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OZET

Endoplazmik Retikulum Stresi Uzerine Pachymic Asit Etkisinin Meme Kanserlerinde

Incelenmesi

Amag: Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda ¢ok yaygin goriilen bir kanser tiirtidiir.
Kanser hiicrelerinde meydana gelen bozukluklarin aydinlatilmasi ve bunlarin arastirilmasi,
yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi kanser tedavisi siireglerine katki saglayacaktir. Bu
caligmanin amaci, pachymic asit (PA) molekiiliiniin, insan meme kanser hiicresi MDA-
MB-231 iizerindeki gen ekspresyon farkliliklarinin tanimlanmasi, sitotoksik ve apoptotik
etkilerinin belirlenmesidir.
Yontem: Calismamizda, meme kanseri hiicre hatt (MDA-MB-231) kilture edilerek, PA
ile farkli konsantrasyon ve sirelerde muamele edilmistir. Bu islem sonrasinda hiicre
canliliginda azalma tespit edilmistir. PA’nin hiicre canliligina olan etkisi gercek zamanli
hiicre elektronik algilama sistemiyle belirlenmistir. PA’nin apoptotik etkileri akis
sitometrisi yontemi ile analiz edilmistir. ER stress yolaginda yer alan CASP12, PARP,
PERK, CHOP, ATF4, GADD34, IRE1, TRAF2, BCLXL, CASP3, CASP8, ATF6, AP1,
elF2a, S1P ve ASK1 genlerinin ekspresyon farkliliklart gergek zamanli PCR ile
belirlenmistir.
Bulgular: 24 saatlik PA tedavisi sonrasinda 50, 100 ve 150uM’lik artan doza bagli olarak
CASP12, ASK1, IRE1, GADD34, CHOP, PERK ve ATF4 genlerinde anlamli diizeyde
artis gozlenmistir. AP1, TRAF2, S1P ve ATF6 genlerinde 24 saatlik 150uM PA tedavisi
sonrasinda ekspresyonun anlamli diizeyde arttig1 gozlenirken 24 saatlik 50 ve 100uM’lik
PA uygulamasi sonrasinda bu 4 genin ekspresyonlarinda dozlar arasi farklilik
saptanmamistir. BCLXL ve CASP8 gen ekspresyonlarinda zamana ve doza bagl bir
degisim saptanmamistir.
Sonug: Calismamizin sonucunda Pachymic asidin meme kanseri hiicreleri iizerinde
sitotoksik ve apoptotik etkileri oldugu belirlenmistir. Bu etkiler ilk 24 saatte ve 150uM’lik
doz tedavisinde 6nem arz etmektedir. Sonuglarimiz meme kanserinde PA’nin terapdtik
potansiyelinin olabilecegini gosterir niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Pachymic asit, ER stresi, apoptoz, meme kanseri, Real Time
PCR



ABSTRACT

Investigation of Pachymic Acid Effect on Endoplasmic Reticulum Stress in Breast
Cancer

Objective: Breast cancer is a very common type of cancer among women worldwide. The
identification and investigation of disorders in cancer cells will contribute to the
development of new treatment strategies and cancer treatment processes. The aim of this
study is to investigate gene expression profiling, cytotoxic and apoptotic effects on human
breast cancer cell MDA-MB-231 caused by pachymic acid (PA).

Method: In our study, the effect of PA on ER stress pathways was investigated. The breast
cancer cell line (MDA-MB-231) was cultured and treated at different concentrations and
for periods with PA. A decrease in cell viability was detected after this procedure. The
effect of pachymic acid on cell viability was determined by XCELLigence RTCA system.
Apoptotic effects of pachymic acid were analyzed by flow cytometry. Expression
differences of CASP12, PARP, PERK, CHOP, ATF4, GADD34, IRE1, TRAF2, BCLXL,
CASP3, CASP8, ATF6, AP1, elF2a, S1P and ASK1 genes were determined by real-time
PCR.

Results: Significant increases were observed in CASP12, ASK1, IRE1, GADD34, CHOP,
PERK and ATF4 genes due to increasing doses of 50, 100 and 150 uM after 24 h of PA
treatment. Expression of AP1, TRAF2, S1P and ATF6 genes was significantly increased
after 24 h of 150 uM PA treatment, but there was no difference between these 4 gene
expressions after 24 h of 50 and 100 uM PA treatment. There was no time- and dose-
dependent change in BCLXL and CASP8 gene expressions.

Conclusions: As a result of our study, it was determined that Pachymic acid has cytotoxic
and apoptotic effects on breast cancer cells. These effects are important in the first 24 hours
and 150 uM dose treatment. Our results show that PA may be the therapeutic potential of
breast cancer.

Keywords: Pachymic acid, ER stress, Apoptosis, Breast Cancer, Real-Time PCR
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1. GIRIS

1.1. Meme Kanseri

Gunimuzde kanser insan saghigmi tehdit eden en yaygin hastalik haline gelmistir
(Zhang ve dig. 2014). 2008 yilinda yaklasik 12,7 milyon kanser teshis edilmis ve 2010
yilinda yaklasik 7,98 milyon kisi hayatin1 kaybetmistir. Her yil tim Oliimlerin yaklagik
%13°1 kadar1 kanser sebebiyle olmaktadir. En sik olarak, akciger kanseri (1,4 milyon
6lim), mide kanseri (740,000 6liim), karaciger kanseri (700,000 6liim), kolorektal kanser
(610,000 6liim) ve meme kanseri (460,000 6liim) sayilmaktadir (Xia ve dig. 2104).

Meme kanseri kadinlar arasinda en yaygin gézlemlenen kanser tlrtdur ve tim kanser
tiirleri arasinda 25.2°1ik bir yiizdeye sahiptir (Gomez-Flores-Ramos ve dig. 2017). Her 4
kadin kanserinden biri meme kanseri olmakmaktadir (Gultekin 2014). Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) meme kanserini kadinlar arasinda en sik rastlanilan kanser tiirii oldugunu ve tiim
diinyada milyonlarca kadimi etkiledigini belirtmistir. Bin dokuz yiiz doksan yilindan beri
meme kanserinde 6liim oranlar gitgide diismektedir. Bunun sebebi olarak ileri goriintiileme
yontemlerindeki gelisme, erken tespit artisi, hastalik ile ilgili farkindalik ve tedavi
yontemindeki gelisimler gosterilmektedir. Yapilan istatistiksel calismalarla Ingiltere’de
meme kanseri tanist almis her 5 kadindan birinin, Amerika’da 6 kadindan birinin,
Hindistan’da 2 kadindan birinin, Misir’da 3 kadindan birinin 6ldiigii gosterilmistir (Dubey
ve dig. 2015).

Meme kanseri ile iligkili pek ¢ok risk faktorii tanimlanmistir. Bu risk faktorleri cinsiyet,
yas, irk, menars yasi, dogum sayisi, ilk hamilelik yasi, menapoz yasi, emzirme siiresi,
infertilite, diislik sayisi, aile kanser Oykiisii, meme kanseri ile ilgili gen mutasyonlari,
cevresel faktorler ve diger faktorler olarak siniflandirilabilmektedir ( Kogak ve dig. 2011).
Meme kanseri insidansinin artan yasla yakindan iliskili olmasi1 sebebiyle yas bu kanserin en
onemli risk faktorlerinden biri olmaktadir (Sun ve dig. 2017). Bir kadinin hayat: boyunca
meme kanseri bakimindan riski non invazif meme kanseri agisindan altida bir, invazif
meme kanseri acisindan sekizde bir olarak belirtilmektedir. Bu riskin yas arttik¢a arttig
belirlenmistir (Kogak ve dig. 2011). Meme kanserinde ailesel dykii diger kanser tiirlerinde
oldugu gibi 6nem arz etmektedir. Bir kadinin meme kanseri gelistirme riski birinci derece

yakinlar1 arasinda etkilenmis bireyin varliginda 3 kata kadar, birden fazla birinci derece



yakinlarinda etkilenen bireylerin varliginda ise 10 kata kadar artmigtir. Meme kanseri olan
yakinin 40 yasinda yada daha erken yasta tan1 almig olmasi bu riski daha da arttirmaktadir
(Thompson 2005).

