RHO KINAZ INHIBITORU FASUDIL’IN
PANKREAS KARSINOMA HUCRELERINDE
SITOTOKSISITE, APOPTOZ VE METASTAZ

ILISKISININ ARASTIRILMASI

CANER KAPLAN

MERSIN UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJIi
ANA BILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

MERSIN
TEMMUZ — 2015



RHO KiNAZ INHIBITORU FASUDIL’IN
PANKREAS KARSINOMA HUCRELERINDE
SITOTOKSISITE, APOPTOZ VE METASTAZ

ILISKISININ ARASTIRILMASI

CANER KAPLAN

MERSIN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJIi
ANA BILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

Danisman
Yrd. Do¢. Dr. Ahmet Ata OZCIMEN

MERSIN
TEMMUZ — 2015



\

Caner KAPLAN tarafindan Yrd. Dog. Dr. Ahmet Ata OZCIMEN danismanhgi’nda
ve Prof. Dr. Kansu BUYUKAVSAR es danismanlifinda hazirlanan “Rho Kinaz
inhibitorii Fasudil’in Pankreas Karsinoma Hiicrelerinde Sitotoksisite, Apoptoz ve
Metastaz Iliskisinin Aragtirilmasi” baslikli bu ¢alisma asagida imzalar1 bulunan jiiri

iiyeleri tarafindan oy birligi/coklugu ile Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

f Imza
Prof. Dr. Filiz Ozbas GERCEKER
Prof. Dr. Yasemin KACAR
Yrd. Dog. Dr. Nalan TIFTIK

Yrd. Dog. Dr. Ertan AY

Yrd. Dog. Dr. Ahmet Ata OZCIMEN

Yukandak1 Jiiri karann Fen Bilimleri  Enstitiisii Yonetim  Kurulu’nun

L./0%F /204 tarih ve 2A4.(2.20./.. L& sayili karariyla onaylanmistir.

iﬁ’fof Ii)r\Ay'i

a‘QEI
M({* w

Ens\tltu"

Bu tezde kullamilan ézgiin bilgiler, sekil, ¢izelge ve fotograflardan kaynak gostermeden alints yapmak 5846 sayili
Fikir ve Sanat Eserleri Kanunu hiikiimlerine tabidir.




Caner, K. 2015. Rho Kinaz _inhibiti)'rii Fasudilin Pankreas Karsinoma Hiicrelerinde Sitotoksisite, Apoptoz ve Metastaz
liskisinin Arastiriimasi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

RHO KiNAZ INHIBITORU FASUDILIN PANKREAS KARSINOMA
HUCRELERINDE SITOTOKSISITE, APOPTOZ VE METASTAZ
TLISKISININ ARASTIRILMASI
Caner KAPLAN
oz

Bu ¢alismanin amaci, pankreas kanseri hiicre hatt1 olan BxPC-3 hiicre hattina
rho kinaz inhibitorii olan fasudil uygulanarak sitotoksisite, apoptoz ve metastaz’a
olan etkilerini arastirmaktir. Bu arastirmada, xCELLigence DP es zamanl1 hiicre ana-
lizi cihazinda yapilan hiicre deneyleri sonucunda uygun hiicre sayisinin BxPc-3 hiic-
re hatt1 i¢in 12500, Fasudil uygulama saatinin ise 25 saat oldugu belirlenmistir.
Toksik doz olan ICsy degeri 7,2835x10° M bulunmustur. Metastaz arastirmasi icin
farkli dozlarda (10mM, 2mM, 0,2mM, 0,02 mM) fasudil kullanilmis fakat BxPc-3
hiicrelerinin besine (FBS) duyarli bir metastaz géstermedigi anlagilmistir. Kaspaz-3,
Kaspaz-8, ve Kaspaz-9 gen ifadesi diizeyinin 6l¢iimleri icin 24 ve 48 saat siirelerde
total RNA’lar saflastirimis, 2uM ve 0,2 uM Fasudil uygulanarak 24 ve 48 saatlerde
gRT-PCR yontemi ile yapilmistir. Elde edilen sonuglarda kontrole gore 24. ve 48.
saatler de 2 uM ve 0,2 uM’da Kaspaz-3 ve Kaspaz-9°da 1,5 kat artig gézlemlenirken
Kaspaz-8’de artis ya da azalis gozlemlenememistir. Ayrica PE Aktif Kaspaz-3
testinde kontrol grubu ile ilag uygulamasi yapilan hiicreler arasinda Kaspaz-3’iin

(%25,1) aktif oldugu gozlemlenmistir.
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THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF RHO KINASE
INHIBITORS FASUDIL ON THE CYTOTOXICITY, APOPTOSIS AND
METASTASIS ON PANCREAS CARSINOMA CELL LINE
CANER KAPLAN

ABSTRACT

The aim of this study is investigation of the cytotoxic, apototic and metastatic
effect of administration of fasudil, effector of rho kinase, onto the BXPC-3
pancreatic carcinoma cell line. Optimum cell unit per well is found as 12500 cells by
XCELLigence DP system. Fasudil treatment period is also determined to be 25 hours.
Result of the 1Cx, value of 7,2835x10° M concentration. The aplications of time/dose
dependent Fasudil (10mM, 2mM, 0,2mM, 0,02 mM) were applied for metastasis.
But according to migration assay in xCELLigence DP system, BxPC-3 cells have not
shown PBS dependent migration. The levels of caspase-3 and caspase-9 were
significantly increase effect by measuring with Quantative Real-Time PCR at 24 and
48 hours with 2uM and 0,02uM fasudil respectively. Caspase-8 were not significant
effect of administration in a time-dose dependent manner. The result of Flow
Cytometric Active Caspaze-3 PE assay was shown significant effect of Caspase-3
(%25.1) activity.

Key Words: Pancreas Cancer, BxPc-3 Cell Line, XCELLigence, Fasudil,
Metastasis.
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1. GIRIS

Diinya da ve iilkemizde hizla artis gostermekte olan kanser tiirlerinden pankreas
kanseri erken tani ve tedavi zorluklarindan dolayr 6liim orani en yiiksek kanser
tiirlerinden biri olarak kendini goOstermektedir. Kanserden oOliim siralamasinda
diinyada hem kadin, hem erkeklerde dordiincii siradadir. Tani sonrasi bes yillik

yasam siiresi %4 civarindadir.

Tiirkiye’de biitliin kanserler arasinda pankreas kanserinin goriilme siklig1 %4,3,
kansere bagli dliimler i¢indeki orani ise %4,1°dir. Cinsiyete bagl dagilim agisindan
pankreas kanserinin goriilme sikligi kadinlarda %3,1 iken, kansere bagli Oliimler
icindeki oran1 %3, erkek bireylerde goriilme sikligi %5,4 ve kansere bagl olimler

icindeki orani ise 5,2°dir [Ferlay vd.,2012].

Tan1 ve teshisindeki zorluklardan ve hizli metastaz yapmasindan dolay1 pankreas
kanseriyle miicadelede hala yeni yontemler, tan1 ve tedavi siireci ig¢in yeni

yaklagimlar gelistirilmektedir.

Rho-Associated Protein Kinase (ROCK) ailesinin ROCK 1 VE ROCK 2 olan iki
tiyesi vardir. Bu iki iye %65 yapr bakimindan, %95 ise kinaz domeininin yapisi
bakimindan benzerlik gosterir. Her ikisi de N-terminal bolgesinde katalitik kinaz
bolgesi, orta kisimda kivrilmis kivrim, Rho’nun baglandigi bir bolge, sisteince
zengin bolge ve C terminal bolgesinde Plekstrin homologu (PH) bir bolge igerir [S.
Jianjian vd., 2013 ].

Fasudil (HA-1077) ve Y-2763 ilk kesfedilen Rho inhibitorleridir ve ROCK
inhibitorleri ATP baglanma alanlari ile yarisir [Mueler vd.,2005, Lohn vd., 2009 ].

Rho kinazlarin, karaciger [Man K. vd., 2009], meme [Liu S. vd., 2009] ve
prostat kanseri [Avril V. vd., 2000] gibi kanser tiirlerinde migrasyonda oynadigi rol
ile ilgili aragtirmalar mevcut olup, pankreas kanseriyle ilgili hala yeterli ¢alisma

bulunmamakta ve arastirilmaya gereksinim duyulmaktadir.

Biitin bu bilgiler 15181 altinda bu calismada Rho kinaz inhibitorlerinden
Fasudil’in (HA-1077) epitelial pankreas adenokarsinoma hiicre hatti BxPC-3

hiicrelerindeki proliferasyon, metastaz ve apoptoz tizerindeki etkileri aragtirilmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1.  PANKREAS’IN MORFOLOJISI VE FIZYOLOIJISI

Pankreasin ilk tamimi, MO.4. yiizyillda Chalkaidon tarafindan yapilmistir. MS.2.

ylizyilda ise Ephesuslu Rufus tarafindan “pankreas” olarak adlandirilmigtir. Pankreas

omentum minus, mide ve kolon transversum’un arkasinda, karin arka duvarinda
bulundugu i¢in karin agildiginda direkt olarak goriilmez. Pankreas, karbonhidrat,
protein, yag metabolizmasinda, sindirimde, enerji substratlarinin kullaniminda ve
depolanmasinda onemli rol oynayan ekzokrin ve endokrin fonksiyonlara sahip bir
organdir. Pankreas bas, govde ve kuyruk kismi olmak iizere 3 bolimden olusur
(Sekil 2.1.). Eriskin insan pankreast 15 cm uzunlugunda, 70-140 gram agirliginda

bir organdir.

Pankreas hem ekzokrin, hem de endokrin salgi yapan bir bezdir. Organin
endokrin salgist (insiilin, glukagon, somatostatin ve PP hiicreleri) yasamin devam

etmesi igin gerekli olup Langerhans adaciklarindan salgilanir.

-«—— Portal ven (Karaciger toplar damari)

-<—— Duodenum (Onikiparmak bagirsagi)

=L A Pankreas kuyrugu
\ Pankreas govdesi i (%11)
\ (%11) 1

Pankreas basi

Superior mezenterik arter ve ven
(Barsak atar ve toplar damarlari)

Sekil 2.1. Pankreasin Morfolojisi.
Pankreas bas govde ve kuyruk olmak iizere 3 kisimdan olusur. [01.06.2015 tarihinde
http://www.ahmetdobrucali.com/hastaliklar/pankreas-kanseri/, adresinden

alinmustir. ]
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2.2. PANKREAS KANSERI

Pankreatik ve peri ampuller kanserler biitiin gastrointestinal kanserlerin %5’
ini olustururlar. Pankreas kanseri erkeklerde tiim kanserler arasinda %3, kadinlarda
iIse %5 sikliktadir. Pankreas kanserine bagli oliimler, kanser Oliimleri arasinda

erkeklerde dordiincii, kadinlarda ise besinci sirada yer almaktadir [Ellen B, 1995].

