.
Swiss albino 3T3 fibroblastlarinda S1P’nin, sitozolik serbest kalsiyumu arttirdig
gosterilmistir. Hiicre i¢i serbest kalsiyumdaki bir miktar artisin, ¢esitli biiylime
faktorlerine yanit olarak mitojenezin indiiksiyonu i¢in 6nemli oldugu gosterilmistir.
S1P'nin kalsiyum mobilize edici etkileri genellikle G-protein bagl reseptorler (GPCR)
ile aracilidir ve S1P’nin S1PR15 olarak bilinen bes hiicre yilizeyi reseptoriiniin dogal
ligand1 oldugu bildirilmistir (Mattie vd., 1994, s. 3181; Itagaki ve Hauser, 2003, s.
27540).

S1P’nin G protein aracili reseptorlere baglanmasini takiben PLC aktivasyonu ve
IP3s/DAG olusumu, sonrasinda ER’deki IP3 bagimli kalsiyum reseptorlerinden
salgilanan sitozolik kalsiyum seviyesinde artis gozlenir ve buna bagh olarak S1P ye
doniisen sfingosinlerin sayisinda azalma gozlenir. Kalsiyum depolarini tekrar dolduran
sfingosininin azalmasina bagl ortaya ¢ikan negatif feedback etkisi gézlenir ve kalsiyum
homeostazi saglanir (Sekil 2.11) (Spiegel ve Milstiens 2002, s. 25851; Liu, vd., 2000, s.
951).
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Sekil 2.11. S1P aracili kalsiyum diizenlenmesi (Spiegel ve Milstiens 2002, s. 25851).

2.1.4. Sigma reseptorleri ve kanser

Sigma reseptorleri, ER’nin lipid zar tabakasmna gomiili halde bulunan,
mitokondri iligkili ER membran domaini ile mitokondriyle etkilesime giren bir saperon
proteinidir. GRP78 / BiP (bir ER saperonu) ile kompleks olusturur. Sigma reseptorii ilk
olarak bir opioid reseptdrii olarak tanimlanmis ancak daha sonra gesitli ilaglar1 baglama
yetenegi ile tanindigi igin ayr1 bir farmakolojik yap1 olarak tanimlanmistir. Sigma
reseptoriiniin sigma-1 ve sigma-2 olarak adlandirilan iki alt tipi vardir ve tiglincii bir alt
tipi oldugu da belirlenmistir (Booth vd., 1999, s. 95; Ruscher ve Vieloch, 2015, s. 30).

Sigma-1 reseptorleri, 1996'da (kobay karacigeri, insan plasental kanseri, sican
beyni ve fare bobregi, gen isimleri: SIGMARI1 veya OPRS1) klonlanmistir ve genin
lokasyonu 9pl13'te yer almaktadir. Buna karsi, sigma-2 reseptorii proteini i¢in yiiksek
afiniteli ligand bulunmadigindan, sigma-2 reseptor geni klonlanamamistir. Sigma-1
reseptorlerinin molekiiler agirligi 25 kDa, bununla birlikte, sigma-2 reseptorlerinin ise

molekiil agirhgr >21,5 kDa'dir. Endoplazmik retikulumda diger bilinen memeli
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proteinleri ile higbir benzerligi olmayan bir sekilde baglanmis haldedir ve klasik bir
reseptor ailesiyle herhangi bir benzerligi bulunmamaktadir. Sigma reseptorleri, hiicre
zar1, endoplazmik retikulum, mitokondriyel membran, niikleer zarf ve lizozomlarda yer

alirlar (Zeng vd., 2007, s. 6708; Wheeler vd., 2000, s. 1223).

Sigma-1 reseptorlerinin transmembran proteinler oldugu ve translokasyon
yapabildikleri gosterilmistir. Endoplazmik retikulumun tizerindeki sfingosin agisindan
zengin lipidlerin igine lokalizedir. Sigma-1 reseptorlerinin ER'den plazma membranina

translokasyonu oldugu bildirilmistir (Mavlyutov ve Ruoho, 2007, s. 3).

[ ]
NMDA Reseptirii

Sigma
reseptirii

Mitokondri

Sekil 2.12. Sigma reseptor aktivasyonu sonucu ger¢eklesen sinyal iletim yollar: (Zamanillo vd 2013, s.
78).

Sigma reseptorleri, meme, akciger ve prostat kanseri hiicrelerinde yiiksek
yogunlukta bulunmustur ve bu bulgular bu reseptorlerin tiimor bliylimesinden sorumlu
oldugunu agiklamistir. Ayrica, sigma reseptor ekspresyon derecesi ile tiimor agresifligi
arasinda bir baglanti oldugu, yiliksek metastatik potansiyeli olan kanser hiicrelerinde
sigma reseptorlerinin fazla oldugu bildirilmistir. Merkezi sinir sisteminde néronda hem
de gliada eksprese olan sigma reseptorleri, 6zellikle sigma-1 reseptor alt tipi, kansere
bagl bircok biyolojik mekanizmay1 modiile edebilen, hiicre i¢i proteinlerin bir sinifidir

(Rui vd., 2016, s. 649).
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Sigma-1 reseptdriiniin en goze carpan etkisi, Ca™, K*, Na*, CI" ve IP3
reseptorleri de dahil olmak iizere, voltaj duyarli ve ligand kapili iyon kanallarinin
diizenlenmesinde rol oynamasidir. Dahasi, sigma-1 reseptorii, immiinoglobiilin proteini/
78 kDa Glikoz-bagl protein (BiP/GRP78) gibi ER’de bulunan saperonlar ile etkilesime
girerek, katlanmayan proteinlerin asir1 birikiminin neden oldugu ER-stresinin sensorii

olarak gorev yapmaktadir (Sekil 2.12) (Rossi vd., 2011, s. 6210).

Bir ER saperonu olan BiP'in sigma-1 saperon proteini ile birlesmesi, sigma-1
reseptoriiniin saperon aktivitesini diizenlemektedir. BiP ile kompleks olusturan sigma-1
reseptorti etkisiz durumundayken, BiP'den ayrilmis haldeki serbest sigma-1 reseptorii
maksimum saperon aktivitesi gostermektedir (Hayashi ve Su, 2007, s. 596). Ayrica,
hiicre membraninda bulunan voltaj kapili kalsiyum iyon kanallar1 ile sigma reseptorleri
arasindaki iligkiler gosterilmistir. Buna gore, sigma reseptorlerinin aktivasyonu ile
yiiksek voltaj kapili kanallar1 bloke olmakta ve kalsiyum influksu baskilanmaktadir.
Sigma reseptorlerini antagonize eden bir ligand kullanildiginda ise, voltaj bagimli Ca*?
kanallarinin blokaj etkisi ortadan kalkar ve kalsiyum iyonlarmin hiicreye girisi

potansiyelize edilmektedir (Sekil 2.13) (Mueller vd., 2013, s. 21).

Sigma reseptorleri ligandlar1 ayrica, ligand kapili bir iyon kanali olan NMDA

reseptorlerini aktive ederek, kalsiyumun sitoplazmaya gegisini potansiyelize edebilirler.
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Sekil 2.13. ER stresinde sigma-1 reseptior agonistlerinin olast bir mekanizmas: (Hashimoto, 2015, s. 6)

Sekil 2.13’de goriildiigii iizere oksidatif stres, inflamasyon, Ca®
homeostazindaki bozukluklar, yanlis katlanmis proteinler, ve katlanmamis proteinlerin

birikimi gibi fizyolojik ve patolojik kosullar ER stresine neden olurlar.

Sigma reseptorlerinin sinyal iletim mekanizmalar1 hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. Beyinde ve kalpte sigma-1 reseptoriiniin hiicre i¢i kalsiyum modiilator
proteini gibi islevi oldugu bildirilmistir Ayrica sigma-1 reseptor ligandlarinin
(haloperidol, progesteron), bilinmeyen mekanizmalar yoluyla MCF-7 hiicreleri,
melanoma, kolon kanseri ve glioma hiicre hatlar1 dahil olmak iizere neoplastik timor
hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ettigi bildirilmistir (Wang vd., 2004, s. 205). Ilaca bagh
olarak, hiicre i¢i kalsiyum [Ca'?] artist gozlenir ve apoptoz sonucu hiicresel
proliferasyon da azalir. Hiicresel bu etkilerin, kanser hiicrelerinde sitotoksik etkiler
yaptig1 ve kaspaz bagimli apoptotik etki yapabilecegi One siirlilmiistiir. Ayrica bu
mekanizmalar, hiicre dongiistiniin bozulmasini (6zellikle G1 fazinda durdurmak),
kalsiyum homeostazindaki degisiklikleri ve sfingolipid sinyal yolundaki etkileri de
igerir (Crawford vd., 2002, s. 207; Azzariti vd., 2006, s. 1807). Bir baska ¢alismada,
kanser hiicrelerinde, sigma-1 reseptor antagonistlerinin, ER stresi uyandirdigi
gosterilmistir. Hiicrelerde, sigma antagonistleri, PLC aktivasyonuna aracilik eden
sitosolik kalsiyumda hizli bir artis sonucu IP3 reseptor aracili Kalsiyum kanal

aktivasyonuna neden oldugu agiklanmistir (Spruce vd., 2004, s. 4882).

Sigma-1 reseptorleri, cesitli tipte farmakolojik bilesiklere baglanir. Sigma
reseptorlerine  olan ilk ilgi, antipsikotik ilaclarin  potansiyel rollerinden

kaynaklanmaktadir. Bunun temel nedeninin, sigma-1 reseptorlerinin haloperidol gibi
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tipik noroleptiklerden ¢oguna, kokain ve metamfetamin gibi psikotomimetik aktiviteye
neden oldugu bilinen bilesimlere olan yiiksek afinitelerinden kaynaklanmaktadir. Ayrica
sigma-1 reseptorleri, D-L-pentazosin, D-L-SKF-10,047 gibi benzomorfanlar1 ve
endojen norosteroidleri ve sfingolipidleri kendine baglarken, sigma-2 reseptorleri bu

bilesikler i¢in diisiik afiniteye sahiptir (Bowen, 2000, s. 231).

Sigma-1 reseptorleri, sitoprotektif veya sitotoksik etkiler ortaya ¢ikarmaktadir.
Sigma-1 reseptor agonistleri iskemi, seker hastaligi, inflamasyon sonucu meydana gelen
oksidatif stresin 6nlenmesinde ve hiicrenin sagkaliminda etkili olurken sigma-1 reseptor
antagonistleri  timor  hiicresinin - sagkalimint  engelleyerek  hiicre  dlimiinii
indiiklemektedir. Sigma reseptorlerini etkileyen ilaglar tarafindan tetiklenen bazi
morfolojik degisiklikler, hiicre o6liimiiniin nekrotik bir mekanizmasindan ziyade
apoptotik olduguna isaret etmektedir. Sigma ligandlarinin (pregnenolon, testosteron, D-
eritro-sfingosin, sfingamin, 3H-pentazosin) giiclii antikanser Ozelliklerine sahip
olduklari, kanserli olmayan dokular iizerinde sadece kiiciik etkiler yaptiklar
gosterilmistir. Fibroblastlar, epitel hiicreleri ve hatta reseptor agisindan zengin ndronlar
gibi birka¢ normal hiicre tipi, sSigma antagonistlerinin apoptotik etkilerine karsi direngli
olmasina ragmen, lens epiteli ve mikrovaskiiler endotel hiicreleri gibi otokrin sagkalim
yolunu kullanan hiicreler, sigma antagonistlerine karsi tiimor hiicreleri kadar duyarlhidir.
Uzun ikiye katlanma siirelerine (6rnegin, 32 saat) sahip olan hiicre hatlarinin, sigma
ligandlar ile tedavide, daha kisa ikiye katlanan hiicrelere (6rnegin, 15 saat) gore daha
direngli olduklar1 gosterilmistir (Narayanan vd., 2011, s. 79; Waarde vd., 2010, s. 3525).

2.1.4.1. Rimkazol

Rimkazol sigma reseptdr antagonist fonksiyonu olan bir karbazol tiirevidir.
Bilesik, gelismis bir yan etki profili ile yeni bir antipsikotik olarak 1980'li yillarinda
kesfedildi. Bununla birlikte, daha sonraki klinik arastirmalar, sizofreni hastalarinda
rimkazoliin etkinlikten yoksun oldugunu ortaya koydu. Bir sigma reseptor antagonisti
olmasma ek olarak, rimkazol, dopamin, NMDA, serotonin ve opioid reseptorleri i¢in
zay1f da olsa bir baglanma afinitesine sahiptir. Rimkazol, periferik organ deneylerinde
hem agonist hem de antagonist olarak kullanilmistir. Yapilan bir ¢alismada, rimkazoliin,

antagonist etkilerinin diisiik konsantrasyonda (<10 uM) gézlendigi, buna karsin yiiksek
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konsanrasyonlarda ise daha ¢ok agonist etkili oldugu gosterilmistir (Happy vd., 2015, s.
683; Gilmore vd., 2004, s. 1).

Bir ¢alismada, sigma-1 antagonisti olan rimkazol ile kombinasyon halinde
kullanilan timor baskilayici adenoviriis p53'in meme kanseri hiicrelerinde apoptozu
indiikledigi agiklanmistir. Timor baskilayici p53, normal hiicrelere veya dokulara zarar
vermeden farkli kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleme yetenegine sahiptir. Yapilan
baska bir ¢calismada ise rimkazoliin A375M human melanoma hiicrelerinin biiylimesini

inhibe ettigi bulunmustur (Happy vd., 2015, s. 683; Rybczynska vd., 2013, s. 3).

Bazi galigmalarda, minimal yan etkiler ile kanser hiicrelerini 6ldiirmek igin
sigma ligandlarinin potansiyelleri vurgulanmistir. Rimkazol ile yapilan bir baska
calismada C6 sigcan glioma hiicresi de dahil olmak iizere bircok hiicre hattinda, sigma-1
reseptOr antagonisti veya sigma-2 reseptor agonisti yiiksek konsantrasyonlarda (20-100
uM) uygulandiktan sonra hiicre 6liimlerinin oldugu goézlenmistir. Hiicre kiiltiiriindeki
C6 glioma hiicrelerine sigma antagonistlerinden rimkazol (ICso, 86 uM), haloperidol
(ICs0, 215 uM) veya AC915 (ICsop, 110 uM) uygulandiginda, 24 saat sonra
konsantrasyona bagimli inhibisyonlar belirlenmistir. Ancak, diisik konsantrasyonlarda,
hiicresel proliferasyonlarinda 6nemli bir azalma meydana gelmemistir (Rybczynska vd.,

2008, s. 2049).