Meme kanseri hem genetik hem de epigenetik faktorlerin etkisiyle olusan kompleks bir
hastaliktir. Yas smiflandirmas1t yapmadan meme kanseri hastalarindan elde edilen
epidemiyolojik verilere gére meme kanseri vakalarinin yaklasik %10-30’u ailesel faktorler
ile ilgilidir (Gémez-Flores-Ramos ve dig. 2017). Son yillarda yapilan yogun arastirmalar
hiicre proliferasyonu ve hiicre 6lUmuna kontrol eden genlerin mutasyonlarinin kanserden
sorumlu oldugunu gostermistir. Birgok kanserde, mutasyonlarin tek bir somatik hiicrede
olustugu ve daha sonra bolunerek kanser gelisimine yol agtigi bilinmektedir. Daha nadir
tipi ise ailesel kanser sendromunda izlenmektedir, kanserin baglamasimma neden olan
mutasyonlar germ hiicrelerine aktarilmakta ve bdylece viicudun tiim hiicrelerinde yer
almaktadir (Thompson 2005). Ailesel meme kanseri vakalarinda gozlenen kalitsal bilesen
yiikksek derecede penetrans gosteren, otozomal dominant kalittma sahip, patojenik
mutasyonlardir. Meme kanseri, genetik olarak sadece mutasyon varligi ile degil genomda
meydana gelen biiylik delesyon/insersiyon olusumu, ekspresyon farkliliklari, mi-RNAS
etkileri, kopya sayis1 degisiklikleri gibi pek ¢ok farkli genetik etkilesim ile de iliskilidir.
Yapilan calismalarda meme kanserinde yiiksek penetrans gosteren genler; BRCAI
(17921.31), BRCA2 (13q13.1), TP53 (17p13.1), PTEN (10923.31), STK11 (19p13.2),
CDH1 (16¢22.1), CHEK2 (22q12.1), PALB2 (16pl2.2), ATM (11g22.3), BRIP1
(17923.2), BARDL1 (2g35), MNR genleri, orta dereceli penetrans gosteren genler; MRE11
(11921), RAD50 (5931.1), NBN (8921.3), RAD51 (15915.1), RADS51B (14924.1),
RADS1C (17922), RADSID (17q12), XRCC2 (7q36.1), XRCC3 (14q32.3), disik
penetrans gosteren geneler ve bolgeler ise; FGFR2 (10926.13), CASP8 (2g33), MAP3K1
(5911.2), LSP1 (11p15.5), TOX3 (16912.1), ESR1 (6g25), RAD51B (14924), 2935, 8724,
5p12, 1pl1 olarak belirtilmistir (Gomez-Flores-Ramos ve dig. 2017). Meme kanserinde de
diger kanser tiirlerinde oldugu gibi molekiiler anormalliklerin erken tespit edilmesi
prognozun belirlenmesi ve tedavi secimi icin bilyiik onem tagimaktadir (Oztiirk 2006).

Meme kanseri karmasik ve heterojen bir hastaliktir. Tanimlanmasinda ve
simiflandirilmasinda ¢ok sayida klinik ve patolojik 6zellikler géz 6niinde bulundurulur.
Genel olarak siniflandirmada g6z onilinde bulundurulan klinik 6zellikler; yas, timdr boyu

aksiller nod tutulumu, anjiyo-lenfatik invasyon, histolojik derece, hormonal reseptor



durumu ve ERBB2 (daha ¢ok HER-2/neu olarak bilinir) amplifikasyonu olarak
sayllmaktadir. Klinik 06zelliklere dayali simiflandirma giliniimiizde hala gegerliligini
korumasinin yani sira gen ekspresyonuna dayali yeni bir siniflandirma yayimlanmistir. Bu
simiflandirma meme kanserini 4 alt smifa ayirmaktadir: Liiminal, ERBB2 pozitif, normal
benzeri meme ve bazal benzeri. Liminal grup, meme liiminal hicreleri tarafindan 6strojen
reseptorii (ER) ve Ostrojen reseptorii (ER) diizenleyici genleri de iceren ¢ok sayida genin
yuksek ekpresyonu ile karakterize olan bir alt gruptur. Bu grupta yer alan tumérlerin
hicbirinde ERBB2 geninin yuksek ekspresyonu gdzlenmez. ERBB2 pozitif grupta, bir
onkogen olan ERBB2 geninin yiiksek ekspresyonun yani1 sira ERBB2 ve GRB7 genlerinin
de bulundugu 17q22.24 bolgesindeki pek cok genin ekspresyonu ile karakterizedir. Bu
timor tipinde Ostrojen reseptorlerinin diisiik ekspresyon seviyeleri gdzlemlenir. Normal
benzeri meme grubu, bazal epitel ve adipoz hicrelerinin kendine 6zgl genlerinin ifade
edildigi gruptur. Bu grupta tiimor hiicrelerinin azlig1r gézlenmektedir. Bazal benzeri grup,
Ostrojen reseptord, progestron reseptoru (PR) ve ERBB2 negatif olan timarlerdir (Bosch ve
dig. 2010, Eliyatkin ve dig. 2015). Yapilan calismalarda, gen¢ kadinlarda ki meme
tiimorleri yash kadinlardakine gore daha agresif karakter gosterdigi belirtilmistir ve geng
kadinlardaki ¢ogu habis meme tiimorleri Ttglii-negatif veya HER-2-pozitif olarak
smiflandirilmistir (Gomez-Flores-Ramos ve dig. 2017).

1.2. Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum 0Ozellesmis salgi ve membran proteinlerinin sentezinin ve
katlanmasinin oldugu, yapilart ve aktiviteleri icin gerekli olan post-translasyonel
modifikasyonlarin gerceklestigi mebrandz ag yapisinda bir organeldir. ER’nin pH’s1 nétiire
yakin olup sitozole benzerdir ve hiicre i¢i kalsiyum depolanmasindan sorumludur. ER
protein sentezi icin kalite kontrol merkezi olarak tanimlanmaktadir. ER’ye gelen yeni
proteinler post-translasyonel modifikasyona ugramadan katlanamazlar. Proteinlerin her
katlanma asamasini sorunsuz bir sekilde tamamlamasi i¢in protein katlanmasinda rol
oynayan molekiiller gorev almaktadir. Proteinlerin katlanmasi karmasik bir seri dongiiden
olusmaktadir ve hata olasilig1 oldukga yiiksektir. Eger katlanma engellenirse veya hatali bir
katlanma olugsursa ER stresi olugur. Genel olarak ER stresine viral enfeksiyonlar, biiyiik ve

agir proteinlerin ER’ye girmesi, kii¢iik ve basit proteinlerin molekiiler saperona bagl



olarak ya da yiliksek molekiill agirlikli agregatlar halinde bulunmasi, mutant ve
katlanmasinda bozukluk olan proteinlerin sentezi sebep olabilmektedir. ER’nin stresi
girmesi protein katlama kapasitesini azaltmakta ve katlanmamis proteinlerin birikimine yol
acabilmektedir. (Gundeflli ve dig. 2008, Hussain 2007, Rasheva 2009, Seydel 2012,
Szegezdi ve dig. 2006)

1.2.1. UPR

ER stresi olustugunda stresi azaltmaya yonelik hiicre i¢i sinyal iletim yolaklar1 aktiflesir.
Stresin etkilerini azaltmaya yonelik aktiflesen bu yolaklar Unfolded Protein Response-
katlanmamis protein yaniti (UPR) olarak adlandirilir. UPR, ER’de bulunan katlanmamis
veya hatal1 katlanmis proteinlerin degredasyonunu (ERAD) ve tekrar sitoplazmaya
doniisiinii saglamak, ER’de proteinlerin katlanma kapasitesini arttirmak ve normal ER
islevini yeniden kurmak i¢in cevap olusturur. UPR hiicre koruyucu bir yanit olmasina
ragmen uzamis ER stresi mitokondri bagimli veya mitokondri bagimli olmayan yolaklar
aktive ederek programli hiicre 6liimiine sebep olur. ER, mitokondriden bagimsiz olarak ER
stresini dlzenleyerek apoptoza hatta nekroza sebep olabilecek bir organel olarak kabul
edilmektedir. Bir kag programli hiicre 6lim yolagi ER stresi sirasinda aktive edilir
(Gundeflli ve dig. 2008, Hussain 2007, Rasheva 2009, Seydel 2012, Szegezdi ve dig. 2006,
Boelens 2007).

1.2.2. Endoplazmik Retikulum Stresi Molekiiler Mekanizmasi

UPR’nin aktivasyonu PERK, ATF6 ve IREl olarak adlandinlan ii¢ farkli ER
transmembran protein yolaklar1 ile olmaktadir. ER’de bulunan GRP78/BiP bir saperon
proteini ve UPR diizenleyicisidir. IRE, PERK ve ATF6 yolaklariin aktivasyonunda ve ER
stres cevabinin olusturulmasinda gorev almaktadir. (Gundeflli ve dig. 2008, Hussain 2007,
Rasheva 2009, Seydel 2012, Szegezdi ve dig. 2006). Normal hiicresel kosullar altinda,
PERK, IRE1 ve ATF6, GRP78/BIP ile kararli birlesikler olustururlar ve inaktif durumda
kalirlar. GRP78/BiP, ER liiminal bdlgeye baglanmay1 saglar ve PERK ile IREI’in
aktivitesini onler. GRP78/BiP’nin ATF6’ya baglanmasi, Golgi-lokalizasyon sinyallerini

bloke eder ve ATF6’nmin ER membranindan ayrilmasina engel olur. Hiicresel stres



olustugunda GRP78/BiP, PERK, IRE1 ve ATF6’dan ayrilir ve bdylece bu proteinin
inhibitor etkisi ortadan kalkmus olur.

GRP78/BiP serbest birakilmasi ile PERK oligomerize olur ve bu durum PERK’in
otofosforilasyonu ile sonuglanir. Aktive edilmis PERK 0Okaryotik translasyon baslatma
faktorl 2a’y1 (eIF2a) fosforile eder ve translasyon baslangi¢ kompleksinin olusumu inhibe
edilir. Genel protein sentezi durur (Wang ve dig. 2014). elF2o’nin PERK tarafindan
fosforilasyonu, ATF4 mRNA’nin translasyonunu tesvik eder, bu da CHOP’un (GADDI153
olarak da bilinen C/EBP homolog protein-10) transkripsiyonel indiiksiyonu ile sonuglanr.
CHOP promotorunda bir ER stres cevap elementi iceren ve ATF4 ile ATF6 tarafindan
uyarilan bir bZIP (bazik 16sin fermuari) transkripsiyon faktoriidiir. C/EBP ve fos-jun
ailelerinin uyeleri ile heterodimer olusturabilir. Ayrica CHOP, p38 mitojenle etkilesen
protein kinaz (p38MAPK) tarafindan da aktive edilir. CHOP, C/EBP aile iiyeleri ile birlikte
mitokondriyal hiicre 6liim yolaklari icerisinde de yer alir (Boelens ve dig. 2007). ATF4,
oksidatif stres, amino asit sentezi, protein katlanmasi ve farklilagsmasi gibi hiicresel sag
kalim genlerini diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir.