Pankreas kanserlerinin genis bir spektrumu vardir. Bunlarin i¢inde en sik olan
(%85) adenokarsinom olup, sessiz bir klinik gidis gdsterdiginden tan1 kondugunda
genelde pankreas disinda yaygindir [Cubillia AL vd., 1985]. Ozellikle, korpus ve
kuyruk timorleri fark edildiginde metastaz yapmiglardir, ancak pankreas

kanserlerinin ¢ogunlugu pankreas basindan kaynaklanir [Chen J vd.,1985].

Pankreas kanserlerinin bir diger tiiri de endokrin tiimoérlerdir. Bunlar adacik
hiicrelerinden kaynaklanir ve fonksiyonel veya non-fonksiyonel, iyi huylu veya kotii
huylu olabilirler. Fonksiyonel tiimdrler, adacik hiicre kdkenine gore pankreas
hormonlarindan bir veya bir kagini salgilayabilirler. Endokrin tiimérlerde malignite

kriterleri bolgesel invazyon ve metastazdir [Venkatesh S vd.,1990].

Metastaz potansiyeli gosterenler ise belirgin stromal invazyon, pankreas
damarlarinda tiimo6r embolisi, glandular ve solid patern gosterenler ve beta hiicre
kaynakli olmayanlar ile alfa HCG (human chorionic gonadotropin) pozitif olan
tiimorlerdir [Rosai J., 1997].

Kanserin yayilmasina veya sigramasina metastaz adi verilir. Pankreas kanseri
siklikla lenf damarlan ile yayilir ve yayillmig olan pankreas kanserine metastatik
pankreas kanseri adi verilir. Pankreas kanseri, oncelikli olarak karin iginde ve
karacigere metastaz gosterirken akcigerlere, kemiklere ve beyine de metastaz
yapabilir. Bu tiir kanserler, tek basina 1s1n tedavisi ile tedavi edilmesi veya cerrahi
miidahale ile alinmasi i¢in fazla metastaz yapmigtir. Gorilintiileme testleri sadece bir
bolgedeki yayilmay1 gosterse bile, kanser hiicreleri kiigiik gruplar halinde diger

organlara da sigramistir.
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2.2.1. Pankras Kanserinde Tani

Pankreas kanseri tan1 ve tedaviye adeta meydan okur. Prognozu son derece
kotii olup tanidan sonra bir yillik sag kalim yalnizca %10 dur [Chung YS., 1987].
Tiumor belirleyiciler, ultrasonografi (US), bilgisayarli tomografi (CT), Endoskopik
Retrograt Kolanjiopankreatografi (ERCP) ve ince igne aspirasyon biyopsisi gibi, tani
yontemlerindeki gelismeler sayesinde pankreas kanseri tanis1 6 ila 8 hafta daha

erken yapilabilmektedir [Sing SM vd.,1990].

Pankreas kanserinde kullanilan tiimér belirleyicilerden bazilar1 duyarlilik
siralamasina gore Sialylated Carbonhydrate Antigen-1 (SPan-1), Cancer Antigen 19-
9 (CA 19-9), Cancer Anti- gen (CA 50), Immiinoreaktif Elastaz-1 (IRE-1),
Pancreatic Cancer-Associated Antigen (DU-PAN-2 ), Cancer Antigen (CA 125),
Anti genic Determinant Recognized by Monoclonal Antibody AR-3 (CAR-3),
Karsinoembriyonik Antijen (CEA)’dir.

SPan-1 yiiksek molekiil agirlikli bir glikoproteindir. Pankreas kanserli
hastalarin serumlarinda yiiksek seviyede, diger gastrointestinal kanserli hastalarda
orta seviyede, normal bireylerde ise diisitk SPan-1 seviyesi bulunmaktadir [Chung

YS. 1987].

En ¢ok kabul edilen goriise gore, CA 19-9'un esik degeri 37 U/ml alindiginda
pankreas kanserinin tanisi yapilabilir. Bu deger, 120 U/ml ve ilizerine ¢iktiginda,
pankreas kanserini pankreatitten %68, pankreas dist maligniteden %57 ve benign
hastaliklardan da %72 dogrulukla ayirabilir [Safi F vd, 1990].

Yapilan calismalarda pankreas kanserinin erken evresinde serum IRE-1
seviyesinin, ge¢ evresinde ise serum CA 19-9 seviyesinin arttig1 goriilmiistiir. Ayrica
IRE-1 artis1 pankreas bast kanserinde govde ve kuyruk kanserinden daha fazladir.
Ciinkii pankreas bagindaki tiimoér nedeni ile wirsung kanali tikanmasi pankreasin

biiyiik bir pargasini tahrip eder [Hayakawa T vd., 1988].
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Ilk kez 1984'de Metzgar ve ark. tarafindan "pancreatic cancer-associated
antigen" diye bildirilen DUPAN-2 duktal adenokarsinomdan elde edilen hiicre

dizisine kars1 gelistirilen monoklonal antikor ile tanimlanmistir [Metzgar vd., 1984].

CAR-3 pankreas kanseri tanisinda CA 19-9'dan daha az duyarli fakat pankreas
neoplazmi ile kronik pankreatitin ayiriminda daha 6zgiildiir. Karaciger metastazi
olan hastalarda, tliimoriin yayilmamis oldugu hastalara gore daha yiiksek CAR-3
seviyesi bulunur. Diger timor belirleyicilerin ¢ogunda oldugu gibi CAR-3'lin de
pankreas kanserinin ileri evrelerinde duyarlilig: artar [Bosso D vd. 1991].

2.3. BXPC-3 PANKREAS HUCRE HATTININ KARAKTERISTIK OZELLIKLERI

BXPC-3 hiicre hatt1 61 yasinda pankreas adenokarsinom tanis1 konmus bayan
bir hastadan kiiltiire edilmistir. Hasta kemoterapi ve radyoterapiye ragmen alt1 ay
icerisinde Olmiistlir. Metastaz tespit edilememesine ragmen Michael Bouvet [Bouvet
M. Vd., 2002] ve ark. deney fareleri lizerinde yaptigi ¢alismada BxPC-3 hiicrelerinin

metastaz yaptigini géstermistir. Proliferasyon siiresi 48 ile 60 saat arasindadir.

Yapilan bir ¢alismada, BXPC-3 hiicreleri ile SK-HEP-1 ve HEP-G2
hiicrelerinin matrijel [Matrigel, BD Biosciences firmasi tarafindan pazarlanan, bir
gesit fare tiimor hiicre serisinin salgiladigi jelatin, laminin ve bagska proteinleri igeren
organik karigimin ticari ve yaygin bilimsel ismidir. Bu karisgim igerigi
itibariyle, dokularda hiicrelerin etrafini saran hiicre dis1 matrise (Extracellular Matrix,
ECM) ¢ok benzedigi i¢in, hiicre serilerinin laboratuvar kosullarinda biiyiitiillmesinde
hiicrelerin  tutundugu substrat (ortam) olarak kullanilmaktadir] ve kolojen-1
[Kollajen (bazen kolajen veya kollojen olarak da anilir) hareket sisteminin yap1
taglarini, ozellikle kemik, kikirdak, lif ve eklemleri olusturan protein]’de metastaz
yapmalar1 agisindan karsilastirilmis ve SK-HEP-1’in 24. saatte, HEP-G2’nin 70.
saatte ve BxPC-3’iin 48. saatte tabakalar (wound) halinde metastaz yaptigi

gosterilmistir.

Yine ayni ¢alismada BxPC-3 hiicrelerinin kolojen-1 de, matrijele gore daha

metastatik oldugu bildirilmistir. Calismanin invazyon ile ilgili olan bdliimiinde ise
5
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BXPC-3 hiicreleri kolojen-1 de 68. saatte, matrijelde 42. saatte invazyon
gostermistir.[http://www.essenbioscience.com/media/uploads/files/Invasion_Exempl
ar_Report.pdf]

24  RHOKINAZLAR

Kiicik G proteinlerinden olan Rho’nun hiicre adezyonu, proliferasyon ve
apoptoz gibi bir¢ok hiicresel olayda diizenleyici rolii vardir. Rho’nun ¢ok sayidaki
efektorlerinden en iyi bilinen ve ilizerinde en ¢ok calisilam1 Rho Kinaz’dir. Rho
Kinazin iki izo formu ROCKa (ROCK II) ve ROCKfS (ROCK 1) bulunmaktadir
[Leung T. vd., 1995, Isizaki T. vd.1996].

Bir serin-treonin kinaz olan Rho kinaz, monomerik guanozin 5’-
trifosfatazlarin Ras siiperfamilyasinin, Rho alt familyasinin bir {iyesi olan kiigiik
GTPaz Rho’nun bir alt efektoriidiir. Rho ailesinin memelilerde en az 10 {iiyesi
tanimlanmistir. Bunlar arasinda Rho izoformlarindan Rho A, B, C, D, E ve G; Rac

izoformlarindan Rac 1, Rac2, Rac3, Cdc42 ve TC10 bulunur [ Sar1 A.N. vd., 2010].

Rho kinaz, N-terminal bolgesinde bulunan katalitik bolge, orta boliimde
bulunan kivrilmis kivrim (coiled coil) bolge ve C terminal bolgesinde bulunan ve
sisteince zengin boliimden olusan plekstrin homologu (PH) bdlge olmak iizere 3 ana
bolgeden olusur. Rho hiicrede, GTP bagl aktif form veya GDP bagl inaktif formda
bulunur. Rho proteinleri gen ifadesini ve aktin hiicre iskeletini kontrol eden

sinyallesme yolaklarinda etkilidir [ Jianjian Shi and Lei Wei, 2007 ].
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Sekil. 2.2. ROCK’un Molekiiler Yapist.[ Zhou Qian vd. 2011°den modifiye edilerek
kullanilmastir. ]

Rho; kinaz bolgesi, kivrilmis kivrim ve pleksitrin homologu bélge olmak tizere 3
bolimden olusur. Kivrilmis kivrim bolgesinde Rho’nun  baglandigi  bolge

bulunurken, PH boélgesinde sisteince zengin bir bolge vardir.