Hematolojik malign tiimorlerin tedavisinde sigma reseptdr antagonistinin
etkisini aragtirmak i¢in rimkazol kullanilmstir Malign hemopoetik hiicre (HL60, K562
ve OPM) hatlarinda, rimkazol, konsantrasyon bagimli hiicre 6limiine yol agmustir.
Rimkazoliin indiikledigi hiicre o6liimiiniin, apoptotik oldugu gosterilmistir. Rimkazol
ayni zamanda standart bir koloni formasyon deneyinde HL60 ve K562 hiicre hatlar ile
koloni olusumunu konsantrasyon bagimli bir sekilde inhibe etmistir (Upadhye vd.,
2005, s. 2486).

2.1.4.2. SIRA (E-52862)

Yapisal formiilii 4-[2-[[5-metil-1-(2-naftalenil)-1H-pirazol-3-il]oksi]etil]
morfolin olan S1RA, oral yoldan kullanim i¢in aktif bir bilesiktir. Su anda ndropatik
agr1 i¢in faz Il klinik arastirmalarina giren segici bir sigma-1 reseptor antagonistidir ve

potansiyel olarak birinci simif bir analjezik adayidir. Sigma-1 reseptor antagonisti
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S1RA, sigma-1 reseptorlerine gore karsi yiiksek afiniteye ve miikemmel sigma-1
reseptOrii/sigma-2 reseptorii  segicilik oranina (>550) sahiptir. Diger reseptorler,
tastyicilar ve iyon kanallar1 i¢in baska Onemli bir etkilesme gostermez ve kan-beyin
bariyerini gegerek merkezi sinir sisteminde etkili bir sekilde sigma-1 reseptorlerine
baglanir (Romero vd., 2012, s. 2289). Biitiin bu 6zellikler, sigma-1 reseptdrlerinin agri
tizerinde oynadigi rolii aragtirmak i¢in SIRA'yr uygun bir farmakolojik ajan olarak
gostermektedir. SIRA’nin bir¢ok hayvan agr1 modellerinde etkili oldugunu gostermistir
(Vidal-Torres vd., 2014, s. 484).

Klinik oncesi ¢aligmalarinda, SIRA’nin doza bagimli olarak formaline bagh
nosisepsiyon, kapsaisin kaynaklt mekanik asir1 duyarlilik ve sinir hasarina bagh
mekanik ve termal asir1 duyarliligi inhibe ettigi de gosterilmistir. Klinik 6ncesi bulgular
hem sefalik (trigeminal) hem de ekstra-sefalik néropatik agrinin kronik tedavisi i¢in
sigma-1 reseptér antagonistlerinin  (6rnek; SIRA) potansiyel kullanimim
desteklemektedir (Romero vd., 2012, s. 2289; Gris vd., 2016).

Farmakolojik etkilerinden, sigma reseptorlerinin bloke edebildiginde antikanser
etkili olabilecegi muhtemel olup bu konuda daha énce SIRA’nin antikanser etkisi ile

iligkili bir ¢alisma yapilmamistir (Happy vd., 2015, s. 683).

Bu tez calismasinda, sigma reseptorleri antagonistleri (SLRA ve Rimkazol)
kullanilarak U87MG kanser hiicrelerinde antiproliferatif ve apoptotik etkiler
aragtirtlmistir. Kurulan hipoteze gore, saperon aktiviteli olan sigma reseptorleri bloke
olacag i¢in katlanmayan proteinlerin sayis1 artacak ve UPR yanitinda aksamalar olacak,
boylece stres yaniti tam anlamiyla olusturulamamis olacaktir. Yine sigma reseptorleri
bloke oldugu i¢in, IP3 reseptorleri aracili kalsiyum homeostazi bozularak hiicre ici
sitozolik kalsiyum artmis olacak ve mitokondriden sitokrom salgilanacaktir. Ortamda
artmaya baglayan kalsiyum iyonlari, antiapoptotik Bcl-2 ekspresyonunun sigma reseptor
blokajina bagli olarak azalmasindan ve sfingosinin sitozolde artmasindan daha da
artacak ve hiicre Olim siirecine girmis olacaktir. Kurulan bu hipotez, bu tez
calismasinda deneysel ve istatistiksel yontemlerle arastirilmis ve bulgular tartisilarak

sunulmustur.
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3. GERECLER

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler, ilaclar ve Malzemeler
U87MG hiicre hatt1 (ATCC®, Amerika Birlesik Devletleri)
Minimum Essential Medium Eagle (EMEM) (Sigma-Aldrich, Almanya)
Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma-Aldrich, Almanya)
Penisilin/Streptomisin (Gibco, Amerika Birlesik Devletleri)

12 kanall1 otomatik pipet (Axygen, Ingiltere)

Sarjli pipetor (Starlab, Almanya)

Tripan mavisi (Roche, Almanya)

Fluo-3 Suitable For Fluorescence, %70 (Sigma-Aldrich, Almanya)
Pluronic F-127 (ThermoFisher Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)
Kryotiip (2 mL) (Greiner bio-one, Amerika Birlesik Devletleri)
Phosphate Buffer Saline (PBS) (Invitrogen, Almanya)

MTT (Sigma-Aldrich, Almanya)

Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma—Aldrich, Almanya)

XCELLigence E-plate 16 (Roche, Almanya)

0,2 mL’lik PZR tiipii (Greiner bio-one, Amerika)

LightCycler® 480 SYBR Green I Master, (Roche, Isvigre)

10, 100, 1000 ve 5000 puL’lik otomatik pipetor (Eppendorf, Kanada)

10, 200, 1000 pL’lik mikropipet ucu (Greiner bio-one, Amerika Birlesik Devletleri)

12 kanalli otomatik pipet (Axygen, Ingiltere)
Kristal Viyole (Merck, Amerika Birlesik Devletleri)
BD Cytofix/Cytoperm™ (BD, Amerika Birlesik Devletleri)

15 ve 50 mL’lik santrifiij tlipleri (Isolab, Almanya)

25 cm?-75 cm?’lik hiicre kiiltiir flaski (Greiner bio-one, Amerika Birlesik Devletleri)

2 mL’lik Eppendorf tiip (Greiner bio-one, Amerika Birlesik Devletleri)
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6 ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakas1 (TPP, Isvigre)

Annexin V Fitc Apoptosis Detection Kit 100 test, cat no:556547 (BD Biosciences,
Amerika Birlesik Devletleri)

Cedex Smart Slide (Roche, Almanya)

Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma-Aldrich, Almanya)

Lamel (Isolab, Almanya)

L-glutamin (Sigma-Aldrich, Almanya)

S1RA-E52862 (Cayman Chemical, Item No: 16279, Amerika Birlesik Devletleri)
Rimkazol dihidroklorid (Tocris Bioscience, Ingiltere)

Tripsin-EDTA 10X (Pan, Biotch, Almanya)

3.2 Kullanilan Cihazlar

Cedex (Innovatis, Amerika Birlesik Devletleri)

Derin dondurucu (Altus, Tiirkiye)

DNA-RNA c¢alisma kabini HEPA/UV PZR (UVP, Amerika Birlesik Devletleri)
Akim sitometri cihazi (BD. Acuri C6, Amerika Birlesik Devletleri)

Hassas terazi (Ohaus, Amerika Birlesik Devletleri)

Laminar Flow Kabin (Heal Force, Cin)

Light Cycler 480® (Roche, Isvigre)

MagNA Lyser (Roche, isvicre)

MagNA Pure Compact (Roche, Isvigre)

Masaiistii sogutmali santrifiij (Eppendorf, Almanya)

Mikro santrifiij (Hettich, Almanya)

HERAcell 150 Steril CO: inkiibatorii (Thermo Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)
NanoDrop 2000 Spektrofotometre (Thermo Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)
Otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya)
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PCR Thermal Cycler (Gradient PCR) (Takara, Japonya)

Su banyosu (Nuve, Tiirkiye)

Vorteks (Daihan, Giiney Kore)

Leica DM 300 Inverted mikroskop (Leica, Almanya)

Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader (Biotek, Amerika Birlesik Devletleri)

xCELLigence Gergek Zamanl Hiicre Analiz Sistemi (RTCA DP) (Roche, Isvigre)
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4. YONTEMLER
4.1. Deneylerde Kullanilan US7MG Hiicre Hatt1 ve Ozellikleri

Calismada kullanilan U87MG (glioblastoma; astrocytoma) hiicre hatti, HTB-
14™ kodu ile ATCC (American Type Cell Culture, Amerika Birlesik Devletleri) Hiicre
Bankasindan temin edilmistir. Insan US7MG hiicre hatt1, astrositoma hiicre kaynakli,
epitel kokenli bir glioblastomadir. 4. evre o6zelliginde olup malign Kkarakterdedir.
U87MG hiicreleri, % 10 fotal sigir serumu, % 1 penisilin-streptomisin, % 1 L-glutamin,
Eagle’s Minimum Essential Medium iceren 6zel besiyerinde % 5 CO>’li etiivde 37°C’de
kiiltiir ortaminda g¢ogaltilmistir. Cogaltilan hiicrelerin bir kismi, proje g¢aligmasinin

sonraki deneylerinde kullanilmak {izere stoklanmistir (Dikmen, 2017, s. 156).

4.2. Kullanilan Arag ve Gereclerin Hazirlanmasi
4.2.1. Kullanilan malzemelerin sterilizasyonu

Calismalarda kullanilacak cam ve metal malzemeler aliminyum folyolara saril
sekilde sterilizatérde kuru 1s1 ile 180°C’de 2 saat, siv1 soliisyonlar ise otoklavda 121°C,
1,5 atm/Hg’de 20 dakika steril edilmistir.

4.2.2. SIRA ve rimkazoliin konsantrasyonlarinin hazirlanmasi

Toz halindeki molekiiler agirliklar1 bilinen S1RA ve rimkazoliin belirli
hacimlerde dimetilstilfoksit (DMSO) iginde ¢oziilerek 100 mM konsantrasyonda ana
stoklar1 hazirlanmistir ve -20° C’de saklanmistir. Calisma sirasinda uygun oranlarda
diliie edilerek, en yiiksek ilag konsantrasyonu DMSO oran1 % 0,1 olacak sekilde farkli
calisma konsantrasyonlari hazirlanmistir. Hiicrelere medyum i¢inde % 0,1 oraninda

DMSO (¢oziicii) kontrol uygulanmustir.

4.2.3. Stoktan hiicre ¢ikarma

U87MG hiicreleri stoktan ¢ikartilip, Minimum Essential Medium Eagle
(EMEM) (% 10 Fotal Sigir Serum, % 1 Penisilin-Streptomisin, % 1 L-glutamin)

besiyerinde siispanse edildikten sonra, sanrifiij edilmistir. Uzaklastrilan siipernatanttan
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sonra besiyeri ile tekrar resiispande edilen hiicreler flasklarda, % 5 CO2 ve % 95 bagil

nemli inkiibatorde 37 °C de kiiltiire edilmistir.

4.2.4. Hiicre sayimlari

Deneylerde kullanilacak olan U87MG hiicreleri, tripsin-EDTA yardimiyla
kaldirild: (Tokiwa vd., 1979, s. 1). 5 mL besiyerinde siispande edildikten sonra da 1200
rom’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda ise, wuzaklastirilan
slipernatantin ardindan 1 mL besiyeri eklenmis tripan mavisi yardimiyla Cedex Smart
slaytlara aktarilarak Cedex XS (Innovatis) cihazi ile 1 mL’deki hiicre sayisi

hesaplanmustir.

4.3. MTT Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) yodntemi,
mitokondriyel aktiviteyi belirleyen MTT'nin canli hiicreler tarafindan formazan
kristallerine  doniistiiriilmesine dayanir. Cogu hiicre popiilasyonu i¢in total
mitokondriyel etkinlik, canli hiicrelerin sayisiyla iligkili oldugundan, bu yontem
ilaglarin hiicre hatlart veya primer hiicreler iizerindeki in vitro sitotoksik etkilerini
6lgmek i¢in yaygin olarak kullanilir (Van Meerloo vd, 2011, s. 237). Canli hiicreler
mitokondriyel dehidrogenaz enzim aktivitesine sahiptir. Sari renkli ve suda ¢dziinebilen
tetrazolyum tuzu (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolyum bromiir, MTT),
hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve siiksinat dehidrogenaz enzimi araciligiyla
tetrazolium halkas1 parcalanir, sar1 renkli MTT boyast suda ¢éziinmeyen koyu mavi-

mor renkli formazan tuzuna indirgenir (Sekil 4.1) (Stockert vd., 2012, s. 785).
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' MTT ilavesinden Mikroplaka okuyucuda
3 saat sonra 540 nm dalga boyunda
! :: E absorbans degerleri okunur.
Ty o ‘ /
. , e
Iy
Kuyulara MTT ilave edilir.
Kuyulara 100 pL
DMSO ilave edilir.

Sekil 4.1. MTT yénteminin sematik bir akig plan

4.3.1. Yontemin uygulanmasi

U87MG hiicreleri biiyiime besiyeri ortaminda 37° C* de % 5 CO2’li inkiibatorde
kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin yeterince c¢ogalip cogalmadiginin ve hiicre canliligin
degerlendirilmesinde, sayim yapilarak 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 5x10°
hiicre olacak sekilde besiyeri ortamina ekilmis ve hiicreler plakaya yapigmalari i¢in 24
saat inkiibasyona birakilmistir. DMSO’da ¢oziilerek hazirlanmis olan S1RA ve
rimkazoliin 100 mM stok soliisyonlarindan; S1RA icin 400, 300, 200, 100, 50 uM ve
rimkazol i¢in 100, 50, 25, 12,5, 6,25 uM olacak sekilde diliisyonlar yapilmigtir. 24 saat
sonra hiicrelere konsantrasyonlar uygulanmistir ve hiicreler 24 saat inkiibasyona

birakilmistir. Coziicii kontrol olarak besiyeri iginde % 0,1°lik DMSO kullanilmstir.

Inkiibasyon sonunda plakanin i¢indeki besiyeri atilmis ve kuyucuktaki hiicrelere
10 pL/100 pL oraninda MTT soliisyonu ilave edilerek, hiicreler 3 saat inkiibatorde
bekletilmistir. inkiibasyon sonunda MTT igeren besiyerleri atilarak, her kuyucuga 100
uL DMSO konulmustur. Plakalar, Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader’da 540
nm dalga boyunda absorbans degerleri alinarak, her bir konsantrasyon igin 8 tekrar (8
kuyucuk) olacak sekilde okunmustur. Kontrol kuyularinin absorbans degerleri
ortalamasi % 100 kabul edilerek ila¢ konsantrasyonlarmin % hiicre canlilik

degerlerindeki degisim hesaplanmistir.