IRE1, ER liminal dimerizasyon, sitozolik kinaz ve endoribontkleaz bolgeleri iceren tip-
1 ER transmembran proteinidir. GRP78/BiP’nin IRE1’den ayrilmasi ile IRE1’in
dimerizasyonu ve otofosforilasyonu gergeklesir ve endoriboniikleaz bolgesi aktif olur.
IRETl’in hedefi X-box baglayic1 protein 1’1 (XBP-1) kodlayan mRNA’dir. XBP-1
mRNA’sinin 26 niikleotidlik bolgesini keserek ¢ergeve kaymasi yaratir ve XBP-1s formunu
olusturur (Wang ve dig. 2014). XBP-1s, protein katlanmasi, kalite kontrolii, protein
salgilanmast ve ERAD ile baglantili UPR hedef genlerinin transkripsiyonunu arttirir
(Kadowaki 2013).

GRP78/BiP’nin ATF6’dan ayrilmasi, ATF6’nin Golgi kompleksine gé¢ etmesine izin
veren Golgi-lokalizasyon sinyalleri (GLS1 ve GLS2) olusumu ile sonuglanir. S1P enzimi
ATF6’y1 liiminal bolgeden, S2P enzimi ise transmembran bodlgesinden keser. ATF6’nin
bZIP bolgesi serbest kalir ve bu durum ATF6’nin niikleusa gog¢ etmesine neden olur. ATF6
niikleusta aktif bir transkripsiyon faktorii gibi gorev alarak ER saperonlarini igeren pek ¢ok
UPR hedef genini (BiP, protein disilfit izomeraz-PD1, GRP94) ve XBP1 genini indukler
(Wang ve dig. 2014, Kadowaki 2013).
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Cizim 1.1. Endoplazmik retikulum stresi molekiler mekanizma (Abcam,
Erisim:17.05.2018)

1.2.3. Endoplazmik Retikulum Stresi Apoptoz iliskisi

ER orta dereceli bir strese maruz kaldiginda UPR sag kalim mekanizmas1 basarili bir
sekilde stirdiiriilebilir ve hiicre i¢i denge saglanabilir. Bununla birlikte uzamis ER stresi
durumunda UPR’nin devam eden aktivasyonu hiicreyi apoptoza siiriikler. CHOP, ER stresi
kaynakli apoptoza aracilik eden ve UPR’nin her ii¢ yolaginda da kullanilan majér pro-
apoptotik bir transkripsiyon faktoriidiir. CHOP ¢esitli genlerin ekspresyonunu diizenleyerek
hiicre 6liimiine neden olur. Ozellikle, CHOP anti-apoptotik Bcl-2 proteinin ekspresyonunu
baskilamakta, bu da reaktif oksijen tiirlerinin Uretimini arttirmakta ve hiicrenin zarar
gormesine neden olmaktadir. CHOP pek c¢ok pro-apoptotik faktdr olan GADD34, DR5,
Trb3 gibi genlerin ekspresyonlarini arttirir. PP1, GADD34’{in diizenleyici alt birimidir ve
elF20’nin defosforile olmasina sebep olur. Bu durum protein sentezinin tekrar baglamasina
ve hiicrede katlanmamis protein yiikiiniin artisina neden olur (Wang ve dig. 2014,
Kadowaki 2013).

Uzun sireli ER stresi sirasinda IRE1, TRAF?2 ile etkilesir. IRE1-TRAF kompleksi JINK

yolunun aktivasyonuna yol agan MAP kinaz kinaz kinazi olarak da bilinen apoptotik sinyal



diizenleyici ASK1’1 aktive eder. JNK yolagi genleri apoptozun ana aracilaridir (Kadowaki
2013). IRE1’in TRAF2’ye baglanmasi sedece ER stresine cevap veren bir diger pro-
apoptotik protein olan kaspaz-12’nin aktivasyonuna da yol acar (Wang ve dig. 2014).

1.2.4. Endoplazmik Retikulum ve Kanser

Timor hiicrelerinde, baslangicta diisiik vaskilarizasyon, asidik pH, oksijen, glikoz ve
diger hiicre i¢in gerekli besin maddelerinin eksikligi olumsuz bir ortamin olusmasina sebep
olur. Bunlarm hepsi ER stresi olusum sebebi olabilecek nitelikte faktorlerdir. Ozellikle
diisiik glikoz mevcudiyeti ER igerisindeki yanlis katlanmis proteinlerin birikmesine yol
acan protein glikosilasyonuna neden olur ve ATP dretimi etkilenir (Wang ve dig. 2014).
GRP78/BIiP pek cok timér hicresinde ylksek ekspresyon seviyelerinde bulunarak kanser
hiicrelerinin proliferasyonuna ve hayatta kalmasina katki saglar (Lee 2007). GRP78/BiP
gen ekspresyonunun baskilanmasi tiimor hiicresi biiyiimesini, ilerlemesini ve metaztasini
inhibe ettigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Kadowaki 2013, Lee 2007).

Meme kanseri hastalarinin tedavilerinde 6zellikle 6n planda tutulan iki belirte¢ vardir;
hormon reseptor durumu ve Her2/neu durumu. Bu iki biyobelirte¢ tedavi yanit1 alinamadigi
durumlarda tedavi direncinin kirilmasinda 6nem arz etmektedir. Yapilan g¢aligmalarda
GRP78’nin yiiksek ekspresyonu varliginda kanser hiicrelerinin topoizomeraz inhibitorlerine
diren¢ kazandig belirtilmistir (Lee 2007). Faz 11 ve 11l durumunda olan 167 meme kanseri
vakasi ile tedavi Oncesi yapilan bir calismada biyopsi 6rneklerindeki hiicrelerin %67 sinde
GRP78’in yiiksek gen ifade diizeyi oldugu ve bu hastalarda rekiirrens riskinin daha yiiksek
oldugu bulunmustur. Alinacak olan kemoterapi oncesi GRP78’in durumunun belirlenmesi
ilag etkilesiminde fark yaratabilecegi bu galigmada ortaya atilmistir (Lee ve dig. 2006).

Meme timorlerinde, gastrik timorlerde, hepatosellller karsinomlarda, yemek borusu
adenokarsinomlarinda XBP1, ATF6, CHOP, GRP78/BiP, GRP94 ve GRP170 artmis
ekpresyonlart bildirilmistir (Boelens ve dig. 2007).

1.3.  Pachymic Asit

Bazi alternatif tedavilerin uygulanist ve kullannminin geleneksel degeri ve gecmisi

vardir. Geleneksel Cin tibb1 milattan 6nce 770 yilindan beri tedavi amagh kullanilmaktadir.



Ornek olarak, bitkilerden elde edilen triterpenoidler genellikle pek ¢ok Asya iilkesinde tibbi
amaglarla kullanilmakta ve bu bilesikler iizerine yapilan bilimsel caligmalar hizla
artmaktadir.

Bitkilerden elde edilen triterpenoidler genellikle bircok Asya Ulkesinde tibbi amaglarla
kullanilmaktadir. Poria cocos (Wolfiporia cocos) Fu-Ling olarak bilinmektedir ve Asya
tilkelerinde yatistirict ve diiiretik etkisi sebebiyle kullanilmaktadir. P. cocos’un (Wolfiporia
cocos) alkolik oziitleri ¢esitli lanostane tip triterpenoid i¢ermektedir (Gapter ve dig 2005).
Pachymic asit, Poria cocos (Wolfiporia Cocos) alkolik 6ziitiiniin ana bilesenidir (Ling ve
dig. 2010).

Pachymic asit, ¢esitli Pinus tiirlerinin kokiinde parazit olarak yasan bir mantar tiirii olan
Wolfiporia cocos ‘dan (diger adi Poria cocos) elde edilebilen dogal bir triterpenoid
kimyasaldir (Cizim 1.2.). Wolfiporia Cocos, Dogu Asya, Avustralya, Amerika ve Afrika’da
yaygin olarak bulunmaktadir. Bu mantarlarin kurutulmus sklerotialar1 (hif diigiimleri-gok
hiicreli dayanikli yapilar) Cin, Kore ve Japonya’da geleneksel tip adi altinda ilag olarak
kullanilirken Amerikalilar tarafindan bir tiir gida olarak tiiketilmektedir (Shu ve dig. 2013).
Son ¢aligsmalar, Fu-Ling’in kanser hiicrelerine olan etkisine odaklanmistir ve Wolfiporia
Cocos 'un dogrudan etkisini belirlemek i¢in klinik caligsmalar halen devam etmektedir.

Son c¢alismalar, triterpenoid asit tipi birlesiklerin in vivo ve in vitro olarak timor
blylmesini dogrudan inhibe ettigini gostermistir. Triterpenoidler lupane, oleanane, ursane,
cork ve lanostane tip olarak siniflandiriimaktadir. In vivo ve in vitro ¢alismalar géstermistir
ki lupane tip triterpenoidlerin glcli anti-mutasyon, anti-timor ve anti-inflamatuvar etkileri
vardir. Bunun yaninda kimyasal reaktiflerden kaynaklanan DNA hasarin1 azaltmaktadir.
Yapilan ¢aligmalarda lupane tip triterpenoidlerin prostat kanseri, deri kanseri ve meme
kanserindeki anti-timor etkilerinin yani sira sinir timor hiicreleri, insan melanoma
hiicreleri, sarkoma sarkoid tumoér hicreleri ve cocuk beyin timor hucrelerinde

proliferasyonu baskiladig1 gosterilmistir (Zhang ve dig. 2014).