ROCK, 160 kDa molekiil agirligina sahip, serin/treonin kinaz etkinlikli protein
olarak tanimlanmistir. ROCK otoinhibitér etkiye sahiptir. Inaktif formda ROCK nin
C-terminal Plekstrin homologu (PH) bolgesi ve Rho baglanma bolgesi (RBB), kinaz
bolgesi ile etkilesim icindedir. Enzimin etkinlik gdsterebilmesi i¢cin C terminal
bolgesi ile katalitik bolge arasindaki etkilesimin bozulmasi gerekmektedir. Bu
etkilesim ¢esitli substratlarin enzimin C terminal bdlgesine kendilerine 6zgiil
baglanma yerlerine baglanmasi ile veya C terminal bolgesinin kesilmesi ile
engellenir Sekil 2.3. [Riento vd. 2003][Mutsuki A vd.,1999]. Y27632 ve HA-1077
(fasudil) gibi ROCK inhibitorleri, enzim kinaz bolgesine baglanarak hem ROCK I’i
hem de ROCK II’ yi inhibe ederler. Kaspaz-3 aracilikli ROCK 1 aktivasyonu
apoptotik uyarana bagli olmaksizin hemen hemen tiim apoptotik olaylarda membran
tomurcuk olusumundan sorumludur. ROCK, apoptozun islem fazinda gerceklesen
hiicre kasilmasi, membran tomurcuk olusumu, cekirdek parcalanmasi ve apoptotik
hiicrelerin ~ apoptotik ~ cisimciklere  boliinmesi  gibi  morfolojik  olaylarin

diizenlenmesinde etkilidir [Linda VVan Aelest vd. 1997][Hahmann C vd., 2010].
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INAKTIF ROCK AKTIF ROCK

Sekil 2.3. ROCK Fonsiyonlarinin Diizenlenmesi. [Riento vd. 2003’ten modifiye
edilerek kullanilmaistir.]

GDP bagl iken inaktif olan rho, GTP baglanmas: ile aktif hale gelir ve ROCK
tizerindeki rho baglanma bdlgesine baglanarak ROCK’un etkinligini arttirir ve

aktiflesmesini saglar.

25. FASUDIL’IN (HA-1077 ) OZELLIKLERI VE ETKI MEKANIZMASI

Fasudil, 10 yildan uzun bir siiredir kan1 sulandirmak ve damardan akisini
kolaylagtirarak beyne zarar vermesini 6nlemede kullanilan bir Rho kinaz inhibitorii
ve vazodilatdriidiir. 11k kesfedildiginde serebral vasospasm tedavisinde kullanilmistir
[Sibuya M vd.1993]. Ayni zamanda pulmoner hipertansiyonun tedavisi i¢in efektif
oldugu bulunmustur [Doggrell SA. vd, 2005] [Sekil 2.1.]

Sekil 2.4. Fasudilin A¢ik Formiilii.
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Fasudilin Zue F. ve ark. [Zue F vd.,2011] tarafindan yapilan bir ¢alismada
akciger kanseri hiicre hatti olan A549 hiicrelerinde Vascular Endothelial Growth
Faktor (VEGF) ’iin ekspresyonunu azaltarak migrasyonu ve invazyonu baskiladigi

gosterilmistir.

Han Ying ve ark. [Ying H. vd., 2006] tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada

ise fare ve insan modellerinde tiimor ilerleyisini inhibe ettigi gésterilmistir.

Bu ¢alismada, Rho inhibitérii Fasudil’in BxPc-3 Hiicrelerinde proliferasyonu

ve metastazi baskilayacagi diistintilerek secilmistir.

2.6. APOPTOZ

Apoptoz, Yunanca bir sozciik olup, “vaprak dokiimii”, “ayrt diisme” ya da
“sonbahar” gibi anlamlara gelmektedir ve ilk kez Kerr tarafindan bir ¢esit hiicre
6lim seklini tanimlamak icin kullanilmistir [Kerr J.F.R. 1971]. Yasayan her hiicre
yasam ve Olim i¢in programlanmistir. Bu olay genetik bir program icin de isler.
Yaslanan, islevlerini yitiren, gelismesi bozulan, fazla iiretilen ve DNA’sinda hasar
tasiyan hiicreler, giivenli bir sekilde yok edilir [Kerr J.F.R. vd., 1972]. Hiicreler
olime giderken genellikle iki yoldan birini kullanirlar. Hasar verici ajanlarla
oldiirtiliirler ya da intihara indiiklenirler. Hasar nedeniyle dlen hiicreler, mekanik
hasarlar veya toksik ajanlar nedeniyle oliirler. Plazma membranlar1 iyon ve su ggisi
kontroliinii yitirdiginden hiicreler siserler. Hiicre igerikleri degisti§inden dolay1 ¢evre

dokularda inflamasyon olusur [Yehielly F. vd., 2000].

Apoptoz dort ardisik basamakta gerceklesir. Bunlar:
1. Apoptozun ekstraseliiler ve intraseliiler sinyallerle baslatilma fazi (uyarilma
faz)
2. Kontrol ve diizenleme fazi (islem fazi)

3. Ortadan kaldirilma faz1 (infaz fazi).
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Apoptoz’un uyarilmasinda Cizelge 2.1.’deki etmenler etkili olup, hiicre disindan
gelen sinyaller apoptozu dis yolakta baslatirken, hiicre i¢i sinyaller de mitokondrinin

icinde bulundugu i¢ yolagi harekete gecirmektedir.

Cizelge 2.1. Apoptozu baslatan hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyaller.

HUCRE DISI SINYALLER HUCRE iCi SINYALLER
YASAM SINYALLERI KALSIYUM ARTISI
OLUM RESEPTORLERI

AKTIVASYONU HUCRE ICi pH AZALMASI
FAS-FAS LIGAND ARACILI

SINYAL YOLUNUN

UYARILMASI HUCRE SIKLUS BOZUKLUKLARI
TNF YOLUNUN UYARILMASI | SITOKINLER
SITOTOKSIK T LENFOSITI

ARACILI UYARIM TNF

KOLONI UYARICI FAKTOR P53 AKTIF OLMASI

VIRAL-BAKTERIYAL
NORON BUYUME FAKTORU ENFEKSIYONLAR

INSULIN BENZERI BUYUME
FAKTORU ONKOJENLER

IL-2 AZALMASI
GLUKOKORTIKOIDLER
DIS ETMENLER

Apoptozun gen diizeyinde baskilanmasi ve indiiklenmesinde ise Cizelge
2.2.°deki genler islev gormektedir. Bel-2 ailesi apoptozun hem indiiklenmesinde,

hemde baskilanmasinda etkilidir [Jaatela M. 1999].

Cizelge 2.2. Apoptozu baskilayan ve indiikleyen genler.

BASKILAYAN GENLER INDUKLEYEN GENLER
BCL-2 GRUBUNUN BAZILARI BCL-2 GRUBUNUN BAZILARI
(mcl-1,bcl-xI) (bad,bax)
c-abl c-myc
RAS ONKOGENI P53,P21
COZUNEBILIR FAS FAS
P53 FADD
P20 ICE
LOH

10
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Programli hiicre 6liimiinde islem fazi, apoptozun aktif fazi olarak bilinir.
Yaklasik bir saat siiren bu donem cesitli morfolojik degisikliklerle karakterizedir.
Membran tomurcuk olusumu, kromatin yogunlagsmasi ve DNA pargalanmasi olmak

izere islem faz1 3 agsamada gergeklesir [Mills JC.,1999].

Saliverme agamasinda, hiicreler ekstraseliiler matriks’ten koparak kiiresel bir
sekle sahip olurlar. Hiicrede aktin kortikal bolgede halka seklinde toplanir ve
tomurcuk olusumuna zemin hazirlarlar. Tomurcuklanma asamasinda ise miyozin II
aktivasyonu sonucu kortikal aktin halkas1 biiziiliir. Ayn1 anda hiicre membrani aktin
kenetlenmesinde olusan gii¢slizlik sonucu membran aktin baglantis1 koparak
tomurcuk olusumu gozlenir. Apoptoz siiresince olusan birgok morfolojik ve
biyokimyasal degisimler kaspazlarin aktivasyonu ile gerceklesir. Sistein proteazlar
olarak bilinen kaspazlar, aspartik asitten sonraki peptit bagin1 kirarlar. Kaspazlarin
aktivasyonu iki farkli yolla gerceklesebilir. Hiicre ylizeyindeki 6lim reseptorlerini
kullanan dis yol, &zgiil 6liim sinyallerinden sorumludur. i¢ yol ise endoplazmik

retikulum ve mitokondri aracilikli sinyalleri i¢erir [Danial NN vd., 2004].

Kaspaz-2, -8. -9 ve 10 baslatict kaspazlardandir, Kaspaz-3, -6 ve -7 ise
efektor kaspazlardir. Baglatic1 kaspazlarin ii¢ 6nemli 6zelligi vardir; farkli sekillerde
gelen uyarilari, genel bitirici faza tasirlar, yeterli miktarda bitirici kaspazin
aktiflesmesini saglayarak apoptotik sinyalin ¢ogalmasini saglarlar, 6liimiin en son
basamaginda bir kontrol noktas1 olarak bulunurlar. Kaspazlar hiicrede ytizden farklh
proteini substrat olarak kullanirlar. Kaspaz-3, -6 ve -7 baslatic1 kaspazlardan farkli
olarak kisa bir N-terminal peptid (23-28 aminoasitlik) bulundururlar. Substrat ve
inhibitor 6zgiilligiinde Kaspaz-3 ve -7 genellikle benzerdir. Kaspaz-6 ve -7, Kaspaz-
3 tarafindan aktiflestirildigi i¢in bitirici kaspazlar olarak siniflandirilirlar. Ayrica
bunlarin disinda (kaspaz-1, -4 ve -5 ) pro-inflamatuar sitokinleri aktiflestirerek

savunma sisteminde gorev alir [Philchenkov A., 2004].

Apoptoz, 6liim reseptorleri adi verilen birbiriyle yapisal olarak akraba olan
birkac reseptor tarafindan aktif olarak uyarilir. En iyi bilinen 6rnekleri TNF-a ve Fas

reseptorleridir. Oliim reseptdrleri hiicre zari igine tutunmus, bir ucu hiicre disina, bir

11
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ucu hiicre i¢ine bakan, hiicre i¢i tarafinda prokaspaz-8’in aktiflenmesini saglayan bir
6lim bolgesi (death domain) bulunan reseptorlerdir. Hiicre zarinda bulunan kendileri
i¢cin 0zgiin reseptorlere baglanan ligandlar reseptoriin trimerik (ii¢ bilesenden olusan)
bir yapiya donilismesine yol agarlar ve hiicre iginde adaptdr molekiiller ad1 verilen bir
dizi molekiille etkileserek prokaspaz-8’i iki farkli biiyiikliikte parcaya boler. Baslatici
kaspaz denen aktif kaspaz-8, inaktif durumdaki proenzimler olan kaspaz-3, kaspaz-6
ve Kkaspaz-7’nin bir zincir bi¢iminde aktiflenmesine yol agar. Aktiflenen tiim
kaspazlar hiicre makromolekiillerini parcalayarak tipik apoptoz morfolojisinin
olusumuna yol agarlar [Elmore S. 2007]. Aktif kaspaz-8, Bcl-2 ailesi proteinlerinden
biri olan Bid’in de proteolitik olarak aktiflesmesine yol agar. Bid, mitokondriden
sitokrom-c, baz1 baska proteinlerin (SMAC) ve kalsiyumun serbestlemesine yol agar.
Boylece oliim reseptorleri yolu mitokondriyal yolu da aktiflemis olur. Hiicreye
sitotoksik T reseptorleri yoluyla ulagsan Fas ligandi, ya da TNF-a, hiicre ylizeyinde
bulunan kendine 0zgli reseptorlerine baglanarak apoptozu uyarabilir. Fas
reseptoriiniin ligand1 aktiflenmis T lenfositlerde ayrica dalak, testis, karaciger ve
bobrek hiicrelerinin ylizeyinde ifade edilir [Suda T. vd., 1994]. Cesitli viriislerle
infekte hiicrelerde ya da p53 iin aktiflenmesi sonucu Fas reseptoriiniin ifadesi, o
hiicrenin sitotoksik T lenfositler tarafindan oldiiriilmesini saglar. FAS ve TNF-a
disinda TRAIL ve TRAIL reseptorleri de hiicre icinde benzer yollarla o6liimii
uyarabilir. TRAIL reseptorlerinin FAS reseptoriinden farkli olarak karaciger,
noronlar, miyositler, kolon, brons epiteli, Leydig hiicreleri gibi dokularda yapisal
bicimde ifade edildigi ve TRAIL’in de bu dokularda bulundugu gosterilmistir
[Spierings D.C. vd.,2004].