37



4.4. Ger¢ek Zamanh Hiicre Analiz Sisteminde (RTCA-DP) Antiproliferatif

Etkinin Belirlenmesi

RTCA-DP cihaz1 teknolojisi, hiicrelerin e-plaka altindaki altin plakalarda
bulunan elektrotlardaki adhezyon miktarlarin1 6lgen, ger¢cek zamanli hiicresel bir
biyosensordiir (Kho vd., 2015, s. 199). RTCA ile hiicre ¢ogalmasi, sitotoksisite,
migrasyon, invazyon ve ko-kiiltiir caligmalar1 yapilabilmektedir. Bu cihaz, plakalardaki
altin kaplamali sensor elektrodlarindan gelen elektronik empedans okumasina
dayanarak islev goriir (Dikmen vd., 2017, s. 4726). Elektronik okumalar, hiicreler plaka
yiizeyine tutunurken, birbirinden ayrilirken meydana gelen empedans degisikligi
matematiksel algoritmalar yoluyla hesaplanarak hiicre indeks verileri elde edilir.
Zemine tutunan hiicrelerin sayisi ile cihazda veri alinmasi arasinda dogrudan bir iligki
vardir. Bu iliski, hiicre etkilesimlerinin kalitesinden ve her bir hiicre ile elektrotlar
arasindaki yapisma Ozelliklerden etkilenebilir (Sekil 4.2) (Moniri vd., 2015, s. 379;
Marlina vd., 2015, s. 5).

‘ e oF 33
L \ :\;l: ) ,q,;"-
e ‘ Hiicre Iki Hiicre
Sk Hicresiz  Hiicreli Hiicreli
Elektrotlar Elektrotlar Elektrotlar
] [ ] ]
G | )
Z=Z0 Z=Z Cell 1 Z=Z Cell 2
Sifir Degeri ~ Empedans iki kat empedans

Sekil 4.2. RTCA DP cihazi, elektrotlarin yerlestigi 3 plaka yuvast ve elektrotlarin tabanlarina yapisan

hiicre sayisina gore degisen empedans degeri arasindaki iligki (http-9.)

4.4.1. Yontemin uygulanmasi

Calismada kullanilacak e-plakalara, % 1 FBS ve % 1 penisilin/streptomisin
iceren 100 pnL. EMEM besiyeri eklenmis ve cihazda 1 dakikalik ilk okuma alindiktan
sonra, hiicre ekim islemine gecilmistir. Oncesinde hiicre sayis1 ve canliliginmn

belirlenebilmesi i¢in U87MG hiicreleri Cedex XS cihazinda sayilmistir. Her bir kuyuya
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100 pL besiyeri igerisinde 1x10* hiicre olacak sekilde hiicreler ekilmistir. Sonrasinda
plaklar cihaza yerlestrilmis ve cihaz caligtirilmistir. 24 saat sonra hiicreler belirli bir
hiicre indeksine ulastiktan sonra, cihaz durdurulmus, MTT sonuglarina gore
belirledigimiz SIRA ve rimkazoliin belirli konsantrasyonlar: (SIRA igin; 400, 300, 200
uM ve rimkazol i¢in; 50, 25, 12,5 uM) glioblastoma hiicreleri {izerine uygulanmistir
(n=6). Sonrasinda plakalar tekrar cihaza yerlestirilmis ve program kaldigi yerden devam
ettirilmistir. Proliferasyon egrisi sonraki birka¢ giin izlenmistir. Sonra da bu logaritmik
egrilerdeki bulunan noktalarin regresyon analizleriyle her iki ilacin da ICsp ve 1Cz2s

degerleri cihazin analiz programi kullanilarak hesaplanmaistir.

4.5. Koloni Formasyon Deneyi

Klonojenik (veya koloni formasyon) analiz 50 yildan fazla siiredir
kullanilmaktadir. Teknigi tanimlayan orjinal makale 1956'da yaymlanmistir (Nicolaas
vd., 2006). Koloni formasyon deneyi cogunlukla, sitotoksik ajanlarin ve diger
antikanser terapoétiklerin etkilerinin farkli hiicre hatlar iizerindeki koloni olusturabilme
yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Adhere olabilen hiicre hatlariyla
calisgilan klonojenik bu modelde, ti¢ farkli asama vardir. Sirasiyla, hiicre
stispansiyonunun hazirlanmas: ve plakalara diisiik yogunlukta ekimleri, hiicrelerin
sitotoksik ajanlarla belirli bir siire muamele edilmesi ve sonra da belirli bir siire (3
hafta) inkiibe edilen hiicrelerin goriintiileme islemi icin fiksasyon igleminin ardindan
tercihen boyama yardimiyla hiicrelerin goriintiilenmesi asamalaridir (Sekil 4.3) (Rafehi

vd., 2011).
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Sekil 4.3. Koloni formasyon deneyinin akisinin sematik olarak gosterimi

4.5.1. Yontemin uygulanmasi

Calismada U87MG hiicreleri, EMEM besiyerinde c¢ogaltilip, Cedex cihazinda
sayildiktan sonra, 96’l1 plakalara her plakada 250 hiicre/100puL olacak sekilde
ekilmistir. Hiicrelerin yapismasi i¢in 24 saat beklenildikten sonra, SIRA ve rimkazoliin
azalan konsantrasyonlar1 (S1RA igin; 400, 300, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 uM
ve rimkazol i¢in 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,39 uM) seklinde
hazirlanmistir.  Konsantrasyonlar MTT yontemine gore hazirlanmistir. Besiyeri,
hiicreleri kaldirmadan dikkatlice ¢ekildikten sonra, taze besiyeri ile hazirlanan
konsantrasyonlar plakadaki kuyucuklara eklenmistir. Inkiibatér % 5 CO; igermekte
olup, bagil nem % 95 oraninda tutulmustur. Ciinkii inkiibasyona 3 hafta siireyle
birakilan hiicrelerin besiyerlerinin buharlasmamasi1 olduk¢a onemlidir. Inkiibasyon
sliresinin ardindan, olusan kolonileri goriintiilemek i¢in invert bir 1s1tk mikroskop
kulanilmistir. 2xX ve 4x mikroskop biiyiitmesi ile goriintiileme islemi yapilmistir.
Fotograflanan hiicre kolonileri i¢in tercihen boyama islemi de uygulanabilir. Bunun i¢in
25 puL kristal viyole (592-638 nm) i¢ine % 50 metanol ve % 50 distile su olacak sekilde
bir karisim hazirlanmig, 15 dakika boya karisimda tutulan hiicreler, su ile yavasca
yikanmig ve kurumaya birakilmistir (Munshi vd., 2005, s. 21; Franken vd., 2016, s.
2315).
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4.6. Akim Sitometri ile Yapilan Deneyler

Akim sitometrisi, bir 151k kaynaginin 6niinde hiicreleri (veya baska pargaciklari)
tek tek akarken hiicrelerden gelen, sinyalleri saptayan ve bunlar birbiriyle iliskilendiren
bir aractir. Sagilim dedektorlerinden 6n ve yan sagilim kanallar1 (FSC ve SSC),
sirasiyla hiicrelerin biiyiikliikleri ve graniile olabilme yetenekleri agisindan dagilimlarini
ayarlar ve analiz ederler (Gupta vd., 2011, s. 179). Hiicrelere veya pargaciklara, dalga
boylaria gore emisyonlarin1 géstermelerine yardimer olan diger sar1, kirmizi ve yesil
dalga boylarindaki 1simalar1 kaydeden 3 adet floresans kanal vardir. Sonugta, akim
sitometrisi hiicrelerin kendilerine has olan pek ¢ok karakteristik 6zelliginden elde edilen
verileri ve floresans 6zellikteki kanallar1 kullanarak, analiz eder (Sekil 4.4) (Wilkerson,
2012, s. 53).

Hiicreler, akim sitometri analizi i¢in hiicre siispansiyonlari olarak hazirlanir. Bu
durum, lazer 1sminin Oniinden gecen hiicrelerin tek tek analiz edilmesini saglar.
Hiicrelerin tek tek, dogru ve kesintisiz olarak akigini saglamak icin yiizey gerilimini
diistiriicti 6zellikte olan sheath sivisi ile hiicreler tankta muamele edildikten sonra 15181n

ontinden gegerler (Jaroszeski ve Radcliff, 1999, s. 37).

Sheath
Sivis1
Hiicreler Bilgisayar
\ Sheath sivisi ile \
N— hiicreler birlesirken

yiizey gerilimi diisiiyor.

Lazer

.

Florosan

Kanallar
SS (Side Scatter)
lazerden gegtigi IS (Forward  Dedeleord
gegtis Scatter) Dedektorii
nokta

Sekil 4.4. Akim sitometri cihazimin ¢alisma prensibinin sematik goviiniimii
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4.6.1. Annexin-V/PI yontemi ile apoptotik etkinin belirlenmesi

Yontemin temelinde saglikli  hiicre zarlarinin  i¢  kisminda  bulunan
fosfatidilserinin apoptotik hiicrelerde hiicre zarinin par¢alanmasi ile birlikte hiicrenin dis
kismina ¢ikmasi ve bir isaretleyici ile floresans boya yardimiyla goériintiilenmesi vardir.
Hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde membran lipidlerinden biri olan fosfatidilserin
bulunmaktadir. Apoptoz basladiginda, normalde i¢ yiizde yerlesmis olan fosfatidilserin
molekiilleri hiicre zarmin dis yiiziine transloke olurlar (Cummings vd., 2012). Bu yer
degistirme hiicre membran biitiinliigliniin bozulmadig1 apoptotik hiicre Sliimiiniin erken
donemlerinde meydana gelir. 36-kDa’luk kalsiyum baglama proteini olan Anneksin V,
hiicrenin dig yilizeyine yerleserek fosfatidilserine baglanabilir ve floresans bir madde
(6rnegin, FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale getirilmektedir (Crowley
vd., 2016).

Propidyum iyodid (PI) ise, DNA’ya baglandigindan, membran: tamamen
bozulmus apoptotik ve nekrotik hiicrelerin tespitinde kullanilmaktadir (Rieger vd.,
2011, s. 2597). FITC ve Annexin-V’in hiicre yiizeyindeki fosfatidilserine baglanma
orani, akim sitometri ile dlgiilebilmektedir. Annexin V-FITC (green fluorescence) ve
nekrotik ¢ekirdek boya olan propidyum iyodid (PI) (red fluorescence) ile ayni zamanda
boyanan hiicreler, sirasiyla; canli hiicreler (Annexin-V-/Pl-), erken apoptotik hiicreler
(AnnexinV+/PI), ge¢ apoptotik hiicreler (Annexin-V+/PI+) ve nekrotik hiicreler
(Annexin-V- /Pl +) seklinde birbirinden ayrilir (Dikmen vd., 2011, s. 749).

4.6.1.1. Yontemin uygulanmast

Calismada, Annexin V FITC Apoptosis Detection Kit (Katolog no: 556547, BD)
protokolii uygulanmigtir. U87MG hiicreleri % 10’luk FBS ve % 1 Penisilin-
Streptomisin ve L-glutaimn igeren EMEM besiyeri ortaminda, 37°C’ de % 5 CO:
inkiibatériinde kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin yeterince ¢ogalmasi beklendikten sonra
hiicre sayrmi1 yapilmstir. 6 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 15x10* hiicre olacak
sekilde besiyeri ortaminda ekilmistir. 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda, o©nceden belirlemis oldugumuz rimkazol ve S1RA ICsp ve ICqs
konsantrasyonlari hiicreler lizerine uygulanmistir. Kontrol grubundaki hiicrelere de %
0,1 oraninda DMSO iceren besiyeri uygulanmistir. Ilag uygulamasini takiben plakalar
24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siireleri sonunda her bir 6’lik
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kuyucuktaki hiicreler kaldirilarak 1200 rpm’de 5 dakika satrifiij edilmis ve supernatant
uzaklagtirllmistir. Hiicre kayb1 olmamasina 6zen gosterilmistir. 100 pL soguk PBS ile
stispanse edilen hiicreler, 5 uL Annexin-V ve 5 uL Pl boyast iceren viallere
aktarilmistir. 15 dakika sonra ise 400 puL baglama tamponu ile ilave edilmistir. Daha
sonra akim sitometri cihazinda apoptotik etkileri degerlendirmek {izere analiz

yapilmustir.

4.6.2. Kaspaz-3 aktivasyon yontemi ile apoptotik etkinin belirlenmesi

Kaspazlar, hiicre 6lim mediatorleri igerisinde yer alan apoptozdan sorumlu
proteinlerdir. Kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 ile etkilesim halindedir. Kaspaz-3, bir
olim proteaz enzimidir ve pek ¢ok proteinin spesifik yikilimindan sorumludur.
Kaspazlarin apoptozdaki rolleri tiim ayrintilariyla hala aydinlatilamamisir. Kaspaz-3
aktivasyonununa neden olan yolaklar, kaspaz-9 fonksiyonundan ve mitokondriyel
sitokrom ¢ salinnmindan bagimli ya da bagimsiz olmalart agisindan ikiye

ayrilabilmektedir (Porter ve Jaenick 1999, s. 99) (Engiir ve Dikmen, 2017, s. 391).

Kaspaz-3 aktivasyonu apoptoz yolaklarinin en 6nemlilerinden biridir ve biitiin
hiicre tiplerinde apoptotik kromatin yogunlagsmasi ve DNA fragmentasyonuna neden
olur. Hiicrelerdeki kaspaz-3 aktivitesi immiinositokimya, akim sitometri ve Western-
blot yontemleri ile belirlenebilmektedir. Bu c¢alismada kaspaz-3 aktivitesi akim

sitometri yontemi ile degerlendirilmistir (Slee vd., 2001, s. 7320).

4.6.2.1. Yontemin uygulanmasi

Analiz i¢in “BD Pharmingen™ PE Active Caspase-3 Apoptosis kiti (550914)”
kullanilmistir. US7MG glioblastoma hiicreleri 6’11 plakalara her kuyuda 15x10* hiicre
olacak sekilde ekilmistir. 24 saat inkiibasyon siiresinin ardindan, hiicrelere SIRA ve
rimkazoliin ICso Ve ICzs konsantrasyonlart uygulanmistir. 24 saat inkiibasyon sonunda,
kaspaz-3 aktivasyon yontemi kit prosediiriine gore; hiicreler soguk PBS ile 2 kez
yikanmistir. Ardindan 20-25 dakika soguk buz banyosunda donmasina izin vermeyecek
bicimde, kaspaz-3 antikorunun hiicrelere girebilmesi i¢in, hiicreler BD™
Cytoperm/Cytofix soliisyonu ile permeabilize edildikten sonra, hiicreler BD™ Perm

Wash yikama soliisyonu ile 2 kez yikanmistir. Sonrasinda, 20 pL/10° hiicre olacak
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sekilde kaspaz-3 antikoru igeren 100 pL perm wash soliisyonu igersinde hiicreler 30
dakika oda sicakliginda yikanmis ve bekletilmistir. Sonrasinda hiicreler yine perm wash
ile 2 kez yikanmis ve akim sitometri cihazinda kaspaz-3 aktivasyonu Olgiimleri

yapilmustir.