Cizim 1.2. Pachymic asitin molekiiler yapist (PubChem, Erisim: 17.05.2018)

1.4. Meme Kanseri Hiicre Hatti - MDA-MB231

MDA-MB-231 oldukga agresif, yiksek oranda invazif ve kot diferansiye olan Gcli
negatif insan epitelyal meme adenokarsinom hicre hattidir. Pleural eflizyondan elde
edilmistir. Bu hiicre hattindaki hiicreler Ostrojen ve progesteron reseptorleri icermezler.
EGF (epidermal growth factor), TGFa (transforming growth factor alpha), kaspaz-2 ve
kaspaz-3 ekspresyonlari pozitiftir. E-kaderin ekspresyonu negatiftir. Mutant p53 proteini
uretirler (Chavez ve dig. 2010, Holliday 2011).



2. AMAC

Bu calismanin amaci, literatiirde c¢esitli kanser hiicrelerinde in vitro ve in vivo
caligmalarda anti-proliferatif, anti-timor, anti-oksidan, anti-inflamatuvar ve anti-emetik
etkinligi gosterdigi soylenen, fakat heniiz molekiiler etki mekanizmalar1 net olmayan
lanostane tip triterpenoidlerden pachymic asit birlesiginin, insan meme kanser hiicre hatti
MDA-MB-23 iizerindeki gen ekspresyon farkliliklariin tanimlanmasi ve apoptotik
etkilerinin belirlenmesidir.

Farkli kanser hicrelerinde lanostane tip triterpenoid tedavisi sonucunda hicre sinyal
yolaklarindaki etkileri gosterilmistir. Yapilan bu c¢alismanin hedefleri arasinda elde
edilmesi planlanan, meme kanseri hastaliginin altinda yatan molekiiler mekanizmalara
yonelik yeni veriler ile pachymic asidin ER stres sinyal yolaklarina etki edip etmediginin
belirlenmesi bulunmaktadir.

Calismada, meme kanseri hiicre hattt (MDA-MB-231) kiiltiire edilmistir. Hiicreler,
Pachymic asit ile farkli konsantrasyon ve siirelerde muamele edilmistir. PA’nin meme
kanseri hucrelerine olan proliferatif etkileri, ger¢ek zamanli hiicre elektronik algilama
sistemiyle belirlenmistir ve hiicrelerdeki gen ekspresyon farkliliklar1 tespit edilmistir.
Literatiirde PA’nin meme kanseri hiicre kiiltiirlerindeki (MDA-MB-231) apoptotik etkileri
ve buna yol agan molekiiler yolaklar heniiz netlik kazanmamis olup bu ¢alismada ilk

molekiiler veriler elde edilmistir.
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3. YONTEM

3.1. MDA-MB-231 Hiicre Hatt1

Insan meme kanseri hiicre hattt (MDA-MB-231) Amerikan Tip Kiltir
Koleksiyonu’ndan (American Type Culture Collection; ATCC) temin edilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

- TC20 Otomatik hiicre sayim cihazi (Bio-Rad)

- BD FACSCalibur Flow Sitometri Cihazi

- Biyogtivenlik kabini (LabCulture, Singapure)

- Derin dondurucu -80°C (Sanyo, Japonya)

- LightCycler 480 Real Time PCR cihazi (Roche, Almanya)
- Karbondioksitsiz etiiv (Binder, Almanya)

- Mikro Santrifiij (Sigma, ABD)

- Buzdolabi (Argelik, Tiirkiye)

- Invert mikroskop (Olympus, Japonya)

- Spektrofotometre, NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, ABD)
- Mikropipetler, 10ul, 100ul, 1000ul (Eppendorf, Almanya)
- Vorteks (BioCote, Ingiltere)

- Hybex Mikro tiip Inkiibatdr (SciGene, ABD)

3.3. Kullanilan Kitler
- Annexin V-FITC Kit (Beckman Coulter, France)
- Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Germany)

- LightCycler Fast Start DNA Master SYBR Green (Roche, Germany)
- RNeasy RNA izolasyon kiti (Qiagen, Hilden, Almanya)
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3.4. Kullanilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

- Fetal Bovin Serum (Capricorn Scientific, Gliney Amerika)
- 0,05% Trypsin EDTA 1X (Gibco, Thermo Scientific, ABD)
- Leibovitz’s L-15 Modification, 1X (Multicell, Wisent Bioproducts, Kanada)
- PBS Dulbecco, Tuzlu Fosfat Tamponu (Merck, Almanya)

- Penisilin/Streptomisin (HyClone, Avusturya)

- Pachymic Acid (TRC, Canada)

- DMSO (ChemCroz, ABD)

- Hiicre Kiiltiir Flasklar1 25 cm?ve 75 cm? (Nest, Cin)

- Mikrosantriftj Tupler (Axygen, ABD)

- Pipet Uglar1 (Nest, Cin)

- Filtre 0,2pum (Sartorius, Almanya)

- Primerler (IDT, ABD)

- Falkon tip 10ml ve 50ml (Nest, Cin)

3.5. Hicre Kultura

Hiicre kiltiirleri canlilik, ¢ogalma hizi, kontaminasyon yonunden inverted mikroskopta

giinliik olarak takip edilmistir.

3.5.1. Hicrelerin Cozilmesi

MDA-MB-231 hiicre hatti Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (ATCC) temin
edilmigtir. Hiicre hatti 37°C su banyosunda yavasca ¢alkalanarak eritilmistir.
Kontaminasyona sebep olmamak adina kapak kismi suyun disinda tutulmustur. Eritme
islemi yaklasik 2 dakika i¢inde yapilmistir. Su banyosundan c¢ikartilan tiip alkollenerek
steril kabin icerisine alinmistir. Hiicre siispansiyonu 9 ml kiiltiir medyumu (L-15 + %10
FBS) iceren falkon tiipe aktarilmistir. Sekiz dakika 130g’de santrifiij edilmistir. Otomatik
hiicre sayim cihazi ile canli hiicre sayisi belirlenmistir. Ol¢iim sonrasi toplam hiicre sayisi
1,46x10° hiicre/ml, canh hiicre sayis1 7,37x10° hiicre/ml, canlilik yiizdesi %50 olarak

belirlenmistir. Hesaplamalar yapilarak 25 cm?lik kiiltiir kaplarina uygun hiicre ekimi

12



yapilmustir.

3.5.2. Hiicrelerin Cogaltilmasi

MDA-MB-231 hicreleri CO2’siz ve 37°C’lik atmosferde, %10 FBS iceren Leibovitz’s
L-15 Medium besi yerinde kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin pasajlanmasi 4-5 giinde bir
olmustur. Hiicreler tripsin-EDTA ile kaldirilmistir. Tuzlu fosfat tamponu (PBS) ile
yikandiktan sonra 130g’de 8 dakika santrifiij edilmistir. Yiizeyi yaklasik %80 kaplanan
kiiltiir kaplarina kendi i¢inde pasajlama yapilmistir. Tripsinle muamele edilen hiicrelerin,
santrifiijden sonra besi yeri uzaklastirilmistir. Hiicre stoklanmasi icin DMSO igeren soguk
biiyiime medyumu hazirlanmistir. Soguk biiylime medyumu (L-15 +%10 FBS) icine
DMSO’nun son konsantrasyonu %S5 olacak sekilde eklenmistir. Hiicre siispansiyonu
DMSO igeren soguk biiyiime medyumu i¢inde 1,5 ml’lik kriyotiiplerde -80°C’ de

saklanmustir.

3.6. Hiicre Proliferasyonu Optimizasyon Calismasi

MDA-MB-231 hiicrelerinin prolifere oldugu ideal hiicre sayisinin belirlenmesi amaciyla

gercek zamanli elektronik hiicre algilama sistemiyle (XCELLigence RTCA) proliferasyon

13



egrisi belirleme deneyi yapilmistir. E-platelerin (mikroelektrot iceren 6zel hucre kulttru
kaplar1) her bir kuyusuna oncelikle 100 mikrolitre MDA-MB-231 Leibovitz’s L-15
Medium besi yeri eklenmistir ve 30 dakika kuyulara yerlesmesi i¢in beklenmistir. Otomatik
hiicre sayim cihazi ile hiicre sayimi yapilmistir ve farkli sayilarda ( 10000, 15000, 20000,
25000, 30000, 35000) hiicre karigimi hazirlanmistir. Hiicreler, i¢inde uygun besi yeri
bulunan kuyulara 100’er mikrolitre olacak sekilde dagitilmistir.  Belirlenen e-plate
planlamas1 RTCA yazilimi barindiran bilgisayara girilmistir. Hiicrelerdeki degisiklikler
deney boyunca her 60 dakikada bir inkiibator i¢indeki XxCELLigence cihazi ile

kaydedilmistir. Caligma sonrasinda ideal hiicre sayis1 20000 olarak belirlenmistir.