Mitokondri, hiicre i¢inde ATP {iiretiminin kaynagi olmasinin yani sira, hiicre
ici ya da dis1 yollardan gelen 6liim sinyallerinin iizerinde birlestigi bir organeldir.
Mitokondri i¢ ve dis zarla gevrili yapidadir, bu zarlar tipk: hiicre zarinda oldugu gibi
bir zar potansiyeline sahiptir. Dis zar gegirgenliginde artis sonucu mitokondri zari
potansiyelinin bozulmasi dis zarda hizli bir sismeyi izleyerek iki zar arasinda
bulunan ¢esitli proteinlerin hiicre sitoplazmasina ¢ikmasina yol agar. Bu kacis, ya
zarda olusan gecirgenlik gecis araligi araciligiyla ya da dis zarin patlamasiyla

olusabilir. Temel olarak mitokondrideki solunum zincirinde yer alan bir enzim olan
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sitokrom c, apoptoz indiikleyici faktor (AIF), SMAC ve ENDO G adli DNAz enzim,
sitoplazmaya dagilir. Sitokrom c, sitoplazmada inaktif monomerler halinde bulunan
Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive eden faktor) molekiiliine baglanarak apoptozom adi
verilen yapinin olusumunu saglar [Ow Y-L P. vd., 2008]. Apoptozom, kaspaz-9’u
aktiflestirmek tlizere keser, kaspaz-9, diger kaspazlar1 proteolitik bir zincir halinde
aktiflestirerek apoptozun ger¢eklesmesini saglar. Mitokondride dis zar potansiyelinin
degismesi Bcl-2 ailesi ad1 verilen bir protein grubu tarafindan diizenlenir. Hiicrede
antiapoptotik aile tiyeleri olan Bcl-2, Bcl-x, yine ayni ailenin tiyeleri olan Bad, Bim,
Bmf, Bid ve BH-3 proteinleri gibi proapoptotik proteinler tarafindan baskilanir.
Ailenin proapoptotik iiyeleri normal kosullarda inaktif durumdadir, bu nedenle
mitokondriyal zar gecirgenligi Bcl-2 ve benzerlerinin etkisi sayesinde degismez.
Ancak cesitli uyarilar (bliylime faktoriiniin uzaklastirilmast Bad’in, kalsiyum artis
Bim’in, UV 151m1 Bmf’nin) proapoptotik grubun aktiflesmesine yol agarlar. Sonugta,
Bcl-2, proapoptotik aile iiyeleri tarafindan baskilanir, Bcl-2 tarafindan inaktif
durumda tutulan ve yine ayni aileden olan Bak ve Bax proteinleri etkinleserek
mitokondri dis zarinda gegirgenlik gegis araligi olusumuna, zar potansiyelinin
degisimine yol agarlar. Bu da uygulayici kaspazlarin aktivasyonu ve apoptozla
sonuglanir. Kaspazlar inhibitr apoptoz proteinleri (IAP) denen bir grup protein
tarafindan baskilanir. Endoplazmik retikulum (ER) da, apoptotik siireci baslatabilen
organellerden digeridir. Protein katlanmasinda temel bir islev yapan ER da bu
katlama islevi bozuldugunda, katlanmamis proteinlerin yol agtig1 bir stres ortaya
cikar. Bu stresin asir1 olmasi ya da uzamasi, proteaz ve kinazlarin dogrudan
aktivasyonu ve hiicre i¢i kalsiyumun artisiyla mitokondriyal yolu aktive eden bir etki

olusturur [Xu C. vd., 2005].
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Sekil 2.5. Apoptoz’un I¢ ve Dis Yolak Mekanizmasi. [Almagro vd. 2012’den
Modifiye edilmistir.]

Di1s yolakta; 6liim domaini olan Fas receptdrii ligandiyla uyarildiktan sonra inaktif
FADD aktiflesir ve prokazpaz-8 kesilerek aktif kaspaz-8 olarak etkinlestirilir. Aktif
kaspaz -8, proaktif kazpaz-3'ii keserek kaspaz- 3’t aktiflestirir ve apoptozu
gerceklestirir. I¢ yolakta ise; Sitokrom c¢ mitokondriden saliverildikten sonra APAF-
1’e baglanir ve onu etkinlestirir. ATP’nin de bu yapiya katilmasi ile apoptozom adi
verilen kompleks bir yapt olusur. Bu yapi inaktif olan prokaspaz -9’u aktif kaspaz-
9’a dontstiiriir. Kaspaz -9 proaktif olan kaspaz -3’t aktiflestirir. Aktif kaspaz 3,
kompleks halinde bulunan kaspaz ile aktiflesen deoksiriboniikleaz ve inhibitoriinii
keserek birbirinden ayirir ve boylece serbest haldeki kaspaz ile aktiflegen
deoksiriboniikleaz, apoptozun gostergesi olan kromatin yogunlagmasina ve DNA

parcalanmasina neden olur.

p53, DNA gardiyan1 da denen ve bu giine dek iizerinde en ¢ok calisilan
timor siipresdr proteinlerden biridir. p 53 sitoplazmada bulunan ve DNA’nin ya da
hiicrenin agir bigimde hasar gérmesi durumunda, DNA’da belli genlerin (Bax, Apaf-
1, Fas) aktivasyonuna, boylece yapimlarinin artmasina belli genlerin (Bcl-2, Bcl-x)
de baskilanmasina yol agarak apoptozu tetikleyen bir transkripsiyon faktoriidiir.

DNA hasari, hipoksi ya da onkogenlerin aktivasyonu, siirekli yapilan ama
14
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ubikitinleyici bir protein (mdm?2) tarafindan belli bir hizda yikilan p53’iin
fosforillenmesine, fosforillenme ise ubikitinlemenin bozulmasina yol agar. Miktar1
artan p53 cekirdege gegerek ilgili genlerin ifade edilmelerini degistirerek hiicreyi

apoptoza sokar [Demaurex N. vd., 2003].

Hiicrelerin normal apoptotik siiregten kagmalarin1 saglayan bir 06zellik
kazanmalar1 hemen biitiin kanser hiicrelerinde gozlenen bir ozelliktir. Tumor
hiicreleri ya antiapoptotik proteinlerin asir1 yapimiyla ya da proapoptotik proteinlerin
yapimlarinin ya da etkilerinin azalmasiyla apoptoza direngli bir nitelik kazanirlar.
Ornegin folikiiler B hiicreli lenfomada kromozomal bir yer degistirme sonucu Bcl-2
proteininin yapimi artmaktadir. p53 yoluyla baslatilan apoptoz yolundaki proteinlerin
yapimlari ya da islevlerindeki bozukluklarin insanlardaki kanserlerin neredeyse

yarisinda etkili oldugu gosterilmistir [Fadeel B. vd., 2005]
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4. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma Mersin Universitesi Ileri Teknoloji Egitim, Arastirma ve
Uygulama Merkezi (MEITAM) kok hiicre hazirlik, kok hiicre akim sitometri, kok
hiicre doku kiiltiirii laboratuvarlarinda gerceklestirilmis olup, Mersin Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeler Birimi tarafindan desteklenmistir (BAB- FBF-BB (CK)
2012-4 YL).

3.1. BxPC-3 HUCRE HATTININ KULTURE EDILMESI

BXPC-3 hiicre hatti (ATCC-CRL-1687, Lot:59313331, Manassas, USA) BT
Kimya Sanayi ve Ticaret Limitet Sirketi(Istanbul, Tiirkiye) aracihg ile LGC

standartlarina uygun olarak getirtilmistir.

3.1.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kulanilan Kimyasallar

RPMI 1640 hiicre besiyeri ortami
Fotal Bovine Serum

L-Glutamin
Penisilin/Streptomisin
Amfoterisin-B

Tripsin-EDTA

3.1.1. Dondurulmus Hiicrelerin Coziilmesi ve Pasaj islemi

Besiyeri olarak %10 FBS, %1 Pen/Strep, %1 Amfoterisin-B, %1 L-Glutamin igeren
RPMI 1640 kullanmilmistir. Hiicre kiiltiir kab1 olarak filtreli kapakli T25 ve T75
(CellStar, Germany) boyutlarinda flasklar kullanildi. Hiicreler optimum kosullar olan
%95 nem, 37 °C ve %5 CO2’li ortam sartlarini1 saglayan Esco Cell Culture (CCL-
170B-8) inkiibatorde kiiltiire edildi.
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Hiicrelerin ¢oziilmesi esnasinda agagidaki protokol izlenmistir.

1)
2)

3)
4)
5)
6)
7)

8)
9

Bir beher i¢ine distile su koyup su banyosunda 37°C kadar 1sinmasi1 beklendi.
Azot tankinda bulunan dondurulmus hiicreler su banyosuna alindi ve 1-2
dakika beklendi.

Dondurma tiipiiniin gevresine alkol sikild1 ve kurulandi.

Steril bir santrifiij tlipii igerisine 7-9 ml besiyeri koyuldu.

Dondurma tiipiindeki hiicre karisimli s1vi tiipe aktarildi.

Pipetaj yapildi ve 500xg’de 5 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi tiipiin lizerindeki siipernatant pastor pipeti ile ¢ekilerek
atild.

Tiipiin dibinde kalan pellete 3 ml besi yeri eklendi ve nazikge pipetaj yapildi.

Tiipte olusan hiicre ve besi yeri karisimi kiiltiir kabina aktarildi.

10) Kiiltiir kabina 2 ml besi yeri ilave edildi.

11) Hiicreler mikroskopta kontrol edildi.
12) Kiiltiir kab1 37 °C ve %5’lik CO_’li etiivle inkiibe edildi.

3.1.2.

Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler yaklasik 1 hafta igerisinde 2-3 kez !4 oraninda besleme yapilarak kiiltiir

kabin1 kapladi. Hiicreler T25 kiiltiir kabin1 tamamen kapladiktan sonra 1:3-1:6

oraninda pasajlanarak yeni kiiltiir kaplarina alindi. Pasajlama islemi i¢in agagidaki

yontem kullanildi.