4.6.3. Fluo-3 yontemi ile hiicre i¢i kalsiyum analizi

Kalsiyum sinyal iletimi, kompleks bir silire¢ olup hiicre sagkalimi ve hiicre
olimii ile iliskilidir. Endoplazmik retikulum hiicre i¢i kalsiyumun ana deposudur.
Kalsiyumun sitoplazmaya salinimi ER membraninda lokalize olan IP3 reseptorleri
tarafindan kontrol edilir. Ca*? sinyal iletiminin, hiicre 6liimiiniin baslatilmas1 ve
gerceklesmesinde onemli bir role sahiptir. Ayrica, erken déonem nekrozda ve apoptotik
slireglere neden olan temel mekanizmalarda, hiicre i¢i bozulan kalsiyum homeostazinin

onemli etkisi vardir (Orrenius vd., 2003, s. 552).

Apoptotik siire¢ dahilinde baz1 mediyatorler (IP3, PLC, sitokrom c) aracilig ile
gergeklesen ER-Mitokondri-Sitoplazma aras1 kalsiyum kaskatinin baslatict etkilerden
biri olan hiicre i¢i sitozolik kalsiyum miktarinin artmasinda, sigma-1 reseptor
antagonistleri ve sigma-2 reseptor agonistleriyle iliskili ¢aligmalar yapilmistir (Spruce
vd., 2004, s. 4875; Hanson vd., 2004, s. 933). Bu calismada ise, sigma-1 reseptor
antagonistlerinden S1RA ve rimkazolin U887MG hiicre hattinda, apoptotik siiregleri
tetiklemede etkenlerden biri olan hiicre igi sitozolik kalsiyum miktarina etkileri
arastirtlmistir (Merritt vd., 1990, s. 513).

Fluo-3 ve Fluo-3/AM, hiicre i¢i kalsiyumun (Ca*?) floresans bir indikatorii
olarak kullanilir. Fluo-3 (506-526 nm), goriiniir 1s1k uyarimini (488 nm'de ¢alisan argon
lazer kaynaklar1 ile uyumlu) kullanarak konfokal lazer tarama mikroskopisi ve akim
sitometri i¢in kullanilabilir. Fluo-3 ve Fluo-3 AM’nin hiicrelere uygulanma prosediirleri
farklilik gostermektedir. Ayrica pH ve sicaklik da bu siireci etkilemektedir (Tretyn vd.,
1997, s. 41). Bu c¢alismada, hiicrede serbest kalsiyumlara baglanabilen ve kalsiyuma
baglandiginda parlakligi yaklasik 40 kat artan bir floresans boya olan Fluo-3’iin % 70
safliktaki tuz formu kullanilmistir. Bu ¢alismada, U87MG hiicrelerindeki sitoplazmik
kalsiyumun S1RA ve rimkazoliin farkli konsantrasyonlarina bagh kalsiyum degismeleri

akim sitometri cihazinda belirlenmistir.
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4.6.3.1. Yontemin uygulanmasti

U87MG hiicreleri 6’l1 plakaya ikiye katlanma sayilar1 goz oniine alinarak, her
kuyuda 15x10* hiicre olacak sekilde ekilmistir. 24 saat inkiibasyon sonunda, hiicrelere
S1RA ve rimkazoliin 1Cso ve 1C25 konsantrasyonlari uygulanmustir. 24 saat sonra hiicre
i¢i salmman Fluo-3 miktarlarin1 6lgmek tizere, hiicreler kaldirilarak santrifiij edilmis ve
ardindan hiicreler 1 mL soguk PBS ile yikanmistir. Ardindan Fluo-3’iin hiicrelere kolay
difiize olmas1 igin 500 pL/mL BD Cytoperm/Cytofix® ile 25 dakika 0-4 °C‘de inkiibe
edilerek gegirgenligi arttirilmistir. Sonra 500 pL/ml PermWash® ile yikama yapilmustir.
Yikama ardindan hiicrelere Fluo-3 ve Pluronic F-127 (Fluo-3’iin sitozolde kaliciligini
arttiran ajan), PBS igerisinde sirasiyla 3 uM/mL ve % 0,001 konsantrasyonda olacak
sekilde uygulanmistir. Boyanin hiicrelere difiize olmasi i¢in hiicreler 45 dakika O-
8°C*de inkiibe edilmistir. Ardindan PBS ile yikanan hiicreler, zaman kaybetmeden 500
pnL PBS icgerisinde siispande edilip, buz banyosu igerisinde taginarak akim sitometri
cihazinda zamana karsi okunmustur. Ardindan, Fluo-3’iin hiicre ig¢indeki sitozolik
kalsiyumlarla verdigi yesil floresans isimalar Citation 3 Imaging Reader cihazinda
goriintiilenmis ve GFP (Green Flororescent Protein, 500-525 nm) kullanilarak

fotograflar1 ¢ekilmistir.

4.7. Real-Time PCR Yontemi ile Sfingosin Kinaz-1 ve Sfingosin Kinaz-2 mRNA

Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

1980'lerde Kary Mullis tarafindan gelistirilen bir yontem olan Real-Time PCR
(Gergek Zamanli PZR; Polimeraz Zincir Reaksiyonu) herhangi bir organizmaya ait
genomik DNA’daki 6zgiil bolgelerin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan bir yontemdir (Bustin,
2000, s. 169). PZR, DNA polimerazin, kalip DNA iplik¢igini tamamlayic1 yeni DNA
iplik¢ikleri sentezleme kabiliyetini kullanma temeline dayanir. DNA polimeraz, mevcut
bir 3-OH grubuna bir niikleotid ekleyebildiginden, ilk niikleotidi ekleyebilecegi bir
primere (Forward) ihtiya¢ duyar. Sekansi tamamlayabilmek igin de ikinci bir primere
(5 P primeri, Reverse) ihtiyag duyar. PZR reaksiyonunun sonunda, spesifik sekans
milyarlarca kopya halinde sentezlenmis olur (National Laboratory of Enteric Pathogens,
1991, s. 89).

Gergek zamanli PZR teknigi, floresans boyalar kullanilarak ger¢ek zamanli

olarak DNA'nin belirlenmesi ve miktarinin gosterilmesi teknigidir. Floresans sinyali
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PZR {irtin miktariyla dogru orantili olarak artmaktadir. Gergek Zamanli PZR''n
avantajlari, miktar olgme kolayligi, daha yiiksek hassasiyet, tekrarlanabilirlik ve
kesinlik, hizli analiz, siirecin kalitesinde daha iyi kontrol ve daha diisiik kontaminasyon

riski igermesidir (Valones vd., 2009, s. 1).

Gergek Zamanli PZR, floresans: yakalamak icin bir optik sistemli bir termal
dongiileyici ve verileri yakalayabilen, reaksiyonun analizini yapabilen yazilim destekli
bir bilgisayar gerektirir. Floresans degerleri, her dongii sirasinda kaydedilir ve amplifiye
edilmis triiniin (DNA sekansi vb.) miktarim1 temsil eder. Kullanilan floresans
kompozitler SYBR® Green ve TagMan®'dir (Kubista vd., 2006, s. 95). SYBR Green,
gercek zamanli PZR'de en ¢ok kullanilan ¢ift zincirli DNA’ya baglanan 6zel bir
boyadir. Floresansi, ¢ift zincirli DNA'ya bagli olmadiginda saptanamaz. DNA'ya
baglanma afinitesi, geleneksel PZR'de en sik kullanilan etidyum bromide gore 100 kat
daha fazladir (Velones vd., 2009).

Gergek zamanli PZR igin gelistirilen ilk floresans prob, TagMan adi ile bilinen
bir 5° niikleazdir. TagMan probu, bir 5 ‘terminal floroforu ile 3’ terminal baglayici
(quencher) iceren kisa bir oligoniikleotiddir. Islem gérmemis problar, floresans 6zellik
gostermezler ¢linkii baglhidirlar. Bir floresans sinyali iiretmek icin iki olay meydana
gelmelidir. ik olarak, prob 60°C'de tamamlayic1 (komplementer) bir DNA zincirine
baglanmalidir. Ikincisi, bu sicaklikta, PZR icin kullamlan ayni enzim olan Taq
polimeraz, floresans boyay1 baglayici boyasindan ayirarak, 5' terminal TagMan probunu
(5 'niikleaz aktivitesi) par¢alamalidir. Baglayici prob, florofor probdan salinir, boylece
floresans uyarilmadan sonra, prob floresans isima gosterir (Heid vd., 1996, s. 986).

Kantitatif o6lctimle miktar1 belirlenmek istenen numuneler, icerdigi cDNA
miktar1 bilinen standartlarla PZR sonunda Kkarsilastirilmaktadir. Bu standartlar
kullanilarak, her dokuda ayni diizeyde eksprese oldugu bilinen genlerle (housekeeping
genler) cDNA'nin amplifikasyonu gergeklestirilir. Housekeeping genler; organizmanin
her hiicresi i¢in her zaman sabit diizeylerde eksprese olan genlerdir. Bu standart
orneklerin esik degerine girdikleri dongli PZR cihazi tarafindan saptanmaktadir ve
miktar1 belirlenmek istenen esas Orneklerle karsilastirilmaktadir. Arastirmak istenen
DNA sekanslarindaki genlerin housekeeping genlere gore normalizesi alinarak yapilir

(Janssens vd., 2004, s. 107).
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4.7.1. Yontemin uygulanmasi

Bu yontemde RNA’dan cDNA sentezi ve kalip cDNA’dan da SK; ve SKz enzim
genlerinin amplifikasyonu gerceklestirilmistir. Housekeeping gen olarak GAPDH
(gliseraldehid-3-fosfat-dehidrogenaz) kullanilmastir.

4.7.1.1. Total RNA izolasyonu

Annexin-V/PI bulgularma paralel olarak, S1IRA ve rimkazolin U87MG
hiicrelerindeki SK1 ve SKz mRNA ekpresyon seviyerindeki degismeleri belirlemek
amaciyla, izolasyon robotu (MagNA Pure Compact) kullanilarak hiicrelerden RNA
izole edilmistir. Bunun i¢in SIRA ve rimkazoliin ICso ve ICzs konsantasyonlar ile 24
saat inkiibe edilen hiicreler, RNA izolasyon kit prosediiriine (Roche® Uriin No:
04802993001) uygun olarak yapilmistir. Elde edilen RNA verimi 260 nm ve 280 nm
optik dansitede, nanodrop (ThermoFisher) cihazinda spektrofotometrik 6lgiim yapilarak
belirlenmistir. Ardindan, her bir numunede gerekli cDNA eldesi i¢cin RNA, 100

ng/0rnek olacak sekilde ayarlanmistir.

4.7.1.2. cDNA sentezi

cDNA sentezi i¢in Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis kit (katolog
n0:05091284001, Roche) prosediirii uygulanmistir. izole edilen RNA &rnekleri 1,1 plL
hacimde nanodrop cihazinda 6l¢tilmiistiir. ng/uL cinsinden hesaplanan RNA verimine
gore, PZR tiiplerine 6rnek basina 100 ng olacak sekilde total RNA, 1uL Oligo DT 18
primeri (2,5 uM) koyularak toplam hacim distile su ile 11,4 pL’ye tamamlanmistir.
RNA’lar PZR 1s1 dongiileyicisinde 10 dakika 65°C’de denatiire edilmistir. Islemin
bitmesine yakin, her tiipe 4 pL Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase
Reaction Buffer (1x ve 8 mM MgCl: igerir), 0,5 uL koruyucu RNase inhibitorii (20 U),
2 uL dNTP (Deoksiniikleotid) karigimi, 1 yL DTT (Ditiyotretiol) (5mM) ve 1.1 pL
Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase (10 U) igeren karisimdan 8,6 pL ilave
edilmis ve toplam hacim 20 pL’ye tamamlanmigtir. Daha sonra tiipler PZR Thermal
Cycler’da 55°C’de 30 dk, 85°C’de 5dk inkiibe edilmistir ve 4°C’de 10 dakika
bekletilmistir. Elde edilen ¢cDNA’lar daha sonra Light Cycler® 480 PZR cihazinda

amplifikasyon igin kullanilmistir
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3.7.1.3. mRNA ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi

RT-PCR yontemi kullanilarak U87MG hiicre hatt1 tizerinde SIRA ve rimkazol
konsantrasyonlarinin, SK1 ve SK> MRNA ekspresyon diizeylerine olan etkileri

arastirilmistir.

Elde edilen cDNA’lar, Light Cycler 480 RT-PZR cihazinda, SK1 ve SK> genine
spesifik primerler (SK1 geni igin; forward primer, 5--CTGGCAGCTTCCTTGAACCAT-
3 reverse primer, 5-TGTGCAGAGACAGCAGGTTCA-3 ve SK; geni i¢in; forward
primer, 5-CCAGTGTTGGAGAGCTGAAGGT-3 reverse primer, 5-
GTCCATTCATCTGCTGGTCCTC-3), PZR Kkiti kullanilarak kit protokoliine gore,
cihazda optimize edilerek ¢ogaltilmistir. Housekeeping gen olarak GAPDH

kullanilmustir.