Cell Index

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0

Time (in Hour)

Cizim 3.2. Meme kanseri hiicreleri proliferasyon ¢aligsmasi

3.7. Pachymic Asit Ana Stok Cozeltinin Hazirlanmasi

Toz halinde 10mgr satin alinan Pachymic asit ana stok igerisinde 20mM olacak sekilde
DMSO igerisinde ¢oziilmiistiir. Deneyde kullanilan ara stoklar taze olarak hazirlanmis ve

kullanilmistir. Ana stok Pachymic asit -80°C’de muhafaza edilmistir.
3.8. Sitotoksisite Testi
Pachymic asidin MDA-MB231 hiicreleri iistiideki sitotoksik miktarmni belirlemek igin

XCELLigence RTCA sistemi kullanilmigtir. PA doz gruplar1 30, 50, 100, 150, 200 ve 250

uM olarak belirlenmistir. Ara stok PA soliisyonlar1 calisma i¢in 20mM ana stoktan
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hazirlanmistir. E-platelerin  (mikroelektrot iceren 6zel hiicre kultlrl kaplar) her bir
kuyusuna oOncelikle 100 mikrolitre MDA-MB-231 Leibovitz’s L-15 Medium  besi yeri
eklenmistir ve 30 dakika kuyulara optimizasyonu i¢in beklenmistir. Hiicre sayimi sonrasi
20000 meme kanseri hiicreleri her bir kuyuya eklenmistir. Belirlenen e-plate planlamasi
RTCA yazilimi barindiran bilgisayara girilmistir. Hiicrelerin kuyulara yapismasi igin 24
saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelerin kuyu tabanina yapismasi sonrasinda PA
doz gruplar1 eklenmis ve 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelerdeki degisiklikler
deney boyunca her 30 dakikada bir inkiibator i¢indeki xCELLigence cihazi ile kayit
edilmistir. Deney sonunda Pachymic asidin hiicreler iizerindeki 1Cso (hiicrelerin %50’sinin
cogalmasini baskilayan doz) degeri 150 pM olarak belirlenmistir. Bu deger cihaz tarafindan
kontrol gruplar1 hari¢ uygulanan tim doz gruplarin belirli bir saatte logaritmalarinin
alinmasi1 ve bu degerle birlikte hiicre indeks degerlerine karsi bir grafik c¢izilmesi ile

hesaplanmastir.
3.9. Tripan Mavisi Boyama ile Otomatik Hiicre Sayim

Hiicre sayimi i¢in hiicre pelleti 2-3 ml besi yeri i¢cinde homojenize edilmistir. Hiicre
slispansiyonu ve tripan mavisi boyasi 1:1 oraninda karistirilmistir. Boyali karigimin yarisi

TC20 Otomatik hiicre sayim cihazinin (Cizim 3.3) lamina yiiklenmistir. Hiicre sayimi

otomatik olarak gerceklestirilmistir.
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Cizim 3.3. Otomatik hiicre sayim cihazi ve yiikleme lam1

3.10. Annexin -V FITC —PlI ile Apoptoz Tayini

Meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231 (izerinde uygulanan Pachymic asit tedavisi ile
hiicrelerde tetiklenen doz ve zaman bagimli apoptozun ve nekrozun kantitatif tayini
amaciyla akis sitometri ile Annexin-V Apoptoz/Nekroz Analizi yapilmistir. Hiicrelere
tripsinizasyon islemini yapilmistir ve hiicreler soguk PBS ile yikanmigtir. 500g’de 5 dakika
santrifiij edilen hiicreler otomatik hiicre sayic1 kullanilarak sayilmistir. Hazirlanan 2x10°
hiicre/mL siispansiyonu ile asagidaki basamaklar izlenerek apoptoz deneyi kurulmustur.

- 10X Baglayict Buffer 1X’e diliie edilmistir.

- Dilie edilen buffer buzda bekletilmistir.

- 250pgr PI Iml 1x baglayici buffer i¢inde ¢oziilmuistiir.

- Hazirlanan soliisyon buzda bekletilmistir.

- Kullanimdan sonra kalan soliisyonlar +4°C’ de muhafaza edilmistir.

- Hiicreler 1x baglayici buffer iginde son hacim 100ul olacak sekilde ayarlanmaistir.

- 100ul’lik hiicre siispansiyonunun igine 1ul annexin V-FITC solisyonu ve 5ul
¢Oziinmiis PI eklenmistir.

- Hiicreler buz i¢inde karanlikta 15 dakika inkiibasyona birakilmistir.
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- Hicre-boya stspansiyonunun Ustline 400ul soguk 1x baglayici buffer eklenmistir ve
yavasea karigtirilmistir.

- -Hicre-boya siispansiyonu 30 dakika igerisinde akis sitometrisi ile degerlendirilmistir.

3.11. RNA izolasyonu

25 cm?’lik flaklara ekilen hiicreler Pacyhmic asidin farkli dozlariyla 24, 48, 72 saat
boyunca muamele edilmistir. RNA izolasyonu i¢in flasklardaki besi yeri dokiilmiistiir.
Hiicreler PBS ile yikandi ve tripsin-EDTA ile muamele edilmistir. RNA i¢in ayrilan
hiicreler PBS ile yikanmistir. Kaldirilan hiicreler otomatik hiicre sayim cihazi ile
Olgtilmistiir. Hiicreler santrifiij edilmistir ve hiicre pelleti tistiine 350l B-mercaptoethanol
iceren buffer RLT eklenmistir. RNA eldesi i¢in agsagidaki basamaklar izlenmistir:

- Hucre suspansiyonunun Gstine 350ul (1:1) %70 taze hazirlanmis ethanol

eklenmistir.

- Pipetaj yapilmustir.

- 700pul 6rnek RNeasy Mini Spin kolonuna eklenmistir.

- 8000g’de 15 saniye santriiflij edilmistir. Altta toplanan s1vi atilmistir.

- Spin kolona 700ul Buffer RW1 eklenmistir.

- 8000g’de 15 saniye santriifiij edilmistir. Altta toplanan siv1 atilmistir.

- Spin kolona 500ul Buffer RPE eklenmistir.

- 8000g’de 15 saniye santriifiij edilmistir. Altta toplanan siv1 atilmistir.

- Spin kolona tekrar 500ul Buffer RPE eklenmistir.

- 8000g’de 2 dakika santriifiij edilmistir. Altta toplanan siv1 atilmistir.

- Spin kolon yeni 2ml’lik toplama tiipiine alinmistir.

- Santrifiijiin maksimum hizinda (14800 rpm) 1 dakika santrifiij edilmistir.

- Spin kolon 1,5 mI’lik tiipe alinmustir.

- Spin kolonun filtresinin Gsttine 50ul RNase free su konulmustur.

- 8000g’de 1 dakika santriifiij edilmistir. RNA’lar NanoDrop Spektrofotometre ile

Olciilmiistiir ve mikrolitredeki mikrogramlar1 belirlenmistir.
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3.12. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

RNA izolasyonu sonrasinda spektrofotometre ile miktarlar1 6l¢iilen her RNA 6rnegi esit
miktarda olacak sekilde ayarlanmistir. RNA ornekleri 0,2ml’lik PCR tiiplerine
konulmustur. cDNA sentezi random hexamer primer kullanilarak yapilmistir. Reaksiyon
tablolarda belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir (Cizelge 3.1. - 3.4.). Elde edilen cDNA

ornekleri -20°C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1. cDNA sentezi 1. Asamada kullanilan reaksiyon bilesenleri

Karisim Bileseni Hacim | Son Konsantrasyon

Steril H,O-PCR Grade - RNA miktarina gore degisken; toplam hacim
13ul olacak sekilde

Total RNA - 300ngr

Random Hexamer Primer 2ul 60uM

Toplam 13ul

Cizelge 3.2. Denatiirasyon protokolu

Sicakhk Zaman Dongu
Denatiirasyon 65°C 10 dakika 1
Sogutma Buz - -

Cizelge 3.3. cDNA sentezi 2. Asamada kullanilan reaksiyon bilesenleri

Karisim Bileseni Hacim Son konsantrasyon
Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction 4 ul 1x

Buffer, 5x Conc. (8 mM MgCl,)
Protector RNase Inhibitor, 40U/ul 0,5 ul 20U
Deoxynucleotide Mix, 10mM 2l 1 mM herbiri
Transcriptor Reverse Transcriptase, 20 U/l 0,5 ul 10U
Toplam Hacim 20 pl -
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Cizelge 3.4. cDNA PCR dongiisii agsamalart

Sicakhk Zaman Dongu
Primer baglanmasi 25°C 10 dakika 1
Ters Transkripsiyon 55°C 30 dakika 1
Inaktivasyon 85°C 5 dakika 1
Sogutma 4°C - -

3.13. Gen ifadelerinin Es Zamanh Polimeraz Zincir Tepkimesi (Real Time PCR) ile

Belirlenmesi

PARP1, PERK, CHOP, TRAF2, EIF2A, S1P, ASK1, BCLXL, CASP3, CASP8, ATF6,
CASP12, AP1, ATF4, GADD34 ve IRE1 genlerinin mRNA miktar tayinleri LightCycler
480 (Roche, Almanya) Real Time PCR cihazi kullanilarak belirlenmistir. Uygulanan PCR

karigimi (Cizelge 3.5. ) ve cihaz protokoli tabloda belirtildi (Cizelge 3.6 ).

Cizelge 3.5. Es zamanli PCR karigimi

Karisim Bileseni Hacim
Steril H,O-PCR Grade 5ul
MgCl2-25mM 1yl

PCR Primer Karigimi 2 ul
DNA Master SYBR Green 1l
cDNA 1l

Toplam Hacim 10 pl
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Cizelge 3.6. Es zamanli PCR programi

Analiz Modu | Doéngu Segment Sicakhk | Tutma Belirleme
Sayisi °C Saresi Modu
On Inkiibasyon
Yok 1 - 95 10dk Yok
Amplifikasyon
Kantitasyon | 45 Denattrasyon | 95 10sn Yok
Baglanma Primere 0-10sn Yok
bagl
degisken
Uzama 72 =(amplikon | Tek
(bp)/25) sn
Erime
Erime 1 Denattirasyon | 95 0sn Yok
Baglanma 65 15sn Yok
Erime 95 0sn Devaml
Sogutma
Yok 1 40 30 sn Yok

2.14. Kullanilan Primerler

Segilen genler i¢in primer dizayn edilmis ve IDT (Integrated DNA Technology, ABD)

firmasindan temin edilmistir. Primerlere ait niikleotid dizileri ¢izelge 3.7°de gdsterilmistir.