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

Hiicre ylizeyini kaplayan medium pipetle ¢ekilerek uzaklastirildi.

PBS ile hiicreler yikandi.

1-2 ml Tripsin-EDTA eklenerek oda sicakliginda veya 37°C da inkiibe edildi.
Hiicre ylizeyinden kalkan hiicreler 15 ml’lik tiipe aktarild.

Tiipiin tizerine 5-6 ml RPMI-1640 ilave edildi.

500xg’de 5 dakika santrifiij edildi.

Tiipiin lizerindeki siipernatant uzaklastirildi.

Dipte kalan hiicrelerin tizerine 6 ml katkili RPMI-1640 eklendi ve 3 kiiltiir

kabina 2’ser ml olarak dagitildi.
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9) T25 kiiltir kaplarma 3 ml, T75 kiiltiir kaplarina 13 ml RPMI-1640 eklendi.
10) Kiiltiir kaplar1 37°C ve %5 CO; igeren inkiibatore yerlestirildi.

3.1.3. Hiicrelerin Sayilmasi

Hiicrelere tripsinizasyon islemi uygulanarak, tutunduklart yilizeyden
kaldirildi. Kaldirilan hiicreler bir tiipe alinarak 500 xg’de 5 dakika santrifiij edilerek
tiipiin lizerindeki siipernatant atildi. Kalan pelletin {izerine 1 ml besi yeri konarak

pipetaj yapildu.

Cedex XS (ROCHE, Mannheim, Germany) cihazi ve cihazin yazilimini
tasiyan kontrol linitesi acildi. Resilispanse edilen hiicrelerden 20 pl alinarak 0,2 ml lik
eppendorf tiipline aktarildi. Tiipiin igerisine 1:1 oraninda distile su ile diliie edilmis
20 pul Tripan Blue (ROCHE Mannheim, Germany) eklendi. Karisim pipetajlanarak
homojen hale getirildikten sonra cihaza ait olan Smart Slides (ROCHE Mannheim,
Germany) ad1 verilen 6zel lama 20 pl eklendi (Sekil 3.1.). Lam Cedex cihazina

yerlestirilmis ve hiicre sayimi1 yapilarak not edilmistir.

Sekil 3.1. Cedex XS Smart Slides.

8 kuyucuklu olan Cedex XS Smart Slides’a 6rnekler iki farkli yonden yiiklene
bilmektedir. [ bidi.com/xtproducts/en/ibidi-Labware/Customer-Specific-
Slides/Custom-Specific-Flow-Slides-and-Channels adresinden 01.06.2015°te

alimmustir. ]
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3.2. XCELLigence SISTEMINDE GERCEK ZAMANLI HUCRE ANALIZININ
YAPILMASI

xCELLigence sistemi herhangi bir isaretleme yapilmaksizin hiicrelerin dogal
hallerinin ger¢ek zamanli olarak Olglilmesi i¢in tasarlanmis bir cihaz olup, ¢alisma
prensibi plate’lerinin tabanina yerlestirilen mikroelektrotlarin elektriksel empedans
degerlerini 6lgmesi mantigina dayalidir. Empedansta meydana gelen degisim hiicre
canliligi, morfolojisi, sayisi ve hareketi gibi hiicrelerin biyolojik durumu hakkinda
kantitatif verilere ulasmamzi saglar. xCELLIgence DP Gergek Zamanli Hiicre
Analiz Cihaz inkiibator icerisine yerlestirilen ve plate’lerin koyuldugu bir ana iinite
ile data kablosu yardimi ile ona baglanan bir kontrol {initesinden meydana gelir
(Sekil 3.2)[Xi B. vd.,2008] Cihaz inkiibatore yerlestirilmeden once %80 alkol ile
kendi temizlik kiti kullanilarak temizlendi ve 45 dakika sterilizasyon i¢in laminar
kabinde UV’ye maruz birakildi. Sterilizasyon tamamlandiktan sonra ana {inite
inkiibatore yerlestirildi ve standardizasyon plate’i kullanilarak standardizasyon

yapildi.

Sekil 3.2. xCELLigence Gergek Zamanli Hiicre Olgiim Cihaz1 Ana Unite ve Kontrol
Unitesi.

Ana lnite ti¢ kizakli veya tek kizakli olmaktadir. Ayrica temizlik ekipmani ve
kullanim kitap¢iginda temizlik ve kullanim bilgileri acikga tarif edilmistir.
[Http://www.aceabio.com/product_info.aspx?id=184 01.06.2015 adresinden

alinmustir. ]
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3.2.1. E-plate Tasarim1 ve Software Planlamasi

Yazilimin agilmasindan sonra Oncelikle E-plate’in yiliklenecegi kizak
belirlendi (cihaz 3 kizaklidir). “Experiment Notes” sekmesinden deney ile ilgili genel
bilgiler girilerek plate tasarlandi. “Layout” sekmesi ile plate’in yerlestirilecegi kizak
ve plate diizeninin girisi yapildi. Calismada H1 ve H2 kuyucuklar1 kontrol (yalnizca
Medium igerir) A1/A2’den G1/G2’ye kadar olan kuyucuklar ise ornekleri igerir.
“Schedule” sekmesinden deney asamalar1 tasarlandi. Arka plan 6l¢imii olarak 1
Sweep x 1 Interval’ den olusan ve 19 saniye siirecek sekilde, 30 dakika da bir 6l¢iim
alinmak sureti ile (184 adet Ol¢iim), manuel olarak istenilen saat araliginda
durdurabilmek icin 999 saat olarak ayarlandi. Bu planlama ile hiicre titrasyon

egrisine ulasildi.

3.2.2 Hiicre Titrasyonunun Belirlenmesi

Hiicre titrasyonunun belirlenmesi i¢in hiicrelerin en az %80 konfluent olmasi
gerekmektedir. Hiicreler beklenen konfluentlik diizeyine geldiginde tripsinize edildi
ve pellet, 1 ml katkili besi yeri ile resiispanse edilerek Cedex XS cihazinda sayimi
yapild1 (Hiicrelerin sayilmasi). Sayimdan sonra E-plate 16’nin (Sekil 3.3.) kontrol
kuyucuklart da dahil olmak tizere yaklasik 100 pl besi yeri eklenerek arka plan

Ol¢timii alindi.

Sekil 3.3. E-Plate 16. Toplamda 16 kuyucuga sahip olan E-Plate 16, kuyucuklarin
altindaki elektrotlar sayesinde empedans 6l¢iimii yapmaktadir.

[http://www.aceabio.com/product_info.aspx?id=179 adresinden alinmistir. ]
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Olgiim sonrasinda hiicre sayisi 2x10° pl hiicre olacak sekilde ayarlanarak, E-
plate 16’nin kuyucuklarina duplike olarak uygulandi. A1 ve A2 kuyucuklarindan
alman 100 pl hiicre stispansiyonu G1 ve G2 kuyucuklarina kadar her seferinde ' seri
sulandirma yapilarak seyreltildi. Bu asamada hava kabarcigi ve asir1 koplirtme
yapilmamaya dikkat edildi. Kuyucuklardaki hiicre sayisinin dagilimi Cizelge
3.1°deki gibidir.

Cizelge 3.1. E-Plate 16 diizeni.(Degerler Hiicre sayilarini belirtmektedir.)

A B C D E F G H

1 {100000 | 50000 | 25000 | 12500 | 6250 3125 1563 |KONTROL

2 1100000 | 50000 | 25000 | 12500 | 6250 3125 1563 |KONTROL

Hiicreler A kuyucugundan baslanarak ’% oraninda seyreltildi ve en son H

kuyucuguna kontrol olarak yalnizca medium kondu.

H1 ve H2 kuyucuklarma yalnizca medium yiiklendi ve kontrol olarak
kullanildi. Yiikleme isleminin ardindan hiicrelerin tabana ¢okmesi i¢in 30 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Yarim saatlik siire sonunda plate cihazin D1 kizagmna
yerlestirilerek 6l¢iim iglemi baslatildi. 100 saatlik empedans 6l¢iimii alindi.

Olgiim sonucunda bulunacak olan uygun hiicre sayis1 diger deneylerde

kullanildi.

3.2.3 BxPC-3 Hiicre Hattina Fasudil Uygulanmasi ve Hiicrelerin E-plate 16’ ya
Yiiklenmesi

Titrasyonun ardindan belirlenen uygun hiicre sayis1 segilerek 1ilag
uygulanmasi i¢in kullanildi. Kuyucuklardaki sabit hiicre sayilarina farkli dozlardaki
Fasudil konsantrasyonlar1 uygulandi. Fasudilin Sitotoksik indeksi ( 1Cso ) belirlendi.
Titrasyon deneyindeki asamalara ek olarak bu asamada biitiin kuyucuklara 90 pl
katkil1 besiyeri eklenerek arka plan 6l¢iimi alindi, hiicreler 100 ul katkili besiyeri ile

kuyucuklara yiiklendi. Belirlenen inkiibasyon siiresi sonunda (yaklasik 20-30 saat)
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farkli ilag dozlar1, kuyucugun son hacmi 200 ul olacak sekilde belirli derisimlerde 10
ul ilag kuyucuklara tutunan hiicrelerin kalkmamasi i¢in pipetaj yapilmadan, hava
kabarcig1r birakilmadan dikkatlice iistten birakildi. G1 ve G2 kuyucuklarina ilag
yiiklemesi yapilmazken, H1 - H2 kuyucuklarina ise yalnizca medium ve Fasudilin en
yiiksek dozu yiiklendi ve negatif kontrol olarak kullanildi. Plate’in dizaym1 Cizelge
3.2.°deki gibidir.

Cizelge 3.2. Fasudil Uygulamasi i¢in E-plate 16 Diizeni

A B © D E F G H
1 HUCRE HUCRE HUCRE HUCRE HUCRE HUCRE (LAC BESIYERI
(FASUDIL) | (FASUDIL) | (FASUDIL) | (FASUDIL) | (FASUDIL) | (FASUDIL) YOK) FASUDIL
2 HUCRE HUCRE HUCRE HUCRE HUCRE HUCRE (LAC BESIYERI
(FASUDIL) | (FASUDIL) | (FASUDIL) | (FASUDIL) | (FASUDIL) | (FASUDIL) YOK) FASUDIL

Alve A2 kuyucugundan F1 ve F2 kuyucuguna kadar fasudil uygulanmais hiicre
konuldu. G1 ve G2 kuyucuguna yalnizca hiicre, H1 ve H2 kuyucuguna ise fasudil ve
besiyeri eklendi.