Light Cycler® 480 uyumlu 96’lik kuyulu plakalara sirasiyla; 6rnek basina,10 pL
Cyber Green, primer reverse 0,5 uL, primer forward 0,5 pL, cDNA 5uL, H20 4 uL
olacak sekilde yiikkleme yapilmistir. Bu islem gen sayisi1 kadar tekrar edilir. SK; ve SK>
genlerine ek olarak housekeeping genle toplam 3 gen ¢alisilacagindan her gen igin
ornekler ayr1 ayr1 hazirlanmistir. Plakalara ornekler yiiklendikten sonra, 96’lik plaka
Light Cycler® 480 RT-PZR cihazina yerlestirilip, uygun amplifikasyon kosullarinda

orneklerin kantitatif 6l¢ctim miktarlar1 belirlenmistir.

istatistiksel Analiz

MTT analizi, tek yonliit ANOVA Student t testi ile GraphPad© Prism 6’da analiz
edilmistir. Anlamlilik degerleri; p>0,05 p<0,05* p<0,01** p<0,001*** p<0,0001****
olarak degerlendirilmistir. Ger¢ek zamanli hiicre analizinde, logaritmik konsantrasyon
/hiicre indeksi egrisi, 1C2s ve ICso degerleri ve hiicre indeksi grafikleri xCELLigence®
RTCA DP cihaz programi 1.2.1 yazilimi kullanilarak, koloni formasyon analizinde
koloni sayisal verileri BioTek© Cytation 3 Imaging Multimode Reader yazilimi
kullanilarak elde edilmistir. Akim sitometrideki analizler BD™ Acuri C6 Flow
Cytometry cihaz yazilimi kullanilarak yapilmistir ve Gergek Zamanli PZR kullanilarak
yapilan mMRNA ekspresyon analizindeki veriler Light Cycler® 480 Instrument II

cihazinin yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMA
5.1. SIRA ve Rimkazoliin 24.saatte US7MG Hiicrelerinde Sitotoksik Etkilerinin

MTT Yontemi ile Degerlendirilmesi

U87MG  hiicreleri  iizerine uygulanan farklh S1RA ve rimkazol
konsantrasyonlarinin uygulanmasimdan 24 saat inkiibasyonun ardindan, MTT reaktifi
uygulanan hiicrelerin mitokondriyel aktivitelerine bagli olusan renklenmenin
absorbanslart mikroplaka okuyucuda 540 nm’de okunmustur. Deney farkli zamanlarda
3 tekrarli ve her deneyde kendi i¢inde de 8 tekrarl calisilmistir. Elde edilen % hiicre
canlilik degerleri, Sekil 5.1 ve Sekil 5.2°de ve Cizelge 5.1°de verilmistir.
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Sekil 5.1. US7MG hiicrelerinde SIRA’min 24.saatteki MTT testi sonuglarina gore % hiicre canliligi
oranlar1 (OrtalamaxStandart sapma, n=8, GraphPad Prism 6’da bulunan p degerleri;
*p<0,0001, "“p<0,001) Deneyler 3 bagimsiz calisma olarak tekrarlanmistir, DMSO
Kontrol: % 0,1 DMSQ)
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Sekil 5.2. US7MG hiicrelerinde rimkazoliin 24.saatteki MTT testi sonu¢larina gére % hiicre canliligi
oranlart (OrtalamaxStandart sapma, n=8, GraphPad Prism 6’da bulunan p degerleri;
“p<0,0001, "“p<0,001, "p<0,05) Deneyler 3 bagimsiz ¢alisma olarak tekrarlanmuistir,
DMSO Kontrol: % 0,1 DMSO)

Bulgulara gore, SIRA’nin uygulandig: kuyularda 50, 100, 200, 300, 400 uM
konsantrasyonlarinin 9% hiicre canlilik oranlari ise sirasiyla % 84,8, 79,2, 75,3, 67, 50,3
olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna gore hiicre canlilik oranlar istatistiksel olarak 50
uM SIRA uygulanan grup i¢in p<0,05; 100, 200, 300, 400 uM uygulanan gruplarda
p<0,0001 olarak anlamli bulunmustur. Rimkazoliin uygulandigi kuyularda 6,25, 12,5,
25, 50, 100 uM konsantrasyonlariin % hiicre canlilik oranlar siras1 ile % 87,5, 78,4,
64,9, 25,4 ve 16,9 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna gore hiicre canlilik oranlar
istatistiksel olarak 12,5 uM rimkazol uygulanan grup i¢in p<0,05; 25, 50, 100 uM

uygulanan gruplarda p<0,0001 olarak anlamli bulunmustur.

50



Cizelge 5.1. SIRA ve rimkazoliin US7MG glioblastoma hiicreleri tizerindeki 24.saatteki MTT yontemi ile

elde edilen sitotoksik etkilerinin % hiicre canlilik oranlar:

24 Saat Inkiibasyon

S1RA Rimkazol
Konsantrasyonlar % Hiicre Canlilik Oran Konsantrasyonlar % Hiicre Canlilik Orani
(M) (M)
50 pM 84,8 6,25 UM 87,5
100 pM 79,2 12,5 M 78,4
200 pM 75,3 25 uM 64,9
300 pM 67 50 uM 25,4
400 pM 50,3 100 uM 16,9

5.2. SIRA ve Rimkazoliin U§7MG Hiicrelerinde Antiproliferatif Etkisinin Gercek

Zamanh Hiicre Analizi ile Degerlendirilmesi

S1RA ve rimkazoliin altin kapli e-plakalarda U87MG hiicrelerinde meydana
getirdigi antiproliferatif etkiyi gozlemleyebilmek i¢in gercek zamanli hiicre analizi
yaptlmistir. MTT sonuglarima gore belirledigimiz SIRA (400, 300, 200 pM) ve
rimkazoliin (50, 25, 12,5 pM) konsantrasyonlarinin uygulandigi kuyulardan elde edilen
empedans degerleri RTCA DP Software 1.2.1 programi kullanilarak analiz edildiginde,
hiicre indekslerinin 24 saat sonunda azalma egiliminde oldugu goriilmiistiir. Yapilan
ICso ve 1C25 hesaplama regresyon analizi sonucunda S1RA 1Cso konsantrasyonu 326 uM
ve 1Czs konsantrasyonu 200 uM bulunurken, rimkazoliin ICsg Ve 1C25 konsantrasyonlari

strasiyla 25 uM ve 12,5 uM olarak bulunmustur.
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Cizelge 5.2. SIRA ve rimkazoliin ICso ve 1Cos konsantrasyonlart

Konsantrasyonlar S1RA Rimkazol
1Cs0 326 uM 25 uM
1Cys 200 uM 12,5 uM
A A A '. DASO Kontral (%6 0.1)
ilag uygulama yeri . 400 uM
L

Morralized Cell Index

on 70 140 20 280 350 420 430

Time (in Hour)

Sekil 5.3. SIRA konsantrasyonlarmn (400, 300, 200 uM) US7MG hiicrelerinde 24 saatlik normalize

hiicre indeks degerlerine gore gercek zamanly proliferasyon egrileri
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54.

hiicre indeksi degerlerine gore RTCA DP analiz sistemi ile ¢izilen nonlineer regresyon egrisi.

(SIRA icin 24 saatlik ICso : 326 uM, IC2s : 200 uM)

S1RA konsantrasyonlarmmin (400, 300, 200 uM) US7MG hiicrelerinde 24 saatlik normalize

Sekil 5.5. Rimkazol konsantrasyonlarmn (50, 25, 12,5 uM) U87MG hiicrelerinde 24 saatlik normalize
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hiicre indeks degerlerine gore gercek zamanli proliferasyon egrileri
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Sekil 5.6. Rimkazol konsantrasyonlarmin (50, 25, 12,5 uM) US7MG hiicrelerinde 24 saatlik normalize
hiicre indeksi degerlerine gore RTCA DP analiz sistemi ile ¢izilen nonlineer regresyon egrisi

(Rimkazol igin 24 saatlik ICso : 25 uM, ICss : 12,5 uM)

5.3. SIRA ve Rimkazoliin US7MG Hiicrelerindeki Koloni Formasyon Uzerine
Etkileri

Koloni formasyon deneyinde 96’lik plakalara hiicreler ekilmis ve 24 saatlik
inkiibasyon sonunda U87MG hiicrelerine SIRA (12,5, 25, 50, 100, 200 uM) ve
rimkazoliin (1,5, 3, 6,25, 12,5, 25 uM) belirli konsantrasyonlar1 uygulanmistir ve
hiicreler 21 giin inkiibasyona birakilmistir. Haftada bir kez besiyeri degistirilmistir. 21
giin sonra, koloniler % 50 metanol ile fikse edilip % 0,01 kristal viyole ile boyanmistir.
96’lik plaka ¢esme suyuyla yikanip, bir hafta boyunca oda sicakliginda kurumaya
birakilmigtir. Koloni o6zellikleri analizi, sayimi ve goriintiileme islemi Citation 3

(BioTek) mikroplaka okuyucusunda gergeklestirilmistir.
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500 pm = 500 um

DMSO Kontrol (%0,1 DMSO) S1RA 12,5 uM

500 pm 7 500 pm

S1RA 25 pM S1RA 50 pM

500 pm - 500 pm

S1RA 100 pM S1IRA 200 pM

Sekil 5.7. SIRA konsantrasyonlariyla inkiibe edilen US7TMG hiicrelerinin 21. giinde Koloni formasyon
goriintiileri (Mikroskop biiytitmesi (M.B.): 4x)
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© 500 pm ; 5 L T

DMSO Kontrol (% 0,1 DMSO) Rimkazol 1,5 pM

- 500 ym - 500 um

- 500 ym

Rimkazol 12,5 pM Rimkazol 25 pM

Sekil 5.8. Rimkazol konsantrasyonlariyla inkiibe edilen US7MG hiicrelerinin 21. giinde koloni formasyon
goriintiileri ( M.B: 4x)
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Elde edilen koloni goriintiilerine gére U87MG hiicrelerinde S1RA ve
rimkazoliin koloni biiylimesini sinirlandirdiklar1 goriilmiistiir. Koloniler hem biyiikliik
hem de caplar1 agisindan azalmistir. ilaglarin konsantrasyon artisina paralel olarak

U87MG hiicrelerinin koloni olusturabilme yetenekleri azalmistir (Sekil 5.7 ve 5.8).

Koloniler, metanol ile fikse edilip, kristal viyole (592-638 nm) ile boyandiktan
sonra Citation 3 mikroplaka okuyucuda Texas Red (586-647 nm) florosans kanalinda,
koloni fiziksel ozelliklerini ve ortalama koloni sayisim1 belirlemek amaciyla

goriintiilenmisir.
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S1RA

Kontrol
(DMSO % 0,1)

12,5 M

25 UM

50 pM

100 pM

200 pM

Bright Field Texas Red Kristal Viyole

1600

Texas Red

1000 yri

Bright Field Texas Red Kristal Viyole

1000

Bright Field Texas Red

1000 um

Bright Field Texas Red - Kristal Viyole

1000 pm

Bright Field Texas Red Kristal Viyole

Sekil 5.9. S1IRA uygulanan U87MG hiicrelerine ait kolonilerden elde edilen 21.giin goriintiileri

(M.B.:Bright Field: 2x, Texas Red: 2x, Kristal Viyole:4x)
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Sekil 5.10. Rimkazol uygulanan U87MG hiicrelerine ait kolonilerden elde edilen 21. giin gériintiileri.
(M.B.:Bright Field: 2x, Texas Red: 2x, Kristal Viyole:4x)
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Cizelge 5.3. SIRA uygulanan kolonilerin Texas Red kanalinda yapilan analiz sonucunda belirlenen

fiziksel ozellikleri

.I.<oloni Kontrol S1RA
Ozelligi  (DMSO %0,1)
125 M 25 uM 50 uM 100 pM 200 pM
. . 8431 (100-500 8397 9264 (100- 10232 8301 (100- 17079
Esik Deger pum)
(100-500 500 pm)  (100-500 500 um)  (100-500
pum) pm) pm)
Ort. Koloni 53 25 21 16 7 0
Say1st
Ort. Koloni 154,3 um
Bityikliigi 1531 1491 pum  142,6pum  123,8 pm 0 pm
pm
Qlgl<0lon! g2 06E+04 198E+ 179E+04  337E+04  1,17E+04 0
Alam
04
Ort. Koloni
Cevre 638,9 pm 647,6 608,3 pm 816,7 pm 528,3 um 0 pm
Uzunlugu
Ort. Koloni 0,531 0,543 0,503 0,405 0,468 0
Daireselligi

Cizelge 5.4. Rimkazol uygulanan kolonilerin Texas Red kanalinda yapilan analiz sonucunda belirlenen

fiziksel ozellikleri

!_(oloni Kontrol Rimkazol
Ozelligi  (DMSO%01) 1 5,m 3uM 625uM  125puM  25uM
Eeik Deger 7434 (100-500 15749 4116 (100- 5076 9557 (100- 5008
sik Deger
wm) (100-500 500 pm)  (100-500 500 um)  (100-500
pm) pm) pm)
O, Koloni 60 47 26 18 10 0
ayisi
Ort. Koloni
Biiyiikligii 153,6 pm 138,1 pm  127,7 pm 1149 pm  151,4 um 0 pm
Or;ﬁz'lon' 2,04E+04  152E+04 1,16E+04  178E+03  1,1E+03 0
Ort.Koloni i sum  6022um  972um  463,1um 3758 um 0 pm
Cevre
Uzunlugu
ort. Koloni 0,452 0,514 0,519 0,507 05 0
Daireselligi
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Koloni formasyon deneyi sonuglarina gére hem S1RA (12,5, 25, 50, 100, 200
uM) hem de rimkazol (1,5, 3, 6,25, 12,5, 25 uM) konsantrasyonlarmin uygulandigi
gruplarda konsantrasyon arttikca U87MG hiicrelerinin ortalama koloni sayisinda,
ortalama koloni ¢evre uzunlugunda ve ortalama koloni biiytikliiglinde belirgin azalmalar
meydana gelmistir. SIRA’nin (200 uM) ve rimkazolin (25 puM) en yiiksek
konsantrasyonlarina ait gruplarda hi¢ koloni olusmamustir (Sekil 5.9 ve 5.10) (Cizelge
5.3ve 5.4).

5.4. Akim Sitometride Annexin-V/PI Yontemi Ile Apoptotik Etkinin

Degerlendirilmesi

SIRA ve rimkazolin ICso ve ICzs konsantrasyonlart U87MG hiicrelerine
uygulandiktan sonra 24 saatteki apoptotik etkileri akim sitometride Annexin-V/PI
yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Gergek zamanli analiz sisteminde hesaplanan
ICs0 ve 1C25 konsantrasyonlart SIRA i¢in 326 uM ve 200 uM, rimkazol i¢in, 25 uM ve
12,5 uM olarak uygulanmistir. Elde edilen sonuglar asagidaki, Sekil 5.11 ve Sekil

5.12°de analiz grafikleri ile Cizelge 5.5 ve Cizelge 5.6°da sayisal verilerle gosterilmistir.
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Sekil 5.11. Kontrol (% 0,1 DMSO), S1RA ICso (326 uM) ve ICzs (200 uM) konsantrasyonlarmmin US7TMG

hiicrelerine 24. saatteki % apoptotik hticre oranlar: ve analiz grafikleri

Cizelge 5.5. Kontrol (% 0,1 DMSO), S1RA ICso (326 uM) ve 1Cxs (200 uM) konsantrasyonlarmin

U87MG hiicrelerine 24. saatteki % apoptotik hiicre oranlarinin karsilastiriimasi

Rimkazol 24 Saat
konsantrasyonlar % Canl % Erken % Geg % Nekrotik
Apoptotik Apoptotik
(ICs0) 25 uM 50,0 24,4 24,4 1,1
(IC2s) 12,5 uM 66,7 19,8 12,7 0,8
DMSO (% 0,1) 94,2 1,7 3,0 1,0

62



A1 Annexin Pl kontrol

~ Gate: P1 and P2
% —

L1 |

Mekrotik .
0%

...... .'...-:. ..' Erkeng
=y 1.7%

poptotik

Annexin W-A

A3 Rimkazal 12248
Gate: P1 and P2

&

L |

ar

==
oo
#g

rl:utlk;

Apoptoti
T

S N Etken Apoptotik
- Sl 19 6%
'c\'% TITIT T TTTTITI T TTTITTh T TT
ey W57
Annexin W-A

S5C-A

A1 Annexin Pl Kontrol

.
r _Gate: [No Gating]
#
wr
=
=
=i P1
+ 50.1%
5 4% -
. - - #
g| -7 S
= ;L7
2 ‘ T
- | is i
! 1 4
: LR B
FAE = b -
4 K __.\__:W 7
o T
0 5,000,000
FSC-A