Cizelge 3.7. Kullanilan es zamanli PCR primer dizileri

Gen Ismi Primer Dizisi Yoni
PERK 5-CGTGTGTCTGCACATCTTCC-3’ F
5-TCCCTGTGCATCAGTCCTTT-3’ R
EIF2A 5’- TGTGCCATCAAATGCAGAAT- F
3
5- TTCACTTGGAACTGCTTGGT-3’ R
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ATF4 5’- TCCTGTCCTCCACTCCAGAT-3’
5- TCATGGCAACGTAAGCAGTG-
3
GADD34 5’- GCCGAGGATGAAAGAGAAGC-
3
5- TGACTCAGCTTCTCCCAAGG-
3
CHOP 5’- AGAGCCCTCACTCTCCAGAT-
3
5-TGGTTCTCCCTTGGTCTTCC-3’
ATF6 5-
AGGAGAATGAACCCTAGTGTGAG
5- TGTCCTGTGCCTCTTTAGCA
S1P 5’- ACATTGTCACCTATGGTGCTG-
3
5’- CCACTGGAGAAGCAACACTG-
3
IREL (ERN1) 5-
ACAGAGACCTAAAGCCACACA-3’
5’- GCCAAAGTCGGAGATCATGG-
3
TRAF2 5-CTCATGCTGACCGAATGTCC-3’
5-GCAGCTCAGGCTTCTCT-3’
ASK1 5’- AATCTCCCTGGTGACAGAGC-
3
5’- GCTCCATGGTCTCTGCTT-3’
CASP12 5- TGGAGAAAGAGAGGCGAACA-

3’

5’-
AGGTCAAGTTCAGAACCATTTCG-
3 2
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PARP1

5’-CCACTTCTCCTGCTTCTGGA-3’

5’- ACTTTCTGCTGGTCATCCCA-3’

AP1 5’- CGACCTTCTATGACGATGCC-
3
5°’- GTAGCCATAAGGTCCGCTCT-
3
CASP8 5’ - AGAGCCTGAGAGAGCGATG -
3
50
CACCATCAATCAGAAGGGAAG -
3
CASP3 5’ - GAATATCCCTGGACAACA -3
5’ - ACGCCATGTCATCATCAA -3’
BCLXL 5’ - GTAAACTGGGGTCGCATTGT -
3
5’ - TGGATCCAAGGCTCTAGGTG -
3
B2M 5’-
TGACTTTGTCACAGCCCAAGATA
-3
3’ - AATCCAAATGCGGCATCTTC -
3

3.15. istatistiksel Analiz

PARP1, PERK, CHOP, TRAF2, EIF2A, S1P, ASK1, BCLXL, CASP3, CASP8, ATF®,
CASP12, AP1, ATF4, GADD34 ve IRE1 genlerinin mRNA ifadesindeki farkliliklar REST
(Relative Expression Software Tool, 2009) istatistik programi kullanilarak analiz edilmistir.
Akis sitometri sonuglar1 Cell Quest Pro Version 5.2.1 kullanilarak analiz edilmistir. Gen
ifadesindeki farkliliklar, apoptoz ve hiicre canliligindaki degisimler tek yonlii ANOVA ve
HSD post hoc testleriyle karsilastirilmistir. SPSS V.21 istatistik programi kullanmilmstir. “p’

degeri 0,05’in altinda olan veriler anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

41. MDA-MB-231 Insan Meme Kanseri Hiicre Kiiltiiriinde Pachymic Asidin

Sitotoksik Etkilerinin Degerlendirilmesi

Hicre kultlrlerinde hiicrelerin zamana bagli ¢ogalmasi ve uygulanan farkli dozlardaki
PA’nin meme kanseri hiicreleri {izerindeki etkileri xCELLigence RTCA sistemi ile
incelenmistir. Bu calismada, PA’nin sitotoksik etkilerinin incelenmesi amaciyla 30, 50,
100, 150, 200 ve 250 pM olmak iizere alt1 farkli doz, meme kanseri hiicrelerine uygulanmis
ve etkileri 72 saat boyunca takip edilmistir. Hiicre iceren ve madde eklenmeyen kuyular
kontrol grubu olarak kullanilmigtir. Sonuglar kontrol grubu ile karsilagtirilmistir. PA’nin
200 ve 250puM’lik derisimleri MDA-MB231 hiicreleri iizerinde toksik etki gostermis ve
hiicre canliligr ile proliferasyonunda, madde eklenmesinden kisa bir siire sonra Oonemli
derecede azalmaya yol agmistir. 30uM’lik doz uygulamasinda, hiicreler kontrol grubuna
yakin proliferasyon gostermistir. 50, 100 ve 150uM’lik doz uygulamalarinda hiicre indeks
egrisinde azalma olmustur. Bu azalma, 200 ve 250uM’lik doz uygulamasinda oldugu gibi
hiicrelerde ciddi toksik etki yaratmamistir. Bu durum PA’nin meme kanseri hiicreleri
Uzerinde etkili bir madde olabilecegini destekler niteliktedir. Calisma sonunda
hesaplamalar yapiliginda ICsp degeri de 150uM olarak belirlenmistir. Bu sebepten
caligmaya PA’nin 50, 100 ve 150uM’lik derisimleri ile devam edilmistir.
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Cizim 4.1. PA uygulamasi sonrasi zamana gore hiicre indeks degerlerinin degisimi.
Seriesl: 30 uM PA, Series2: 50 puM PA, Series3: 100 uM PA, Series4: 150 uM PA,
Series5: 200 uM PA, Series6: 250 uM PA, Series7: 0 UM PA.

4.2. insan Meme Kanseri MDA-MB231 Hucre Kiltiirinde Pachymic Asidin
Apoptotik Etkileri

PA’nin meme kanseri hiicreleri lizerindeki apoptotik etkileri Annexin V-FITC Kit
(Beckman Coulter, France) kullanilarak akim sitometrisinde analiz edilmistir. Sonuglar
canli hiicreler, erken apoptotik hiicreler, ge¢ apoptotik hticreler ve nekrotik hiicreler olarak
degerlendirilmistir.

MDA-MB231, 24 saat kontrol hiicrelerinde canlilik %95.96, erken apoptoz %0.42, gec
apoptoz %1.81 ve nekrotik hiicre %2.11 olarak bulunmustur. Hiicrelere 50 uM PA
uygulandiginda canli hiicre %382.72, erken apoptoz %]1.53, ge¢ apoptoz %10.65 ve
nekrotik hiicre % 5.08 olarak bulunmustur. Hiicrelere 100 uM PA uygulandiginda canli
hiicre %78.8, erken apoptoz %1.57, ge¢ apoptoz %11.93 ve nekrotik hiicre % 7.54 olarak
bulunmustur. Hiicrelere 150 uM PA uygulandiginda canli hiicre %79,17, erken apoptoz
%2.77, gec apoptoz %15.32 ve nekrotik hiicre % 2.9 olarak bulunmustur. Kontrol grubu
hicrelerindeki apoptotik oran ile 50, 100 ve 150uM PA uygulanan hucrelerdeki apoptotik
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oran karsilagtirldiginda anlamli bir diizeyde artis oldugu belirlenmistir (p < 0.0005).
Uygulanan 150uM PA konsantrasyonu nekrotik hiicre yiizdesinde farkliliga sebep

olmamugtir (p> 0.05).
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Cizim 4.2. Doza ve zamana bagli Pachymic Asit uygulamasi sonrast Annexin V /PI akim
sitometri analiz goruntaleri.
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Cizelge 4.1. MDA-MB231 hiicrelerinin 24. saat doza bagli olarak Pachymic Asit
uygulanmasi sonrasi apoptotik, nekrotik ve canli hiicre ylizde degisimi.

120
100
80 —
60 —
40 —
20 —
o | MBS N |-
50uM 100uM 150uM KONTROL
i 24, Saat Apoptoz 12.19 13.56 18.09 2.23
i 24. Saat Nekroz 5.08 7.54 2.9 2.11
24. Saat Canlhi 82.72 78.8 79.17 95.65

MDA-MB231, 48 saat kontrol hiicrelerinde canlilik %97.3, erken apoptoz %0.54, gec
apoptoz %1.18 ve nekrotik hiicre %0.98 olarak bulunmustur. Hiicrelere 50 uM PA
uygulandiginda canli hiicre %96.7, erken apoptoz %0.44, gec apoptoz %1.55 ve nekrotik
hicre %1.35 olarak bulunmustur. Hiicrelere 100 uM PA uygulandiginda canli hiicre
%94.4, erken apoptoz %1.23, ge¢ apoptoz %1.85 ve nekrotik hiicre % 2.56 olarak
bulunmustur. Hiicrelere 150 uM PA uygulandiginda canli hiicre 9%88.9, erken apoptoz
%3.88, ge¢ apoptoz %4.36 ve nekrotik hiicre % 2.8 olarak bulunmustur. Kontrol grubu
hlcrelerindeki apoptotik oran ile 50uM PA uygulanan hicrelerdeki apoptotik oran
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik saptanmamistir (p>0.05). Kontrol grubu ile 100 ve
150uM PA uygulanan hicrelerde apoptoz hiicre yiizdesi anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p< 0.0005). Uygulanan 50uM PA dozu sonrasi canli hiicre ylizdesi ile
kontrol grubu arasinda fark yokken (p>0.05) 100 ve 150 uM’lik PA uygulamasi canli hiicre
sayisinda diisiise sebep olmustur (p< 0.0005).
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Cizim 4.3. Doza ve zamana bagli Pachymic Asit uygulamasi sonrast Annexin V /PI akim
sitometri analiz gortntuleri.