3.2.4 xCELLigence Cihazinda Migrasyon I¢in CIM-Plate Uygulamas1

Hiicreler deneye baslanmadan bir giin dnce pasajlandi. Hiicreler bir gece
serumsuz (FBS icermeyen) besi yerinde birakildi. %80 konfluent seviyesine
ulastiktan sonra besiyeri alinarak PBS ile iki kez yikama yapilarak tripsinize edildi.
Daha sonra hiicreler DPBS ile santrifuj edilmis ve elde edilen pellet serumsuz besi
yeri ile slispanse edilerek kuyucuklara aktarildi. Kontrol olarak kullanilacak olan

hiicrelere besi yeri eklendi.
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CIM-Plate 16 birbirinden ayrilabilen 3 par¢adan olusmaktadir (Sekil 3.4.). En
alt kisimda bulunan kuyucuklara Al’den Gl1’e kadar 160 pl serumlu besi yeri
baloncuk olusturmadan duplike olarak yiiklendi. H1 ve H2 kuyucuklarina ise 160 pl
serumsuz besi yeri eklendi. islemin sonrasinda iist parca yerlestirildi. Ust parcadaki
Al’den G1’e kadar olan biitiin kuyucuklara 25-50 pl serumsuz besi yeri duplike bir
sekilde ytiklenirken kontrol kuyucugu olan H1 ve H2 ye 25-50 ul serumlu besi yeri
eklendi. Cihazin D1 kizagina yerlestirilen Plate, 1 saat boyunca inkiibasyona
birakildi. 1 saatin sonunda deney Cizelge 3. 3’deki gibi tasarlandi ve software

bagslatilarak 6l¢tim alindi.

Sekil 3.4. CIM Plate 16.

CIM Plate-16, ii¢ kisimdan olusur. Yatayda 8 olmak iizere dublike toplamda 16
kuyucuktan olugsmaktadir. En altta migratif bir ajanin yiiklendigi alt tabla, orta
kisimda orneklerin yiliklendigi plak ve iist kapak mevcuttur.
[http://www.aceabio.com/product_info.aspx?id=182 01.06.2015 adresinden

alimmustir. ]
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Cizelge3.3 Migrasyon Deneyi CIM Plate 16 Tasarimi

1 2
100 pl Serumsuz besiyeri | 100 pl Serumsuz besiyeri
+hiicre +hiicre

160 pl serumlu besiyeri

160 pl serumlu besiyeri

100 pl Serumsuz besiyeri
+hiicre

100 pl Serumsuz besiyeri
+hiicre

160 pl serumlu besiyeri

160 pl serumlu besiyeri

ist kuyucuk

100 pl Serumsuz besiyeri
+hiicre

100 pl Serumsuz besiyeri
+hiicre

alt kuyucuk

160 pl serumlu besiyeri

160 pl serumlu besiyeri

100 pl Serumsuz besiyeri
+hiicre

100 pl Serumsuz besiyeri
+hiicre

160 ul serumlu besiyeri

160 pul serumlu besiyeri

100 pl Serumsuz besiyeri
+hiicre

100 pl Serumsuz besiyeri
+hiicre

160 ul serumlu besiyeri

160 pul serumlu besiyeri

100 ul Serumsuz besiyeri
+hiicre

100 pl Serumsuz besiyeri
+hiicre

160 pl serumlu besiyeri

160 pl serumlu besiyeri

100 pl Serumsuz besiyeri
+hiicre

100 pl Serumsuz besiyeri
+hiicre

160 pl serumlu besiyeri

160 pl serumlu besiyeri

100 ul Serumsuz besiyeri
+hiicre

100 pl Serumsuz besiyeri
+hiicre

160 pl serumlu besiyeri

160 pl serumlu besiyeri

Plate’in A kuyucugundan H kuyucuguna kadar ust kismina serumsuz besiyeri ve
hiicre, alt kuyucuguna ise serumlu besiyeri kondu ve ag olan hiicrelerin besine dogru

hareketi ol¢iildii.
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3.3.  KANTITATIF RT-PCR YONTEMIYLE KASPAZ -3,-8,-9 GENLERININ
ABSOLUT IFADELERININ BELIRLENMESI

3.3.1. RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

T25 kiiltiir kab1 igerisinde iiretilen hiicreler konfluent duruma ulastiktan sonra
katkil1 besi yeri uzaklastirilarak kiiltiir kaplarmma 0,2 mM ve 2 mM olmak {izere
Fasudil igeren katkili besiyeri uygulandi ve 24 ve 48 saatlik ilag uygulamasindan
sonra hiicreler tripsinize edildi. Tripsinizasyon sonrasinda elde edilen hiicreler DPBS

ile santrifiij edildi ve pellet alindi.

Alman hiicreler ROCHE High RNA Isolation Kit (ROCHE Mannheim,
Germany Lot: 11 828 665 001 ) kullanilarak onerilen protokole goére RNA
izolasyonu yapildi. RNA oOrnekleri Capital Bio. NanoQ Mikro-Volume
Spektrofotometre cihazi ile Olglilmiis ve cDNA sentezi i¢in -80 °C da saklandi.
cDNA sentezi i¢in 260/280 nm absorbans orani 1,8-2,2 araliginda olan RNA
ornekleri segilerek her 6rnekten 1 ul (2-9 ul) arasi total RNA olacak sekilde alinarak

cDNA sentezi i¢in karisim hazirland.

-80° C‘dan ¢ikarilan RNA’lar ROCHE Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit’i (ROCHE Mannheim, Germany) kullanilarak onerilen protokole gore
cDNA sentezi yapildi. Deneyde iki karisim hazirlandi (Cizelge 3.4 ve 3.5 ).

Cizelge 3.4. First Strand cDNA Sentezi Karisim-1 Protokolii.

KARISIM-1
Total RNA 2-9 ul
Random Primer 2 ul
dH20 X ul
Toplam 13 pl

Ornekler iki karisim ortasinda 65 °C da 10 dakika inkiibasyona birakild: ve bu

esnada ikinci karisim hazirlandi.
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Cizelge 3.5. First Strand cDNA Sentezi Karisim-2 Protokolii.

KARISIM-2
Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer 4ul
Protector RNAse Inhibitor Buffer 0,5ul
dNTP Mix 2ul
Transcriptor Reverse Transcriptase Enzyme 0,5ul
Toplam 7 ul

TOPLAM KARISIM = Karisim-1 + Karisim-2 = 13ul + 7 ul = 20 pl

Total karisim, PCR tiiplerinde dikkatlice pipetaj edildikten sonra Thermal
Cycler Cihazina yerlestirildi. Kullanilan ¢cDNA sentezi thermal cycler programi

asagidaki gibidir.

Cizelge 3.6. cDNA Sentezi Thermal Cycler Programi

PROGRAM
25°C 10 DAKIKA
50°C 60 DAKIKA
80°C 5 DAKIKA

Thermal Cycler’dan alinan 6rnekler Gen ifadesi ¢alismasina kadar -20 °C’da

saklanda.

3.3.2. Kantitatif RT-PCR’da Kaspaz- 3, Kaspaz-8, Kaspaz 9 Gen ifadesi Absolut

Kantitasyonu

cDNA sentezi gerceklestirildikten sonra drnekler -20°C’de saklandi. Kaspaz -
3,-8, -9 genlerinin c¢alisilmasinda referans gen olarak B-aktin housekeeping geni
kullanild1. Karisim ¢izelge 3.7.’deki protokol uygulanarak, 96 Well Plate’e Cizelge
3.8.’deki gibi yiiklendi ve gen ifadesi Fit Point methodu ile Absolute kantitasyon

yontemine gore hesaplandi.
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Cizelge 3.7. Kaspaz -3, -8, -9 Gen ifadelerinin Incelenmesinde Kullanilan Master

Mix protokolii.
96 well Plate Yiiklenen Karisim

Master Mix (ROCHE Mannheim,Germany) | 10ul
dH20 2ul

Forward Primer 1l

Reverse Primer 1ul

Prob 1ul

cDNA Su
Toplam 20ul

Cizelge 3.8. Kaspaz -3, -8, -9 Gen [fadelerinin 96 Well Plate Yerlestirilmesi.

24 SAAT 48 SAAT

1 2 3 4 5 6 7
B-ACTIN |C*| 02M 2M |C* 0,2 M 2M |NK*
B-ACTIN [C*| 02M 2M |C*| 02M 2M |suU
KASPAZ-
3 C*| 02M 2M |C*| 02M 2M  |NK*
KASPAZ-
3 C*| 02M 2M [C*| 02M 2M  |SuU
KASPAZ-
8 C*| 02M 2M [C*| 02M 2M  |NK*
KASPAZ-
8 C*| 02M 2M [C*| 02M 2M  |SuU
KASPAZ-
9 C*| 02M 2M [C*| 02M 2M  |NK*
KASPAZ-
9 C*| 02M 2M |C*| 02M 2M  |SU

** C’ler kontrolii, NK’lar negatif kontrolii gdstermektedir.

Calisma 2 M ve 0,2 M ilag¢ uygulanmis 6rnekler i¢in dublike yapildi. Kontrolden

sonraki ilk iki kuyucuga beta aktin konuldu, diger kuyucuklara ikiserli olarak kaspaz-

3,-8,ve kaspaz-9 konuldu. Calismada plate’in 56 kuyucugu kullanildi.
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Sekil 3.5. Beta Actin prob dizayni.

Assay ID Gene Symbol Alias Accession ID
143636 ACTB H. sapiens PS1TP5BP1 ENST00000331789
ACTB Chr: 7
143636
Egi 1018
ENST00000331789
Amplifikasyon uzunlugu: 127 bg
Transkripsiyon uzunlugu:1917 bg
Tanim: Beta Actin [Source: HGNC symbol; Acc:132]
Gen sembol: ACTB
Sekil 3.6. Kaspaz 3 prob dizayni.
Assay ID Gene Symbol Accession D
100213 CASP3 H. sapiens apopain, CPP32, CPP32B, SCA-1, Yama ENST00000308394
CASP3 Chr: 4
100213
201_. 278
ENSTO0000308394
= L m E E = S

Amplifikasyon uzunlugu: 76 bg
Transkripsiyon uzunlugu: 2673 bg

Tanim: Kaspaz-3 (apopitos-related sistein peptidase ) [Source: HGNC symbol,

Acc:1504]
Gen sembol: CASP3
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Sekil 3.7. Kaspaz 8 prob dizayni.

Accession ID
ENSTO0000358485

Chr: 2

AssayID  Gene Symbol Alias
145516 CASP3 ALPS2B, CAP4. Casp-8, FLICE, FLJ17672, MACH, MCH5,
H. sapiens MGCT8473
CASPS8
100227
3%& 302
ENSTO0000358485
:- L = | L | u - L] |

Amplifikasyon uzunlugu: 59 bg

Transkripsiyon uzunlugu:2930 bg

Tanim: Kaspaz-8 [Source: HGNC symbol; Acc:1509]
Gen sembol: CASP8

Sekil 3.8. Kaspaz 9 prob dizayni.