A10 Rimkazol G50

T
10,335,965

= Gate: P1 and P2
o ; .

i |

rntm
L Iaam

—~=
)
=

B’E

Bl Ap optotik

Erken Apaptotik
24 4% hep

% anh a
%aisl\ll%ll T T TTTITI T TTTITT

Annexin WA

Sekil 5.12. Kontrol (% 0,1 DMSQO), Rimkazol 1Csy (25 uM) ve 1Cos (12,5 uM) konsantrasyonlarinin

US7MG hiicrelerine 24. saatteki % apoptotik hiicre oraniar: ve analiz grafikleri

Cizelge 5.6. DMSO (% 0,1) kontrol, Rimkazol ICso (25 uM) ve 1Cys (12,5 uM) konsantrasyonlarinin

U87MG hiicrelerine 24. saatteki % apoptotik hiicre oranlarimin karsilastiriimasi

S1IRA 24 Saat
konsantrasyonlari % Canh % Erken % Geg % Nekrotik
Apoptotik Apoptotik
(ICs0) 326 uM 55,9 12,6 24,7 6,8
(IC25) 200 uM 67,5 10,8 14,8 6,9
DMSO (% 0,1) 94,2 33 1,3 1,2
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Grafiklere ve ¢izelgelere Dbakildiginda S1RA ve rimkazolin ICsp
konsantrasyonlarinin US§7MG hiicreleri tizerinde % erken apoptotik ekileri sirastyla, %
12,6 ve % 24,4 olarak bulunmustur. SIRA’nin ve rimkazoliin 1Cso konsantrasyonlarinin
% geg apoptotik etkileri ise sirasiyla % 24,7 ve % 24,4 olarak belirlenmistir. SIRA nin
ve rimkazoliin 1C2s konsantrasyonlarinin % erken apoptotik hiicre oranlar1 sirasiyla, %
10,8 ve % 19,8, % gec apoptotik hiicre oranlar ise sirasiyla % 14,8 ve % 12,7 olarak
belirlenmistir (Sekil 5.11 ve 5.12). SIRA’nin ve rimkazoliin ICso konsantrasyonlarinda
% gec apoptotik oranlar1 birbirine c¢ok yakin bulunmustur. Ancak S1RA
konsantrasyonlarinda % ge¢ apoptotik hiicre oranlari ve % gec apoptotik hiicre oranlari
daha yiiksek olarak belirlenmistir. Bu da I1Cso ve ICos degerleri rimkazole gore daha
yiiksek konsantrasyonda hesaplanmis olan SIRA’nin, rimkazole gore daha az toksik
etkili oldugunu aciklamaktadir. Ancak konsantrasyon artisinin apoptotik etkiden ¢ok
nekrotik etkiye kaymasina neden olabilecegini sdyleyebiliriz. Ayrica bu sonug, literatiir
bilgilerine gore de SIRA’nin selektif sigma-1 antagonisti olmasi, rimkazoliin ise

nonselektif sigma reseptor antagonisti olmasiyla agiklanabilir (Cizelge 5.5 ve 5.6).

5.5. Akim Sitometride Kaspaz-3 Aktivasyon Yontemi ile Apoptotik Etkinin

Degerlendirmesi

SIRA ve rimkazolin ICso ve 1Cys konsantrasyonlart U887MG hiicrelerinde
uygulanmigtir. 24 saat inkiibasyon siiresinin ardindan kaspaz-3 aktivasyon yontemi
“BD™ PE Active Caspase-3 Apoptosis Kit”i prosediire uygun olarak
gerceklestirilmistir. Buna gore; hiicreler kaldirilmis ve besiyeri iginde kiiciik santrifiij
tiiplerine alinmistir. Santrifiijiin ardindan, stipernatant atilmistir ve soguk PBS ile iki kez
yikama yapilmistir. Hiicreler permeabilize edilmek iizere Cytofix/Cytoperm
sollisyonuyla 25 dakika buz banyosunda bekletilmis, 1x Perm Wash soliisyonu ile 2
defa yikanmistir. Daha sonra, 100 uLL Perm Wash ve 20 uL kaspaz-3 antikoru ile 30
dakika oda sicakliginda bekletilmis ve yikama ¢dzeltisi ile 2 defa yikamanin ardindan
500 pL perm wash ile resiispanse edildikten sonra numuneler akim sitometride kaspaz-3

aktivasyonu bakimindan analiz edilmistir.
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Sekil 5.13. (A). SIRA ICso (326 uM) ve 1Cos (200 uM) konsantrasyonlarimin  US7MG hiicrelerinde 24

saatte kaspaz-3 aktivasyonunun akim sitometri analizleri.

65



o AD2 Kontrol = AD2 Kontral
o Gate: [Mo Gating] 2 Gate: P1
& ] g |1 @2
2 |py < (3.2% 32%
84.3% _ -
T T T T T i
zJ’ i
¢ 4
= p i
= - \ =
- < 5
3] 2 r o
P we
|l .7
b st .
= = T =7 T = T T T TTTTT T T T TTTTT
1} 5,000,000 10,000,000 16,178,030 wrt 10
- Caspase-3-A
w A0S Rimkazol 1225 = ADS Rimkazol 125
o Gate: [Mo Gating] 2 Gate: P1
2 ] s @1 SR
2 |py < |Z8% 4 8%
B2.8% _ -
T T T T T i
zJ’ i
¢ 4
= p i
= - \ =
oz f < 5
a3 | Jagp=g
5| 52
Il s
-. L 14 Kaspaz 3
L T o i 3%
= = T =7 T = TTTTTT T T T TTTTT
1} 5,000,000 10,000,000 16,178,030 wrt 10
- Caspase-3-A
@ A03 Rimkazol 1250 g AD3Rimkazol G50
o Gate: [Mo Gating] S Gate: P1
& =] o2
2 |pq w A%
B1.7% B - :
T T T i
7 i
. i
= 4 h
= - 4 =
g7 T3
as |0 A
[ 1 w 2
w ¢ w
I .
L - L
y s e . 24 Kaspaz 3
b L S
= = T =1~ T = T T T TT1IT1 T T T 11117
1} a,000,000 10,000,000 16,178,030 wt Iy
: Caspase-3-4

Sekil 5.14. (B). Rimkazol 1Cs (25 uM) ve 1Cos (12,5 uM ) konsantrasyonlarinin US7MG hiicrelerinde

24 saatte kaspaz-3 aktivasyonunun akim sitometri analizleri.
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Cizelge 5.7. SIRA ve rimkazoliin ICsy Ve 1Cos konsatrasyonlarmmin US7MG hiicrelerinde 24.saatteki %

kaspaz-3 aktif hiicre oranlart

Maddeler 24 Saat
% Canl Hiicre Orani % Kaspaz-3 Pozitif Hiicre Oram
Kontrol (DMSO % 0,1) 96,3 3,7
Rimkazol 1Cs (12,5 uM) 93,9 6,1
Rimkazol 1Cs0 (25 uM) 93,9 6,0
S1IRA IC2 (200 pM) 90,5 9,5
S1RA ICs (326 uM) 79,6 20,4

Kaspaz-3 analiz sonuglarina gore, kontrol grubuna gore en yiiksek kaspaz-3
aktivasyonunun goriildiigii grup SIRA ICso grubudur. % 20,4 oraninda kaspaz-3
pozitiflik belirlenmistir. SIRA IC2s grubu igin ise % 9,5 oraninda kaspaz-3 aktivasyonu
belirlenmistir. Kaspaz-3 aktivasyonu rimkazol ICso grubu igin % 6,0 ve rimkazol ICzs
grubu igin de % 6,1 olarak analiz edilmistir. Ozellikle SIRA gruplarinda kontrole gore
hiicrelerde kaspaz-3 pozitiflik oranlarinda sayica belirgin bir artis oldugu belirlenmistir
(Cizelge 5.7) (Sekil 5.13 ve 5.14).

5.6. Akim Sitometride Fluo-3 Yéntemi ile Hiicre ici Kalsiyumun Diizeyinin

Degerlendirilmesi

Fluo-3 ile hiicre i¢i sitozolik kalsiyum analizi yapilirken, U87MG hiicreleri
S1IRA ve rimkazoliin ICsp ve IC2s konsantrasyonlar: ile 24 saat siireyle inkiibe
edilmistir. Ardindan, hiicreler BD™ Cytoperm/Cytofix permeabilize edilip, Fluo-3
boyasi ile boyanmistir. Deney soguk kosullar altinda yapilmistir (0-10°C). Hiicre igi
Fluo-3 miktar1, dolayisiyla kalsiyum miktar1t BD™ Acuri C6 cihazinda analiz edilmistir.
Kalsiyuma bagli Fluo-3 1stmalari, analitik diizlemde 10%-10° araliginda gézlenmistir. Bu
araliktaki kaymalara gore (artis veya azalis), SIRA ve rimkazoliin U87MG hiicrelerinde

24 saatteki kalsiyum analiz sonuglar1 degerlendirilmistir.
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Sekil 5.15. SIRA ve rimkazoliin (A) 1Cas (strasiyla 200 uM ve 12,5 uM) ve (B) ICso (straswyla 326 uM ve
25 uM) konsantrasyonlarimin US7MG hiicrelerinde uygulanmaswini takiben 24 saat sonra
olgiilen hiicre i¢i  kalsiyuma baglanan Fluo-3’den elde edilen piklerin Fluo-3 kontrol ve
boyasiz kontrol grubuna gore karsilastiriimast (Histogram goriintiileri icin BD™ Acuri C6

cihazi analiz programi kullanilmistir)

Histogram goriintiilerine gore; rimkazoliin IC2s degeri US7MG hiicrelerinde 24
saatte hiicre i¢i kalsiyum diizeyini yiikseltirken, 1Cso degerinde, hiicre igi kalsiyum artist
daha az olmustur. SIRA i¢in ICzs degeri US87MG hiicrelerinde hiicre i¢i kalsiyumu
yiikseltirken, 1Cso degeri ise 24.saatte hiicre i¢i kalsiyum diizeyi kontrole goére biraz
artmistir. Sonug olarak, kontrole goére SIRA ve rimkazoliin ICzs degerlerinde hiicre igi
kalsiyum diizeylerinde artis goriiliirken, ICsp degerlerinde etkili bir hiicre i¢i kalsiyum
artist meydana gelmemistir. Rimkazoliin IC2s degeri SIRAnin IC2s5 degerine gore hiicre

i¢i kalsiyum diizeyini arttirmada daha etkili oldugu belirlenmistir (Sekil 5.15).
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Ayrica Fluo-3 (506-525 nm) 1simasint yesil GFP fotonlariyla (469-525 nm)
gostermek tizere, Citation 3 (BioTek) mikroplaka okuyucu kullanilarak, Fluo-3’e

baglanan hiicre i¢i kalsiyumlara ait 1s1malar floresans olarak goriintiilenmistir (Sekil
5.16).

Sekil 5.16. Kontrol (% 0,1 DMSO) grubuna ait U87MG hiicrelerinde hiicre i¢i kalsiyuma baglanan Fluo-
3iin floresans wsima goriintiisii (M.B.: A(GFP):20x, B(Bright Field):50x, C(GFP): 50x)
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5.7. Real time PCR ile mRNA Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

S1RA ve rimkazolin ICsp ve 1C2s konsantrasyonlart ile 24 saat inkiibasyonu
sonunda uygulanmasini takiben U87MG hiicrelerindeki SK; (Sfingosin Kinaz-1) ve SK»
(Sfingosin Kinaz-2) mRNA ekspresyonlarinin arastirilmasi igin, Light Cycler 480
cihazinda yapilan analiz sonucunda SKi: ve SK> genlerinin esik degerine girdikleri
dongiiler gosterilmistir. Amplifikasyon sonucunda elde edilen hedef/referans degerleri

kontrole gore karsilastirilarak her bir 6rnek igin analiz edilmistir (Sekil 5.17 ve 5.18).

Amplification Curves
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Sekil 5.17. SIRA ve rimkazoliin ICso (swraswla 326, 25 uM) ve |Cyxs (sirasiyla 200, 12,5 uM)

konsantrasyonlari ile 24 saat inkiibe edilen US7MG hiicrelerinde SK1 ve GAPDH genlerinin
amplifikasyon dongii egrileri (n=3)
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Amplification Curves
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Sekil 5.18. SIRA ve rimkazoliin ICsy (swaswla 326, 25 uM) ve ICys (swraswla 200, 12,5 uM)
konsantrasyonlar ile 24 saat inkiibe edilen US7TMG hiicrelerinde SK, ve GAPDH genlerinin
amplifikasyon dongii egrileri (n=3)

Hedef/referans gen oranlar analiz edildiginde, SIRA’nin IC2s ve rimkazoliin
ICso konsantrasyonlarinda kontrole gore 2 kat daha fazla SKi mRNA ekspresyonunda
artis meydana gelmistir. SIRA’nin ICsp ve rimkazoliin 1Czs konsantrasyonlarinda ise

SK1 mRNA ekspresyonu kontrole gore azalma gostermistir (Cizelge 5.9).