27



Cizelge 4.2. MDA-MB231 hucrelerinin 48. saat doza bagli olarak Pachymic Asit

uygulanmasi sonrasi apoptotik, nekrotik ve canli hiicre ylizde degisimi.

120
100
80 —
60 —
40 —
20 —
0 — .
50uM 100uM 150uM KONTROL
B 48. Saat Apoptoz 2 3.08 8.25 1.72
m 48. Saat Nekroz 1.35 2.56 2.8 0.98
48. Saat Canhi 96.65 94.36 88.95 97.3

MDA-MB231 72 saat kontrol hiicrelerinde canlilik %97.3, erken apoptoz %0.61, gec
apoptoz %0.89 ve nekrotik hiicre %1.22 olarak bulunmustur. Hiicrelere 50 uM PA
uygulandiginda canli hiicre %94.7, erken apoptoz %2.23, ge¢ apoptoz %2.1 ve nekrotik
hiicre %0.92 olarak bulunmustur. Hiicrelere 100 uM PA uygulandiginda canli hiicre
%81.3, erken apoptoz %11, ge¢ apoptoz %4.80 ve nekrotik hicre % 2.9 olarak
bulunmustur. Hiicrelere 150 uM PA uygulandiginda canli hiicre %69.6, erken apoptoz
%10.39, gec apoptoz %10.44 ve nekrotik hiicre %9.57 olarak bulunmustur. Kontrol grubu
hlcrelerindeki apoptotik oran ile 50 uM PA uygulanan hiicrelerdeki apoptotik oran
karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik saptanmistir (p<001). Kontrol grubu ile 100 ve
150uM PA wuygulanan hiicrelerde apoptoz hiicre yiizdesi anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p< 0.0005). Uygulanan PA doz konsantrasyonu arttirildikca 72. saatte
apoptoza giren hicre yiizdeleri de artmistir. PA 50uM’lik doz uygulamasinda nekrorik
hiicre yiizdesi kontrol grubuna gore azalmis olarak bulunmustur (p>0.05). Ancak 100 ve
150 uM’lik doz uygulamalarinda nekrotik hiicre yilizdesi konsantrasyon ile uyumlu olarak

artig gostermistir (p<0.0005).
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Cizim 4.4. Doza ve zamana bagli Pachymic Asit uygulamasi sonrast Annexin V /PI akim
sitometri analiz gortntuleri.

Cizelge 4.3. MDA-MB231 hicrelerinin 72. saat doza bagli olarak Pachymic Asit
uygulanmasi sonrasi apoptotik, nekrotik ve canli hiicre ylizde degisimi.

120
100
80
60
40
20
0

50uM 100uM 150uM KONTROL
m 72. Saat Apoptoz 4.34 15.78 20.83 1.5

m 72. Saat Nekroz 0.92 291 9.57 1.22

m 72. Saat Canh 94.74 81.3 69.6 97.28
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4.3. Insan Meme Kanseri MDA-MB231 Hiicre Kiiltiriinde Pachymic Asidin
Endoplazmik Retikulum Stresi ile iliskili Genlerin Ifadesi Uzerine Etkileri

Incelenen genler icin es zamanli PCR cihazindan pik profilleri elde edilmistir. Her
hiicrede sabit dizeyde ifade edilebilen referans gen olarak B2M (Beta-2-microglobulin)
kullanilmistir. Elde edilen pik profillerinden Ct degerleri cihaz tarafindan otomatik olarak
hesaplanmistir. Ct degerleri REST Analiz programina girilerek gen ifadelerindeki

degisiklikler referans gen karsilastirmasi yapilarak hesaplanmistir (Cizelge 4.4 ve 4.5)

Cizelge 4.4. REST analizi sonrasinda yiiksek ekspresyon seviyeleri gosteren genler

CASP GADD TRAF
Siire Doz 12 ASK1 IRE1 34 CHOP | PERK | AP1 ATF4 2 S1P ATF6
50uM 3,149 1,608 1,729 2,25 2,37 1,385 2,181 1,371 15 1,231 1,343
24 | 100pM 7,413 3,891 4,287 2,99 2,667 1,688 2,078 1,558 15 1,266 1,288

150uM | 67,649 | 33,128 | 27,761 6,498 5,56 5,011 4,028 3,215 3,745 2,949 2,497

Kontrol 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

50uM 0,6461 1,479 | 0,9427 1,597 1,24 | 0,9593 1,129 | 0,9828 1,106 1,261 | 0,8526

48 | 100uM | 0,9692 1,542 1,117 1,459 1,521 1,061 1,444 1,193 1,017 1,306 | 0,9298

150pM 1,27 2,648 2,014 2,227 3,47 1,231 1,479 1,879 1,169 1,248 0,917

Kontrol 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

50uM 1,05 1,061 | 0,9965 1,682 1,292 1,098 1,01 1,072 1,385 1,094 | 0,9201

72 | 100uM 2,092 1,189 1,244 1,141 1,145 | 0,9726 1,39 | 0,9265 1,244 1,039 1,24

150uM 17,63 4,857 6,063 2,211 3,797 1,333 1,959 1,586 1,343 1,057 1,343

Kontrol 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Cizelge 4.5. REST analizi sonrasinda control grubu ile yaklasik ayni ekspresyon seviyeleri
gosteren genler

Sure Doz PARP BCLXL CASP3 CASP8 EIF2A
50uM 1,057 0,78187 0,97942 0,52304 1,21
24 | 100uM 1,153 1,014 1,495 0,53219 1,068
150puM 1,67 1,27 1,966 0,72699 1,84
Kontrol 1 1 1 1 1
50uM 1,161 0,93952 1,177 1,709 1,121
48 | 100uM 1,198 1,141 1,366 1,244 1,125
150uM 1,227 0,86155 1,279 1,711 1,11
Kontrol 1 1 1 1 1
50uM 1,32 1,329 1,333 1,214 0,99309
72 | 100uM 1,202 1,11 1,474 1,035 1,091
150uM 1,214 0,90752 1,032 0,70956 1,068
Kontrol 1 1 1 1 1

4.3.1. PARP Gen ifade Degerlendirilmesi

PARP gen ifade dlzeyinde 24. saatte 50 ve 100uM PA doz grubunda anlamli bir

farklilik gézlemlenmezken (p>0.05) 150uM PA doz grubunda gen ifadesinin anlamli bir

sekilde arttig1 belirlenmistir (p<<0.05).

Cizelge 4.6. MDA-MB231 hiicrelerinin doz ve zamana bagli olarak Pachymic Asit
uygulanmasi sonrast PARP geninin ifade diizey degisikligi.
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100uM
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150uM

Kontrol

W 24 saat
i 48 saat

72 saat
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4.3.2. PERK Gen ifade Degerlendirilmesi

PERK gen ifade dlizeyinin 24. saatte 150 uM PA doz grubunda anlamli diizeyde arttigi
belirlenmistir (p<0.005).

Cizelge 4.7. MDA-MB231 hiicrelerinin doz ve zamana bagli olarak Pachymic Asit
uygulanmasi sonrast PERK geninin ifade diizey degisikligi.

PERK

W 24 saat

ifade Oram (R)
w

2 W 48 saat
72 saat

1 +— — S

L e . —

50uM 100uM 150uM Kontrol
PA Doz Miktar1 (uM)

4.3.3. CHOP Gen ifade Degerlendirilmesi
CHOP geni ifade diizeyinin 150 uM PA doz grubunda 24., 48. ve 72. saatlerin hepsinde

anlamli olarak arttig1 belirlenmistir (p<0.005). PA uygulamasinda 24. ve 48. saatlerde doza

bagli olarak orantisal bir artig goriilmuistiir.
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Cizelge 4.8. MDA-MB231 hiicrelerinin doz ve zamana bagli olarak Pachymic Asit
uygulanmasi sonrast CHOP geninin ifade diizey degisikligi.

CHOP

W 24 saat

W 48 saat

ifade Oram (R)
w

. 72 saat

50uM 100uM 150uM Kontrol
PA Doz Miktar1 (uM)

4.3.4. BCLXL Gen ifade Degerlendirilmesi
BCLXL geninde doza ve zamana bagli olarak anlamli bir degisim olmamugtir.

Cizelge 4.9. MDA-MB231 hiicrelerinin doz ve zamana bagli olarak Pachymic Asit
uygulanmasi sonrast BCLXL geninin ifade diizey degisikligi.

BCLXL
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4.3.5. CASP3 Gen Ifade Degerlendirilmesi
CASP3 geninde doza ve zamana bagl olarak anlamli bir degisim olmamustir (p>0.05).

Cizelge 4.10. MDA-MB231 hiicrelerinin doz ve zamana bagli olarak Pachymic Asit
uygulanmas1 sonrast CASP3 geninin ifade diizey degisikligi.
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4.3.6. CASP8 Gen Ifade Degerlendirilmesi

CASPS8 gen ifadesi 24. Saat doz uygulamasinda ii¢ farkli dozda da anlamli olarak

azalma goriilmiistiir (p<0.05).