Assay ID Gene Symbol Alias
100233 CASPA H. sapiens APAF-3, APAF3, CASPASE-9c, ICE-LAPG, MCHBE
CASP9
100233
230 098
ENSTO00003338868 l L
on . - = | —

Amplifikasyon uzunlugu: 69 bg

Transkripsiyon uzunlugu:2019 bg

Tanim: Kaspaz-9 [Source: HGNC symbol; Acc:1509]
Gen sembol: CASP9

Accession ID
ENSTO0000333868

Chr: 1
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3.4. AKIM SITOMETRI ile PE AKTIF KASPAZ-3 TESTI

Bu test Kaspaz-3 varliginda apoptozun gosterilmesi i¢in kullanilan
yontemlerden biridir. Bu test protokolii i¢in oncelikle cihaz hazirligi ve PE Aktif

Kaspaz-3 boyama protokolii gergeklestirildi.

3.4.1. FACS Aria Il Akim Sitometri Cihazinin Hazirlig

BD FACSAria-1II cihazinda 6rnekler okutulmadan 6nce cihaz BD firmasinin
belirledigi prosediire uygun olarak hazirlandi. ilk olarak cihazin ethanol tankima 5
litre %70’lik etanol eklendi. FACS Flow tankina 6rnekler okutulmasinda gerekli olan
sistem sivisi, FlowSheath eklendi. Daha sonra atik tankinin cihaz ile baglantilart
kesilerek, icerisindeki atik sivi tibbi atik kabina bosaltildi. Tankin dibini kaplayacak
kadar FACSClean soliisyonu eklendi ve baglanti saglandi. Bu asamalar
tamamlandiktan sonra cihaz ¢aligtirildi. Kontrol iinitesinden FACSDiva yazilimi
baslatilarak, PE Aktif Kaspaz-3 icin uygun olan prosediire gore hazirlandi. Ornekler
FACS Tube denilen 5 ml’lik propilen tiiplere aktarildi. Tiipler cihazin yiikleme
kismina yerlestirilerek yaklasik 1 dakika siiren ve incelenen olay sayis1 10.000 olana
kadar okutulacak sekilde deney diizenegi kuruldu ve deney gergeklestirildi. Deney

esnasinda FACSDiva iizerinden grafikler ve deney siireci takip edildi.
3.4.2. PE Aktif Kaspaz-3 Boyama Protokolii

Oncelikle elde edilen hiicreler iki kez soguk DPBS ile yikanarak 5 dakika
boyunca 300xg’de santrifiij edildi. Daha sonra kitin iginde bulunan
Cytofix/Cytoperm soliisyonu ile belirtilen oranda (1x108/0.5 ml) resiispanse edilerek
20 dakika boyunca buzun iizerinde inkiibasyona birakildi. Bu asamayi
tamamladiktan sonra hiicreler 300xg’de tekrar santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
supernatant atilarak 1x10%0,5 ml Perm/wash Buffer (1x) ile yikandi. iki kez
tekrarlanan bu agamadan sonra hiicreler yine 300xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Yine
slipernatant atilmis ve 1x10%0,1 ml olacak sekilde Perm/wash Buffer (1x) ve 1x10°

/20 pl olacak sekilde antikor eklendi. Ornekler oda 1sisinda 30 dakika inkiibasyona
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birakildi. inkiibasyon siiresinin tamamlanmasindan sonra drneklere 1 ml Perm/wash
(1x) eklenerek 5 dakika 300xg’de santrifiij islemi uygulandi. Arkasindan siipernatant
atilarak Orneklerin tlizerine 500 pul Perm/Wash Buffer (1x) eklendikten sonra tiipler

akim sitometri cihazinda FACS Diva software programinda analiz edildi.

3.5. Istatistiksel Analiz

Calismalardaki, sitotoksisite XCELLigence sistemindeki ICsq cell index analiz
programinda istatistiksel olarak, Caspase-3, -8, -9 gen ifadesi -actin housekeeping
genine gore normalize edilerek LC480 cihazinda yer alan Fit Point analizi ile
absolute olarak kantitasyon gerceklestirilmistir. Fit point analizi yiikleme yapilan
kontrol grubunun olusturdugu satandart egriyi baz alarak diger 6rneklerin bu egri ile
olan iliskisine dayanan bir method olup, egrilerin kalitesi ayarlanabilmektedir. Yeni
matematik modeli referans alinan gene gore secilen hedef genin relatif Sl¢iimiini
tanimlamaktadir. Hedef genin relatif ekspresyon orani (ratio R) kontrole karsi

bilinmeyen 6rnegin CP deviasyonu ve E’ ye istinaden hesaplanmasidir [Pfaffle M.

2001].
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. HUCRE TITRASYONUNUN BELIRLENMESI

Hiicre titrasyonu deneyinde BxPC-3 hiicreleri 100 saat izlenmis olup E-Plate

kuyucuklara yiiklenen hiicre sayilar1 Cizelge 4.1.’deki gibidir. (3.2.21 Hiicre

Titrasyonunun Belirlenmesi)

Cizelge 4.1. E-Plate 16 Kuyucuklarina Yiiklenen Hiicre sayilari

A B C D E F G H
1
HUECR 100000 25000 | 12500 | 6250 | 3125 | 1563 KONLTRO
SAYISI
2
HUECR 100000 25000 | 12500 | 6250 | 3125 | 1563 KONLTRO
SAYISI

Cihazdan alinan sonuglara dayanarak BxPC-3 hiicre hatt1 i¢in kullanilacak

uygun hiicre sayist 12500 ve Fasudil uygulama saati ise XCELLigence cihazindan

alinan sonuca gore 25-28. saatler arasi olarak belirlendi (Sekil 4.1.).

Cell Index

41.0

Time (in Hour}

54.0

67.0

0.0 53.0

Sekil 4.1. BxPC-3 Hiicre Hattinin Hiicre Sayis1 ve Zamana Bagli Proliferasyonu.
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Bu saat araligmin sec¢iminde hiicrelerin biliylime fazinin uzunlugu ve

hiicrelerin 6liim fazina gecis siirelerinin tespit edilmesi iki 6nemli kriter olmustur.

4.2. FASUDIL’E BAGLI SITOTOKSISITENIN BELIRLENMESI

Titrasyon deneylerinden sonra E-plate diizeni ¢izelge 4.2.’deki gibi yapildi.

Cizelge 4.2. E-Plate kuyucuklarina yiiklenen hiicre sayisi ve uygulanan Fasudil

miktari.
A B C D E F G H

1 12500 | 12500 | 12500 | -
HUCRE (igfﬂor?]) (12252/% (12252/% 02 | ©2 | (0,02 (ISEC%E) MEDIUM +FASUDIL
SAYISI mM) | mM) | mM) £y

2 12500 | 12500 | 12500 | -
HUCRE (igfﬂoé) (12253% (12253% 02 | ©2 | (0,02 (IJEC%E) MEDIUM +FASUDIL
SAYISI mM) | mM) | mMm) £y

Deneyin 25. saatinde deney duraklatilarak E-plate’e laminar kabin igerisinde

Fasudil’in farkli konsantrasyonlar1 Cizelge 4.2.’deki gibi yiiklendi. Deney devam

ettirildi ve 180. saatte sonlandirildi. Fasudilin farkli dozlarmm kullanilmasi sonucu

elde edilen sitotoksisite sonucu Sekil 4.2.’deki gibidir. RTCA software programina

gore ICsp degeri 7,2835x10° M olarak hesaplandi. Yapilacak olan diger calismalarda

Fasudil icin kullanilacak uygun doz miktarinin 2 mM olduguna karar verilmistir.

Literatiirde Fasudil ile yapilan sitotoksik etkinin gozlemlenmesinde benzer doz

araliklart kullanilmistir [Yang vd., 2010 ].
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Compound Concentration

Sekil 4.2.Fasudilin BxPC-3 Hiicrelerinde Proliferasyona Etkisi.

72,5 pg (10M) konsantrasyonun etkisi harig, konsantrasyon arttik¢a hiicreler
tizerindeki sitotoksisite artti. 3,63 pg (0,02 M) konsantrasyonu hiicreler iizerinde
letal etki meydana getirdi.

12,0000

wnm — B

10000 \
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T )\
& [Him

20000 \\

450 400 S35 Bl o -L50

Log of concentration {giml)

Sekil 4.3. Fasudil’in Hesaplanan ICsq Degeri.

10 M konsantrasyonda sitotoksisite artmis, 0,02 M konsantrasyonda ise sitotoksisite

azalmistir.
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4.3.  xCELLigence DP SISTEMI ILE MIGRASYONUN BELIRLENMESI

Migrasyon deneyinde kurulan deney diizeneginde amag, a¢ kalan hiicrelerin
%10 FBS igeren besiyerine hareketidir. Ancak yapilan calismada bu hareket

gozlemlenemedi, hiicreler metastatik aktivite gostermedi. (Sekil 4.4.)

” o — o — e

Sekil 4.4. BcPC-3 Hiicre Hattinda Migrasyon.
Yapilan migrasyon deneyinin sonucunda hiicrelerin plagin tabanina dogru hareket

etmedigi gézlemlendi.

Literatiirde BxPC-3 hiicre hatt1 i¢cin bazi kaynaklarda metastatik bazi
kaynaklarda ise metastatik olmadigi belirtilmis ve kesin bir kaniya varilamamigtir
[Biinger vd. 2012, Suemizu H.vd., 2005]. Calismanin besine ek olarak bir uyarici ile
(6rnegin, TGF gibi ) tekrarlanmasi faydali olacaktir.

Diger bir olasilik ise CIM Plate-16’nin por biiyiikligi 8um’dir. BxPC-3

hiicrelerinin bir arada gdc¢ ettigi daha Onceki ¢alismalarda gosterilmis olup, pordan

gecemeyecek kadar biiyiik yiginlar olusturmus olabilir [Stahle vd, 2003].
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4.4,

BELIRLENMESI

FASUDIL’IN KASPAZ-3, -8, -9 GEN IFADELERI UZERINE ETKISININ

Hiicreler konfluent duruma geldiklerinde 2 mM ve 0,2 mM Fasudil

uygulanda.

12 ve 24 saatlik inkiibasyondan sonra kiiltiir kabindan hiicreler

kaldirilarak santrifiij edildi ve ardindan DPBS ile homojenize edilerek total RNA

izolasyonu yapildi ve RNA kalitesinin degerlendirilmesi i¢in 260/280 oran1 NanoQ

¢ihazinda olgiildi ve gizelge 4.3 teki sonuglar alind1 (260/280 orani 1,8 den biiyiik
olan RNA’lar kaliteli olarak kabul edildi).

Cizelge 4.3. Total RNA izolasyon Orneklerinin Kalitesi

il Ormnek | 230nm | 260nm | 280nm | 260/280 | 260/230 | Konsantrasyon
0,2 mM

Kontrol RNA | 156 | 3,96 2 1,98 2,53 158,55
24saat | RNA | 2,77 | 516 | 2,65 | 1,94 | 1,86 206,42

48 saat RNA | 3,04 7,59 3,77 2,03 2,5 291,12
Easudil Ornek | 230nm | 260nm | 280nm | 260/280 | 260/230 | Konsantrasyon
2mM

Kontrol RNA | 29 1,27 3,57 2,03 2,5 291,12
24 saat RNA | 3,29 7,4 3,7 1,99 2,24 296,01

48 saat RNA | 487 | 11,84 | 5,93 1,99 2,43 473,87

Kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 gen ifadelerinin 6l¢iimiinde referans olarak [3-

aktin geni kullanildi, ¢aligma 2 tekrar olarak yapildi ve sonuglar cizelge 4.4 teki gibi

elde edildi.
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Cizelge 4.4. BXPC-3 Hiicrelerinde Referans Gen -aktin ve Kaspaz-3, Kaspaz-8 ve

Kaspaz-9 Ekspresyonu.