Hedef/referans gen analiz sonuglarina gore, SIRA’nin IC2s konsantrasyonunda
kontrole gore yaklasik 1,8 kat SKo mRNA ekspresyonunda artis meydana gelmistir.
SIRA’nin ICsp, rimkazoliin IC2s ve ICsp konsantrasyonlarinda ise SK> mMRNA
ekspresyonu kontrole gore azalma gostermistir. Bu durum S1RA ve rimkazoliin her iki
gen tlizerinde de etkisinin oldugunu gostermistir (Cizelge 5.10). SKz geni ig¢in ilag
uygulanan her grup kontrole gore SIRA ICzs grubu haric mRNA ekspresyonunu
azaltirken, SK; i¢in SIRA ICzs ve rimkazol ICsp konsantrasyonlart mRNA

ekspresyonunu arttirict etki géstermistir.
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Cizelge 5.8. RT-PCR sonuglarina gére SIRA ve rimkazoliin ICso ve 1Cos degerleri ile 24 saat inkiibe
edilmis U87MG hiicrelerindeki SKy geninin hedef/referans ve normalize kantitatif oranlar:

Maddeler Hedef Gen Referans Gen Hedef/Ref. Oramn  Normalize Orani
DMSO % 0,1 SKi GAPDH 55,7 1,000
SIRA ICys SKi GAPDH 129,3 2,317
SIRA ICx SK1 GAPDH 34,4 0,617
Rimkazol 1Cys SK1 GAPDH 37,65 0,674
Rimkazol 1Cso SK1 GAPDH 126,9 2,274

Cizelge 5.9. RT-PCR sonuglarina gore SIRA ve rimkazoliin ICso Ve 1Cos degerleri ile 24 saat inkiibe

edilmis UBTMG hiicrelerindeki SK> geninin hedef/referans ve normalize kantitatif oranlar

Maddeler Hedef Gen Referans Gen Hedef/Ref. Oram1  Normalize Oram
DMSO % 0,1 SK> GAPDH 0,974 1,000

SIRA ICs SK» GAPDH 1,839 1,887

S1IRA ICs SK; GAPDH 0,252 0,259
Rimkazol 1Cys SK; GAPDH 0,489 0,502
Rimkazol 1Cso SK; GAPDH 0,690 0,706

Bu tez ¢alismasiyla sigma reseptorleri ve kanser arasindaki iliski, SK1 ve SK3
proteini sinyal yolu {izerinden aydinlatilmaya calisilmistir. Bu amagla U87MG
glioblastoma kanser hiicrelerinde Sigma reseptor antagonistlerinden heniiz faz-2
asamasinda olan, sigma-1 reseptor antagonisti SIRA (E-52862) ve rimkazoliin SK; ve
SK> protein sinyal yolu ve apoptoz arasindaki iligki arastirilmistir. Tez kapsaminda, bu
maddeler U887MG glioblastoma hiicreleri tizerindeki antiproliferatif ve antikanser
etkileri arastirilmigtir (Gilmore vd., 2004, s. 1; Romero vd., 2012, s. 2289).
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SIRA ve rimkazoliin farkli konsantrasyonlari, U887MG hiicreleri iizerinde
sitotoksik  etkileri agisindan  arastirilmistir.  Buna goére, uygulanan S1RA
konsantrasyonlari (400, 300, 200, 100, 50 uM) i¢in, 24.saatte % 50 hiicre inhibisyonu
400 uM’da bulunmustur. Uygulanan rimkazol konsantrasyonlarin1 (100, 50, 25, 12,5,
6,25 uM) takiben 24.saatte % 50°den fazla hiicre inhibisyonuna sebep olan
konsantasyon araliginin 50-100 pM araliginda oldugu belirlenmistir. MTT sonuglarina
gore belirledigimiz konsantrasyonlarda S1IRA ve rimkazoliin ger¢ek zamanli hiicre
analiz cihaz1 kullanilarak hiicre proliferasyon analizleri yapilmis, ICso ve 1Czs
konsantrasyonlari hesaplanmustir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda ICso konsantrasyonlari
rimkazol i¢in 25 pM, S1RA ig¢in 326 uM; ICzs konsantrasyonlari ise sirasiyla 12,5 ve
200 puM olarak hesaplanmigtir.  Antiproliferatif ve sitotoksisite sonuglarina gore,
rimkazoliin SIRA’ya gore U87MG hiicrelerinde daha sitotoksik oldugu ve dolayisiyla
hiicre proliferasyonunu daha diisiikk konsantrasyonlarda inhibe ettigi goriilmiistiir.
Gergek zamanli hiicre analiz sisteminde ¢izilen hiicre indeksi egrilerine gore, rimkazol
konsantrasyonlarinin (50, 25, 12,5 uM) uygulanan S1RA konsantrasyonlarina (400,
300, 200 uM) gore daha fazla antiproliferatif etki yaptig1 belirlenmistir.

Yapilan bir calismada sigma reseptor antagonisti rimkazoliin 10 uM’1n altindaki
konsantrasyonlarda antagonist etkili, daha yiiksek konsantrasyonlarda ise agonist etkili
olarak etkisinin olabilecegi gosterilmistir (Gilmore vd., 2004, s. 1). Baska bir ¢aligmada,
rimkazolin C6 glioma kanser hiicreleri iizerindeki ICso degeri 86 uM olarak
belirlenmistir (Rybczynska vd., 2008, s. 2049). Ayrica rimkazoliin ¢esitli kanser
hiicrelerinde (HL60, K562) sitotoksik etkileri oldugu rapor edilmistir (Upadhye vd.,
2005, s. 2486).

Yapilan literatiir taramasinda, SIRA’nin hiicre kiiltiiriinde in vitro sitoksisite
caligmalarina rastlanilmamig olup, SIRA’nin glioblastoma tizerindeki antikanser etkileri
ilk kez bu c¢alismada arastinlmistir. Bu tez c¢alismasinda SIRA ve rimkazoliin
sitotoksisite sonuglarina gore, etkili olan konsantrasyonlarinin U87MG hiicrelerinde
koloni formasyonu tizerine etkileri ¢alisilmistir. SIRA i¢in sirastyla Kontrol DMSO (%
0,1), 12,5, 25, 50, 100, 200 uM ve rimkazol i¢in DMSO (% 0,1), 1,5, 3, 6,25, 12,5, 25
uM konsantrasyonlar1 hiicrelere uygulanmis olup, sonuglara gore her iki maddenin
konsantrasyonuna bagli US7MG hiicrelerinin koloni sayilarinda azalmalar gézlenmistir.

Sekil 5.9 ve Sekil 5.10°da goriildiigii tizere hiicreler, SIRA ve rimkazol uygulamalarini
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takiben 21.giindeki koloni sayilar1 kontrol sonucu basta olmak {izere sirasiyla 53, 25,
21, 16, 7, 0 olarak ve 60, 47, 26, 18, 10, 0 olarak belirlenmistir (Cizelge 5.3 ve 5.4).
Uygulanan konsantrasyonlara gore her iki maddenin de koloni formasyon sonuglarinin
birbirine yakin oldugu goriilmektedir (Sekil 5.7 ve 5.8). Yapilan baz1 calismalarda
rimkazoliin 16semi kanser hiicrelerinde (HL60 ve K562) ve H1299 akciger kanserinde
koloni formasyonu inhibe ettigi bulunmus olup, bu sonuglar tezin sonuglariyla paralellik
gostermektedir (Spruce vd., 2004, s. 4878; Upadhye vd., 2005, s. 2486). Ancak, selektif
sigma-1 antagonisti olan SIRA’nin kanser hiicrelerinde koloni formasyonun galisildig:

herhangi bir literatiir mevcut degildir.

Calismada S1RA ve rimkazoliin ICso (sirasiyla 326, 25 uM) ve ICas (200, 12,5
uM) konsantrasyonlarinin US7MG hiicreleri tizerindeki apoptotik etkileri Annexin-V/PI
yontemi ile akim sitometride calisgilmistir. Apoptoz sonuglarina goére, SIRA ve
rimkazoliin ICso ve IC2s konsantrasyonlarinin 24.saatteki U87MG hiicrelerinde erken
apoptoz oranlari sirasityla SIRA i¢in % 12,6 ve % 10,8; rimkazol i¢in % 24,4 ve % 19,8
olarak bulunmustur (Sekil 5.11 ve 5.12) (Cizelge 5.5 ve 5.6). Sonug olarak, kontrole
gore hem S1RA hem de rimkazol U87MG hiicrelerinde apoptotik etki gostermis olup,
maddelerin 1Cso konsantrasyonlarinda daha etkili apoptotik etkiler bulunmustur. Ayrica,
rimkazoliin U87MG hiicreleri lizerindeki apoptotik etkisinin SIRA’ya gore daha fazla
oldugu goriilmiistiir. Yapilan literatlir taramasi sonucunda calismalarda rimkazoliin
apoptotik etkisinin saptandigi bir ¢aligma mevcuttur (Spruce vd., 2004, s. 4884). Ancak,
S1RA ile ilgili apoptotik degerlendirmelerin yapildigi herhangi bir literatiir yoktur. Bu
nedenle SIRA’nin U87MG hiicrelerinde apoptotik etkiler ilk kez bu ¢alismada

degerlendirilmistir.

Kaspaz-3 aktivasyon bulgularina gére, SIRA ve rimkazoliin ICsop ve 1Cos
konsantrasyonlarinin U87MG hiicreleri iizerinde kaspaz-3 bagimli apoptoz etkilerinin
degerlendirilmesi i¢in kaspaz-3 pozitif hiicre oranlari akim sitometride arastirilmistir.
Kontrol grubunda kaspaz-3 pozitiflik % 3,7 iken S1RA ICso konsantrasyonunda
hiicrelerde olusan kaspaz-3 pozitif hiicre oram1 % 20,4, ICxs’de % 9,5 olarak
bulunmustur. Rimkazoliin ise 1Cso ve IC2s degerlerinin U87MG hiicreler iizerindeki
kaspaz-3 aktivasyon etkisi daha az olup, sirasiyla % 6,1 ve % 6 olarak belirlenmistir
(Sekil 5.13 ve 5.14). US87MG hiicrelerindeki apoptotik etkilerin, SIRA agisindan

kaspaz-3 bagimli oldugunu ancak, rimkazol agisindan ise kaspaz-3 etkisi olmadigini

74



soylenebilir (Cizelge 5.7). Rimkazol igin elde edilen bu apoptotik veriler, rimkazol ile
daha once yapilan caligmalardaki sonuglar ile paralellik gostermektedir. Yapilan bir
calismada, rimkazoliin kaspaz-3 bagimli apoptoza neden olmadigi ancak potansiyel
edici bir etkisinin sdz konusu olabilecegi agiklanmistir (Happy vd., 2015, s. 683). SIRA

icin onceden yapilmis herhangi bir kaspaz-3 literatiir verisi yoktur.

Bu tez calismasi, sigma reseptorlerinin U87MG glioblastoma kanser hiicreleri
tizerindeki etkisini arastirmis olup, sigma reseptorii antagonistlerinden S1RA ve
rimkazolin U87MG hiicrelerinde sitotoksik ve apoptotik etkiler ile kaspaz-3
aktivasyonlar1 birlikte degerlendirildiginde, hiicre 6liim sebepleri arasinda onemli bir
mekanizma olan hiicre i¢i kalsiyum diizeylerini de degerlendirmistir. Sitozolik kalsiyum
miktariin ani yiikselmesi ve buna bagli olarak olusan ER stresi, ¢esitli kanser hiicreleri
ile yapilan caligmalarda apoptoz ve hiicre Oliim sebepleri arasinda gosterilmistir
(Orrenius vd., 1992, s. 357). Buna karsin, 3T3 saglikli fibroblast hiicrelerinde yapilan
baska bir ¢alismada hiicre sitozolik kalsiyumun bir miktar artmasinin mitojenik aktivite
ve yasamsal faaliyetleri arttirabilecegi de agiklanmistir (Mattie vd., 1994). Sigma
reseptOrlerinin inhibisyonu ve kalsiyum homeostazi ile kaspaz bagimli olan ya da
olmayan hiicre oliimli arasindaki esas iliski ise, sigma reseptor inhibisyonunun
gerceklesmesi, akabinde saperon aktivitesinin bozulmasina bagli olarak protein
katlanmasinin bozulmasi ya da durdurulmasi, UPR (Unfolded protein response;
katlanmamis protein yanit1) yamtinin gecikmesi, ER stres elemanlarinin aktive
olamamasi yoniindedir (Hosoi ve Ozawa, 2009, s. 19). Bunun sonucunda ER’den
sitoplazmaya kalsiyum c¢ikisinda artis veya sitozolden disar1 ya da mitokondriye
girisinde bir azalis mekanizmasi devreye girmektedir (Schroder ve Kaufman 2005, s.
29). Bu temel mekanizma; sitozolik kalsiyum artisi, mitokondriden sitokrom c salinima,
apoptozom olusumu ve sonrasinda kaspaz-3 aktivasyonu siireglerini igermektedir
(Hanson vd., 2004, s. 933). Buna gore; protein katlanmasindan sorumlu 6nemli bir
saperon proteini olan sigma reseptorleri, antagonistler veya endojen ligandlar tarafindan
bloke edildiklerinde, ER stresi ve hiicre i¢i kalsiyum artis1 birbirlerini bir kaskat
mekanizmasi ile indiiklemektedir (Rossi vd., 2011, s. 6210; Spruce vd., 2004, s. 4880).
Bu kaskatta, kaynak bilgisi boliimiinde de s6z edilen IP3 hiicre i¢i kalsiyumun artisi
yanitinda temel Ooneme sahip bir ER elemandir. IP3 reseptorleri, ER’den kalsiyum
iyonlarmin giris ve ¢ikisini sigma reseptorleriyle Dbirlikte regiile etmektedir. ER stresi

meydana geldiginde bu reseptér araciligi ile ER’den sitozole kalsiyum ¢ikist olur
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(Hanson vd., 2004, s. 933). Diger yandan sfingolipid ailesinin bir iiyesi olan
antiproliferatif sfingosin, proliferatif S1P (sfingosin-1 fosfat) ve bunu sentezleyen
enzimlerden SKi ve SK; (sfingosin kinaz-1, sfingosin kinaz-2) bu kalsiyum giris ve
cikisindaki diizenlemelerde aktif olarak rol almaktadir. Burada hiicre Olimini
hizlandirict etkisi olan faktér, SKi1 ve SK; enzimlerinin c¢aligma fonksiyonlarinin
bozulmasina bagl olarak S1P ile sfingosinin arasindaki dogal dengenin bozulmasi ve
sitozolik artmis kalsiyumun ER depolarina geri alimindaki feedback etkisidir (Spiegel
ve Milstiens, 2002, s. 25851).

Bu tez ¢aligmasinda S1RA ile rimkazoliin ICsp ve ICzs degerlerinin uygulandigi
U87MG glioblastoma hiicrelerindeki hiicre ig¢i sitozolik kalsiyumun analizi Fluo-3
kalsiyum indikatorii ile akim sitometri cihazi ile gergeklestirilmistir. Deney sonuglarina
gore, elde edilen histogramlar yorumlandiginda ve incelendiginde 24 saatlik inkiibasyon
sonucunda S1RA ICzs ve rimkazol ICys degerlerinin  hiicrelerin  sitozolik
kalsiyumlarinda gézle goriiliir bir atisa neden oldugu goriilmiistiir (Sekil 5.15). Her iki
maddenin 1Cso degerlerinde kontrole gore hiicre igi sitozolik kalsiyumda artisin diisiik
gozlenmesi, her iki sigma reseptor antogonisti maddenin etkilerinin konsantrasyona ve
inkiibasyona bagli olabilecegini gostermektedir. Literatiirde rimkazol ile yapilan bir
caligmada maddenin yiiksek konsantrasyonlarinda sigma-2 reseptor agonistlik etkinin
goriilebilecegi de agiklanmistir (Gilmore vd., 2004, s. 1). Bu agidan bakildiginda
kalsiyum sonuglarinin konsantrasyon bagimli olmasi, rimkazol iliskili literatiir bilgileri

ile paralellik gostermektedir.

Buraya kadar aciklanan deney sonuglari ve bulgular degerlendirildiginde,
antikanser etkide SK1 ve SK»> protein sinyal yolunun etkilerini de aragtirmak i¢in SIRA
ve rimkazoliin ICso ve ICzs konsantrasyonlarinin U87MG hiicrelerindeki SK: ve SK>
MRNA ekspresyon seviyeleri arastirilmistir. Sigma reseptorleri ile sfingolipidler
arasindaki iligki heniliz tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak, sfingolipid ailesinden
olan, S1P’1n ve dolayisi ile SK1 ve SK2 nin kanser bilyiimesinde ve ilag direncinde rol
oynadig1 agiklanmistir. SK2 reseptoriiniin birgok hiicrede, hiicre ¢ekirdegine yakin
bolgelerde lokalize oldugu, agiklanmigtir (Hait vd., 2009, s. 1254; Hait vd., 2006, s.
2016). Yapilan ¢aligmalarda meme kanseri, akut 16semi ve prostat kanSeri hiicrelerinde
SK1 proteinlerinin yiiksek oranda eksprese oldugu gosterilmistir (Sobue vd., 2008, s.
266; Malavaud vd., 2010, s. 3417). Ayrica ¢aligsmalarda, SK1 ve S1P nin glioblastoma
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dokusunda hiicre agresifligini ve mitojenitesini arttirdigr agiklanmistir (Pyne vd., 2016,
s. 151; Brocklyn vd., 2005, s. 695). Sigma reseptor antagonistleri ve sfingosin kinaz
sinyal yolu iliskisinde proliferatif etkili S1P’nin temel rolii oldugu diistiniilmelidir.
Ciinkii SIP SK3 ve SK» enzimleri tarafindan katalizlenerek sentezlenir (Sekil 2.10).
Kanser hiicrelerinde yiiksek eksprese olan SK1 mRNA’sinin ekspresyonunu azaltmanin
antikanser etkinin olugmasinda 6nemli bir rol oynayacagi rapor edilmistir (Heffernan-

Stroud ve Obeid, 2013, s. 201).

S1RA ve rimkazoliin ICsp Ve 1C25 konsantrasyonlariin hiicrelere uygulanmasini
takiben 24 saat sonraki SK1 mRNA ekspresyonunun normalize degerleri kontrole gore,
Cizelge 5.8’de gosterilmistir. Buna gore; SIRA ICso degeri ve rimkazolin ICos
konsantrasyonlarinda SK1 ekspresyonlari kontrol grubuna gore azalmis olup, sirasiyla
normalize degerleri, 0,61 ve 0,67 olarak belirlenmistir. SIRA 1C2s ve rimkazol ICso
konsantrasyonlarinda ise mRNA eskpresyonunda kontrole gore artis meydana gelmis
olup, bu oranlar sirasiyla 2,31 ve 2,27°dir. SKo> mMRNA ekspresyon oranlari ise kontrole
gore; SIRA ve rimkazoliin 1Cso ve ICzs degerleri sirasiyla, 0,25, 1,88 ve 0,70, 0,50
olarak bulunmustur (Cizelge 5.10). SK> mRNA ekspresyonu S1RA ICzs’te kontrole
gore bir miktar artarken, SIRA ICsp, rimkazol 1Cso ve 1C25 konsantrasyonlarinda azalis

gostermistir.

Ger¢ek zamanli PZR sonuglari g6z Oniine alindiginda S1IRA’nmin 1Csp ve
rimkazoliin IC2s degerlerinin SK1 ve SK2 gen ekspresyonlarinda azalma meydana
getirdigi goriilmektedir. SK1 ve SK2 mRNA ekspresyonlarinin SIRA ve rimkazole gore
farkl1 diizeylerde eksprese olmalar1 bu ilaclarin selektivite farkliliklarindan
kaynaklanmis olabilir. Ayrica U87MG hiicrelerinde yapilan bir calismada, US7MG
hiicrelerinde SK» gen ekspresyonlarinin SKi gen ekspresyonlarina gore daha az oldugu
gosterilmistir (Brocklyn vd., 2005, s. 695). Antikanser etkide sfingosin kinaz yolunun
etkisi degerlendirildiginde; SKi ve SK> mRNA ekspresyonlarinin gen iizerinde
azalmasina bagl olarak, hiicrede S1P oranlart azalir ve antiproliferatif bir sfingolipid
olan sfingosinlerin orani artar. SIP’nin azalmasi ve sfingosinlerin artmasiyla, hiicre i¢i
sitozolik kalsiyum miktar1 artig gosterebilir (Sekil 2. 11) (Spiegel ve Milstiens 2002, s.
25851). Hiicre i¢i sitozolik kalsiyumun artmasiyla apoptotik mekanizmalar araciligi ile

ER’de kalsiyum artmasina bagli stres olusumu, mitokondriden sitokrom c’lerin
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sitoplazmaya salinimi, apoptozom olusumu gozlenir ve kaspaz-3 aktivasyonu ile hiicre

olimii gergeklesir (Hanson vd., 2004, s. 933).

Ozet olarak, gercek zamanli PZR analizi ile US7MG kanser hiicrelerinde yiiksek
olan SKi gen ekspresyonu, sigma-1 reseptér antagonistlerinden SIRA ve rimkazol
baskilanmigtir. SIRA, konsantrasyon ve kaspaz-3 bagimli apoptoz yolu ile kalsiyum
artigina bagli 6liime gotiiriirken, rimkazol kaspaz-3 disinda bir mekanizma ile hiicreleri
apoptotik dliime gotiirmiis olabilir. Ilgili genlerde ekspresyonlar azaltan rimkazol IC2s
degerinin kalsiyum sonuglarina bakildiginda, S1RA ile kiyaslandiginda, U8S87MG
hiicrelerinde 24 saat sonra sitozolik kalsiyumu en fazla arttirmis oldugu
gozlemlenmistir. Ancak SIRA’nin 1C2s degerinin hiicre igi sitozolik kalsiyum arttirici
etkisininin yiiksek olmasina ragmen, SK1 gen ekspresyonu iizerinde beklenilen etkiyi
gostermemistir. SIRA sigma-1 reseptor antagonistinin 1Cso konsantrasyonunda U87MG
hiicrelerinde kaspaz bagimli apoptozu ve antiproliferasyonu arttirdigi ancak ayni etkiyi
hiicre i¢i sitozolik kalsiyum artisinda gosteremedigi belirlenmistir. Yapilan bir
caligmada, sigma antagonistlerinin apoptoza neden oldugu gosterilmistir. Buna ek
olarak sigma-1 antagonistlerinin kaspaz bagimli apoptoza neden olabilecegi, bunun
yaninda sigma-2 agonistlerinin kaspaz bagimsiz apoptoza neden olabilecekleri
gosterilmistir (Crawford ve Bowen, 2002, s. 313). Rimkazoliin sigma-1 reseptorlerine,
S1RA kadar spesifik olmadigi bilinmektedir. O yiizden sigma-2 reseptorlerine agonist
yoldan etki ederek DNA fragmentasyonu yolu ile kaspaz bagimsiz apoptoza neden
oldugu distintilmektedir (Gilmore vd., 2004, s. 1).

Sonuglar degerlendirildiginde bu c¢alismada, SIRA ve rimkazolin U887MG
hiicreleri iizerindeki 24. saatteki antiproliferatif etkilerinin SK1 enzim yolu iizerinden
sitozolik kalsiyum artisina neden olabilecegi bildirilmistir. ER stresini tetikleyerek
apoptotik etkilerini ise etki ettikleri sigma reseptor alt tipine gore kaspaz-3 bagimli veya
kaspaz bagimsiz olarak gosterdikleri distiniilmektedir. Calisma boyunca koloni
formasyon ve MTT deneyleri hari¢ olmak tizere, SIRA ve rimkazoliin her ikisi i¢in de
iki farkli konsantrasyon (ICso ve 1C2s degerleri) kullanilmistir ve uygulanan farkli
konsantrasyonlara bagli olarak, apoptoz oranlarinda, kaspaz-3 aktivasyon oranlarinda,
sitozolik kalsiyum artis miktarinda ve SKi-SK2 mMRNA  ekspresyon oranlarinda
farkliliklar belirlenmistir. Bu etkilerini sfingolipid ailesinin 6nemli iiyeleri olan,

sfingosinin S1P’a g¢evrilmesinden sorumlu SK; ve SK> mRNA ekspresyonlarinda
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meydana getirdikleri azalislarla da desteklemektedir. SK: ve SK> mMRNA
ekspresyonlar1 sonuglar1 Cizelge 5.8 ve Cizelge 5.9°da verilmis olup, SIRA nin ICxo ile
rimkazoliin ICzs konsantrasyonlari, U87MG glioblastoma hiicrelerinde SK; ve SK>

MRNA ekspresyonlarini, kontrol grubuna gére az da olsa azaltmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda yeni bir sigma-1 reseptor antagonisti olan SIRA ve sigma
reseptor antagonisti rimkazolin, U87MG glioblastoma kanser hiicrelerindeki
antiproliferatif ve apoptotik etkilerinin  karsilastirtlmali  olarak  arastirilmasi
amaglanmistir. Buna ek olarak bu ilaglarin sfingosin kinaz-1 ve sfingosin kinaz-2

mRNA ekspresyonlarindaki etkileri de arastirilmistir.

Calismanin 6zgiin degeri, sigma reseptdr antagonistlerinin antikanser etkilerini
sfingosin kinaz, S1P ve dolayisiyla sfingolipid metabolizmasi lizerinden aragstirilmasi ve
yeni bir sigma-1 reseptdr antagonisti olan SIRA’nin ilk kez bu tez g¢aligmasinda
antikanser etkilerinin arastirilmasidir. Yapilan literatiir ¢aligmalarinda, S1RA’nin
yalnizca, deney hayvanlariyla ¢alisilan agri modellerinde; noropatik agrilarda ve agril
inflamasyon modellerinde klinik ve preklinik olarak analjezik etkileri gozlenmis ve
belirlenmistir. Ayrica, SIRA’nin antikanser etkilerin arastirildigi, bir literatiir ¢alismasi
yoktur. Bu sebeple, bu tez ¢alismasimin sonuglari, gelecekte literatiire kaynak olma

ac¢isindan onemlidir.

Caligma sonucunda her iki sigma reseptor antagonisti de U87MG glioblastoma
hiicrelerinde, MTT testi ve ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemi ile antiproliferatif etkili
bulunmustur. SIRA ve rimkazoliin ICso ve 1C2s degerleri hesaplanmistir ve degerler
tizerinden apoptotik analizler, kalsiyum analizi, SK; ve SK> mRNA ekspresyon
analizleri yapilmistir. Koloni formasyon testi ile her iki maddenin de U87MG
hiicrelerinin koloni olusturmasi {izerinde inhibe edici etkileri artan konsantrasyonlara

bagli olarak goézlenmistir.

Annexin-V/PI yontemi ile her iki maddenin de U87MG hiicreleri {izerinde umut
verici apoptotik etkiler yaptigi gosterilmistir. Bu etkilerin mekanizmasinda kaspaz-3
yolunun etkisini daha iyi anlayabilmek adina, kaspaz-3 aktivasyonu arastirildiginda,
S1RA’nin kaspaz-3 aktivasyonunda daha etkili oldugu ve hiicreleri kaspaz-3 bagimli
mekanizma ile apoptoza gotlirdiigli, rimkazoliin c¢ok daha diisiik bir kaspaz-3

aktivasyonuna neden oldugu goriilmiistiir.

Fluo-3 hiicre i¢i kalsiyum analiz sonuglarina gore, SIRA ve rimkazoliin ICzs
konsantrasyonlarinin, ICso konsantrasyonlarina oranla daha yiiksek oranda hiicre igi
sitozolik  kalsiyumu artirdigit  gozlemlenmistir. Kalsiyumun hiicre sitozoliinde

mitokondri iglevinin bozulmasina bagli olarak patolojik oranda arttirmasi, ER stresinin
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olugmasi ve apotoza giden yolda 6nemli bir etki gostermesi agisindan sigma reseptor
antagonistlerinin U87MG hiicrelerini 6lime gotiiriirken kalsiyum ve ER stresi eksenine

bagimli bir mekanizma izledikleri ongoriilmistiir.

Sfingolipidlerin ailesinden olan, antiproliferatif etkili sfingosinden, S1P’e
doniistimde katalizleyici enzimler olan sfingosin kinazlarin (SKi1 ve SK2’nin) yukarida
bahsedilen mekanizmadaki rolii ve S1RA ile rimkazoliin bu enzimlerin mRNA

ekspresyonlarinda yaptiklar1 degisiklikler de ilk kez bu tez ¢alismasinda arastirilmstir.

Ozet olarak, sigma reseptdr antagonistleri hiicrelere uygulandiktan sonra, protein
katlanmasindan sorumlu bir saperon protein olan sigma reseptorleri bloke olur. Bu
yiizden zamanla katlanmamis ya da yanlis katlanmis proteinler ER’de birikirler. Sigma
reseptorleri bloke oldugundan UPR (katlanmayan protein yaniti) olusamaz ve sonug
olarak ER stresi olusur. Bununla birlikte, sitozolik kalsiyum strese bagli ER’de ¢esitli
elemanlarin (IP3, PLC) aracilig1 ile daha da artarak patolojik seviyeye ulasir. Sitozoik
kalsiyumun hiicre i¢i kalsiyum depolarina geri akisin1 durduran sfingosin, S1P-sfingosin
doniistimiinden sorumlu SK1 ve SK2 mRNA ekspresyonlarinin azalmasina bagli olarak
hiicrede artar ve kalsiyumun hiicre i¢i depolara geri akist durma noktasina gelir.
Devaminda, hiicrede kaspaz-3 bagimli bir apototik siire¢ izlenecekse, artmis sitozolik
kalsiyum ve mitokonriden sitokrom ¢ saliniminin ardindan, apoptozom olusumu ve

sonunda kaspaz-3 aktivasyonu ile programli hiicre 6liimii gergeklesir.

Sonug olarak, S1IRA ve rimkazoliin U87MG hiicreleri lizerindeki antiproliferatif
etkileri konsantrasyona bagli olarak birbirinden ayrilmaktadir. S1IRA’nin kaspaz
bagimli apoptozla hiicreleri 6liime gotiirmesi gelecege yonelik sigma reseptorleri ve
reseptOr antagonistleriyle yapilacak yeni calismalara 1sik tutmasi agisindan 6nem
tasimaktadir. Farkli kanser hiicrelerinde antikanser etkileri ¢alisilan rimkazoliin
(Rybczynska vd., 2013, s. 3; Rybczynska vd., 2008, s. 2049) bu tez ¢alismasi ile
U87MG glioblastoma hiicrelerindeki antikanser etkileri ¢alisilmistir. Yapilan apoptotik
analizler, koloni formasyon analizi ve kalsiyum analizi g6z Oniine alindiginda bu
calismanin, noéropatik agri1 igin gelistirilen ilaglardan SIRA’nin (Faz Il) antikanser
etkilerinin ilk kez belirlenmesinin 6nemli bir bulgu olmas1 agisindan, kendisi gibi klinik
faz c¢alismalarinda olan veya preklinik g¢alismalarda olacak yeni sigma reseptor

antagonistlerinin etki mekanizmalarina 151k tutacagi diistiniilmektedir.
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