24 SAATLIK OLCUM ACT AACT 2-aacT
KONTROL [ BETA 1 11,61 |CASP31 20,76 |9,2 0 1
02M BETA 2 11,62 |CASP32 21,33 9,7 0,56 0,68
2M BETA 3 11,62 |CASP3 20,84 19,2 0,07 0,95
24 SAATLIK OLCUM
KONTROL [ BETA 1 11,3 |CASP31 2051 [9,2 0 1
02M BETA 2 11,74 | CASP32 20,92 19,2 -0,03 1,02
2M BETA 3 11,8 |CASP33 20,53 |8,7 -0,5 1,39
24 SAATLIK OLCUM
KONTROL [ BETA 1 11,61 |CASP81 24,27 |13 0 1
0,2 M BETA?2 11,62 |CASP8 2 2481 |13 0,53 0,69
2M BETA 3 11,62 |CASP83 24,49 |13 0,21 0,86
24 SAATLIK OLCUM
KONTROL [BETA 1 11,3 |CASP81 23,83 |13 0 1
02M BETA 2 11,74 | CASP8 2 2466 |13 0,39 0,76
2M BETA3 11,8 |CASP83 2448 |13 0,15 0,9
24 SAATLIK OLCUM
KONTROL [ BETA 1 11,61 |CASP91 21,36 |98 0 1
02M BETA 2 11,62 | CASP92 21,53 19,9 0,16 0,9
2M BETA3 11,62 |CASP9 3 209 193 -0,5 1,39
24 SAATLIK OLCUM
KONTROL [ BETA 1 11,3 |CASP91 21,57 |10 0 1
02M BETA 2 11,74 | CASP9 2 21,4 19,7 -0,6 1,53
2M BETA 3 11,8 |CASP93 20,94 91 -1,1 2,19
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Cizelge4.4.’iin Devami.

48 SAATLIK OLCUM ACT AACT QAT
BETA 4 11,54 |CASP34 21,31 |98 0 1
BETAS 11,73 |CASP35 21,42 19,7 -0,08 1,06
BETA 12,58 |CASP3 21,56 |9 -0,79 1,73
48 SAATLIK OLCUM
BETA 4 11,57 |CASP34 20,99 |94 0 1
BETAS 11,61 |CASP35 20,95 |93 -0,08 1,06
BETA 6 12,31 |CASP36 21,74 9,4 0,01 0,99
48 SAATLIK OLCUM
BETA 4 11,54 |CASP84 24,32 |13 0 1
BETAS 11,73 |CASP85 245 |13 -0,01 1,01
BETA6 12,58 |CASP8 6 2541 |13 0,05 0,97
48 SAATLIK OLCUM
BETA 4 11,57 |CASP8 4 2453 |13 0 1
BETAS 11,61 |CASP85 2436 |13 -0,21 1,16
BETA®6 12,31 |CASP86 25,36 |13 0,09 0,94
48 SAATLIK OLCUM
BETA 4 11,54 | CASP9 4 20,94 |9,4 0 1
BETAS 11,73 |CASP95 21,29 19,6 0,16 0,9
BETA6 12,58 | CASP9 6 2242 19,8 0,44 0,74
48 SAATLIK OLCUM
BETA 4 11,57 |CASP9 4 20,8 19,2 0 1
BETAS 11,61 |CASP95 20,83 [9,2 -0,01 1,01
BETA6 12,31 |CASP9 6 21,88 |96 0,34 0,79
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Cizelge 4.5. Kaspaz-3, -8, -9 Genlerinin 24 ve 48 Saatlik Ekspresyon Sonuglarinin

Ortalamasi.

ORTALAMA

24 SAAT 24 SAAT 48 SAAT 48 SAAT
0,849657 +0,169657 1,057018 +0,00298
1,173691 +0,223691 1,361083 +0,36892
24 SAAT 24 SAAT 48 SAAT 48 SAAT
0,727842 +0,037842 1,081822 +0,07182
0,882894 +0,022894 0,95273 +0,05727
24 SAAT 24 SAAT 48 SAAT 48 SAAT
1,210642 +0,310642 0,95099 +0,05099
1,786848 +0,396848 0,763588 +0,02641

48 saat 2 M’lik fasudil maruziyetinde kontrole gore Kaspaz-3’te yaklasik 1,5
kat artig, Kaspaz-9°’da 24 saat ve 0,2 M’lik maruziyette yaklasik 1,5 kat, 2 M’lik
maruziyette yaklagik 2 kat artis gézlemlenirken, Kaspaz-8 de anlamli bir artis ya da
azalis gozlemlenememistir. Bu sonug, Fasudil’in pankreas adenokarsinom

hiicrelerinde apoptozu i¢ yolak iizerinden aktive ettigini diisiindiirmektedir.

Takabe ve ark. gore, Fasudilin apoptotik etkisi i¢ yolak tizerinden kaspaz-9 ve
kaspaz-3 araciligi ile gergeklesebilecegi diistiniilmektedir. Fasudil’in p53, Bax,
kaspaz-3 ve kaspaz-9 yolag iizerinden apoptozu indiikledigi bilinmektedir [Takeba
vd, 2012 ]. Bcl-2’nin temel gorevi hiicreyi hayatta kalmaya tesvik etmek ve
sitoplazmada bulunan Bax’in apoptozunu engellemektir. Bax’in ekspresyonu yiiksek
oldugu zaman sitoplazmadan mitokondrial membrana ilerleyerek Bcl-2 ile
birlesmektedir.. Bcl-2 inaktif oldugunda mitokondrial zarin gegirgenligi degisir ve bu
da mitokondrial hasara neden olur ve apoptoz artar. Fasudil, Bcl-2 ekspresyonunu
arttirirken, Bax ekspresyon seviyesini azaltarak apoptoz mekanizmasinda gorev

almaktadir [ Tan vd, 2013]
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Diger bir c¢alismada, Rho Kinaz inhibitoérii Fasudil apoliprotein-E’de
abdominal aortik anorizmi indiikleyen anjiotensin-II’nin yetersiz oldugu farelerde
apoptozu ve proteolizi engelleyerek anjiotensin II’nin etkisini azalttigi bulunmustur
[Wang vd, 2005].

Yin limei ve ark. tarafindan yapilan calismada da fasudilin VEGF’yi
engelleyerek anjiogenezi indiikledigi ve fasudil ve hidroksifasudilin kaspaz-3

yolagin1 etkiledigi gosterilmistir [ Yin,2007].
Kaspaz -3, -8, -9 gen ifadeleri disinda yine apoptoz mekanizmasinda yer alan

kaspaz-6, kaspaz-7, kaspaz-2 ve kaspaz-10 gen ifadelerinin de incelenerek siirece ne

gibi bir etkisinin oldugu anlagilmaya ¢alisilmalidir.
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45. PE AKTIF KASPAZ-3 TESTI ILE APOPITOZUN GOSTERILMESI

PE Aktif Kaspaz-3 testi ile protein diizeyinde Aktif Kaspaz-3’iin gosterilmesi
akim sitometri yontemiyle gerceklestirildi. Kontrol gruplari ile karsilastirildiginda 48
saat uygulanan 2mM doz Fasudil ile BXPC-3 pankreas adenokarsinom hiicrelerinde
Kaspaz-3’iin aktif oldugu tespit edildi.

| 2 Kontrol- 24 saat-Kontrol-Boyasiz- 245 3 Kontrok 24 saat-KontrolBoyasia- 248

3 i
&8 2
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w § o g
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Sekil 4.5. Kontrol grubu BxPC-3 hiicrelerinde Kaspaz-3 diizeyi.
a) 24 saatlik boyanmamis hiicre gubunun kontrol alindig1 diizenektir.
b) 24 saatlik kaspaz-3 taranan kontrol grubudur. Her iki gruptada aktif olarak

kaspaz-3 varliginin olmadigi gériilmektedir.
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Sekil.4.6. Doz ve zaman bagimli 2mM / 48 saat Fasudil uygulanan BxPC-3

hiicrelerinin Kaspaz-3 diizeyi %25.1 olarak ol¢iilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, Rho kinaz inhibitorlerinden Fasudilin sitotoksisite, kaspaz-3,
kaspaz-8, kaspaz-9 gen ifadeleri iizerinden apoptozla iliskisi ve metastaz tizerindeki
etkisi anlagilmaya ¢alisilmistir.

Bu ¢alisma ile;

1) xCELLIigence DP sisteminde sitotoksisite deneylerinde BxPC-3 hiicre hatt:
icin uygun olan hiicre sayist 12500 ve ilag uygulama saati 25 saat olarak

belirlenmistir.

2) Fasudil 10mM, 2mM, 0,2mM ve 0,02 mM’lik doz uygulamalarinda ICsp
Degeri 7,283 5x10° M olarak belirlenmistir.

3) ) xCELLigence DP sisteminde CIM Plate-16 ile yapilan migrasyon dene-
yinde hiicrelerin migrasyon yapmadigi goriildii. Migrasyon deneyi
kemoatraktan bir ajan ile uzun saat araliklarinda gozlemlenerek

tekrarlanmalidir.

4) Fasudil dozlarina baglh olarak kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 gen ifadesi dii
zeylerine bakildiginda kaspaz-3°de ve Kaspaz-9’da 0,2 M ve 2 M konsantras
yonlarda 1,5 kat ve tizeri artis tespit edilmistir.

5) PE Aktif Kaspaz-3 testinde kontrol grubunda Aktif Kaspaz-3

gbzlenmezken ila¢ uygulamasi yapilmis olan hiicrelerde Kaspaz-3 aktivitesi

gbézlemlenmistir.
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Fasudil’in kaspaz-6, kaspaz-7, kaspaz-10 ve kaspaz-2 genleri iizerindeki
etkisine de ek olarak bakilmali, migrasyon i¢in kemoatraktan bir ajan ile 48 saatin
tizerindeki zaman araliklarinda test edilmeli veya por genisligi daha biiyiik olan bir
plate ile migrasyon c¢alisilarak hiicrelerin metastatik 6zelliginin olup olmadig1 netlige
kavusturulmalidir. Ayrica Kaspaz -3, -8, -9 gen aktivitelerine daha kisa zaman
araliklarin da (6. ve 12. Saatler) fasudilin farkli dozlar1 da kullanilarak bakilmali ve

calisma in-vivo asamada devam ettirilmelidir.
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