Cizelge 4.11. MDA-MB231 hcrelerinin doz ve zamana bagli olarak Pachymic Asit
uygulanmasi sonrast CASP8 geninin ifade diizey degisikligi.
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4.3.7. ATF4 Gen Ifade Degerlendirilmesi

ATF4 gen ifade diizeyinin incelenen ii¢ farkli saat diliminde, 150uM PA doz grubunda
anlamli diizeyde arttig1 belirlenmistir (p<0.05).

Cizelge 4.12. MDA-MB231 hiicrelerinin doz ve zamana bagl olarak Pachymic Asit
uygulanmasi sonrast ATF4 geninin ifade diizey degisikligi.
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4.3.8. GADD34 Gen Ifade Degerlendirilmesi

GADD34 gen ifadesi 24. Saat doz uygulamasinda ti¢ farkli dozda da anlamli olarak artis
goriilmiistiir (p<0.05).
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Cizelge 4.13. MDA-MB231 hiicrelerinin doz ve zamana bagli olarak Pachymic Asit
uygulanmas1 sonrast GADD34 geninin ifade diizey degisikligi.
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4.3.9. IRE1 Gen Ifade Degerlendirilmesi

IRE1 gen ifade diizeyinin incelenen ii¢ farkli saat diliminde, 150uM PA doz grubunda
anlamli diizeyde arttig1 belirlenmistir (p<0.05).

Cizelge 4.14. MDA-MB231 hiicrelerinin doz ve zamana bagli olarak Pachymic Asit
uygulanmasi sonrasi IRE1 geninin ifade diizey degisikligi.
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4.3.10. TRAF2 Gen ifade Degerlendirilmesi

TRAF2 gen ifade duzeyinin 24. saat diliminde, 150uM PA doz grubunda anlamli
diizeyde arttig1 belirlenmistir (p<0.05).

Cizelge 4.15. MDA-MB231 hiicrelerinin doz ve zamana bagli olarak Pachymic Asit
uygulanmasi sonrast TRAF2 geninin ifade diizey degisikligi.

TRAF2
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50uM 100uM 150uM Kontrol
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4.3.11. ATF6 Gen Ifade Degerlendirilmesi

ATF6 geninde doza ve zamana bagli olarak anlamli bir degisim olmamaistir (p>0.05).
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Cizelge 4.16. MDA-MB231 hiicrelerinin doz ve zamana bagli olarak Pachymic Asit

uygulanmas1 sonrast ATF6 geninin ifade diizey degisikligi.
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4.3.12. CASP12 Gen ifade Degerlendirilmesi

CASP12 gen ifade dizeyinin 24. saat diliminde tim PA doz gruplarinda anlamli
diizeyde arttig1 belirlenmistir (p<<0.05). Gen ifade diizenin 48. saat diliminde anlamli bir
degisiklik saptanmazken 72. saat diliminde 100 uM ve 150 uM PA doz grubunda gozlenen

artisin anlamli oldugu istatistiksel analiz ile gosterilmistir (p<0.05).

Cizelge 4.17. MDA-MB231 hiicrelerinin doz ve zamana bagli olarak Pachymic Asit
uygulanmasi sonrast CASP12 geninin ifade diizey degisikligi.
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4.3.13. AP1 Gen ifade Degerlendirilmesi

AP1 gen ifadesi 24. Saat doz uygulamasinda ii¢ farkli dozda da anlamli olarak artis
goriilmiistiir (p<0.05).

Cizelge 4.18. MDA-MB231 hiicrelerinin doz ve zamana bagli olarak Pachymic Asit
uygulanmasi sonrast AP1 geninin ifade diizey degisikligi.
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4.3.14. elF2a Gen ifade Degerlendirilmesi

elF2a gen ifade duizeyinin 24. saat diliminde, 150uM PA doz grubunda anlamli diizeyde
arttig1 belirlenmistir (p<0.05).
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Cizelge 4.19. MDA-MB231 hiicrelerinin doz ve zamana bagli olarak Pachymic Asit
uygulanmasi sonrasi elF2a geninin ifade diizey degisikligi.
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4.3.15. S1P Gen Ifade Degerlendirilmesi

S1P gen ifade diizeyinin 24. saat diliminde, 150uM PA doz grubunda anlaml diizeyde
arttig1 belirlenmistir (p<0.05).

Cizelge 4.20. MDA-MB231 hiicrelerinin doz ve zamana bagli olarak Pachymic Asit
uygulanmasi sonrasi S1P geninin ifade diizey degisikligi.
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4.3.16. ASK1 Gen ifade Degerlendirilmesi

ASKT1 gen ifade diizeyinin incelenen li¢ farkli saat diliminde, 150uM PA doz grubunda
anlaml1 diizeyde arttig1 belirlenmistir (p<<0.05).

Cizelge 4.21. MDA-MB231 hiicrelerinin doz ve zamana bagl olarak Pachymic Asit
uygulanmasi sonrast ASK1 geninin ifade diizey degisikligi.
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5. TARTISMA

Bitkilerden elde edilen triterpenoidler genellikle birgok Asya Ulkesinde tibbi amaglarla
kullanilmaktadir. Pachymic asit, Poria cocos alkolik 6ziitiiniin ana bilesenidir (Ling ve dig.
2010). Pachymic asitin gesitli timor hiicre kiiltiirlerinde (osteosarkom, gastrik kanser, safra
kesesi kanseri, nazofarinjeal kanser, meme kanseri, kii¢ilik hiicreli olmayan akciger kanseri,
over kanseri, pankreas kanseri ve prostat kanseri hiicre hatlar1) sitotoksik etkinligi
calisilmis ve proliferasyon, migrasyon, invasyonu inhibe ettigi apoptotozu tetikledigi
gosterilmistir. Meme kanseri hiicre kiiltiirleri ile olan calismalarda PA’nin invasion ve
migrasyon iizerindeki etkileri ortaya konulmustur (Gapter ve dig. 2005, Ling ve dig. 2010,
Cheng ve dig. 2015, Gao ve dig. 2015, Ling ve dig. 2011, Hong ve dig. 2012, Zhang ve
dig. 2017, Chen ve dig. 2015, Lu ve dig. 2017, Wen ve dig. 2018). PA’nin meme kanseri
hicre kulttrlerindeki apoptotik etkileri ve buna yol agan molekiiler yolaklar heniiz netlik
kazanmamig olup bu calismada ilk molekiiler veriler elde edilmistir.

Calismamizda Pachymic asidin endoplazmik retikulum stres yolaklarina olan etkisi
incelenmistir. Meme kanseri hiicre hattt (MDA-MB-231) kiltire edilerek, pachymic asit
ile farkli konsantrasyon (50, 100 ve 150 uM) ve siirelerde (24, 48, 72 saat) muamele
edilmistir. Bu islem sonrasinda hiicre canlilifinda azalma tespit edilmistir. PA’nin hiicre
canliligma olan etkisi gercek zamanl hiicre elektronik algilama sistemiyle belirlenmistir.
PA’nin apoptotik etkileri akis sitometrisi yontemi ile analiz edilmistir. ER stress yolaginda
yer alan CASP12, PARP, PERK, CHOP, ATF4, GADD34, IRE1l, TRAF2, BCLXL,
CASP3, CASPS, ATF6, API1, elF2a, S1IP ve ASKI genlerinin ekspresyon farkliliklart
ger¢ek zamanli PCR ile belirlenmistir.

Meme kanseri hicrelerinin zamana bagli ¢ogalmasi ve uygulanan farkli dozlardaki
PA’nin meme kanseri hiicreleri lizerindeki etkileri xCELLigence RTCA sistemi ile
incelenmistir. Bu c¢alismada, PA’nin sitotoksik etkilerinin incelenmesi amaciyla 30, 50,
100, 150, 200 ve 250 pM olmak iizere alt1 farklit doz meme kanseri hiicrelerine uygulanmis
ve etkileri 72 saat boyunca takip edilmistir. Hiicre i¢eren ve madde eklenmeyen kuyular
kontrol grubu olarak kullanilmigtir. Sonuglar kontrol grubu ile karsilagtirilmigtir. PA’nin
200 ve 250puM’lik derisimleri MDA-MB231 hiicreleri iizerinde toksik etki gostermis ve
hiicre canliligi ile proliferasyonunda, madde eklenmesinden kisa bir siire sonra 6nemli

derecede azalmaya yol acmistir. 30uM’lik doz uygulamasinda, hiicreler kontrol grubuna
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yakin proliferasyon gostermistir. 50, 100 ve 150uM’lik doz uygulamalarinda hiicre indeks
egrisinde azalma olmustur. Bu azalma, 200 ve 250uM’lik doz uygulamasinda oldugu gibi
hiicrelerde ciddi toksik etki yaratmamistir. Bu durum PA’nin meme kanseri hiicreleri
Uzerinde etkili bir madde olabilecegini destekler niteliktedir. Calisma sonunda
hesaplamalar yapiliginda ICsp degeri de 150uM olarak belirlenmistir. Bu sebepten
calismaya PA’nin 50, 100 ve 150uM’lik derisimleri ile devam edilmistir.

Calismamizda cevabini aradigimiz 6nemli sorulardan biri PA’nin meme kanseri
hiicrelerine olan sitotoksik etkisinin ER stresine bagli apoptotik yolu aktive edip
etmedigidir. Bu sebeple PA’nin meme kanseri hiicreleri iizerindeki apoptotik etkileri
Annexin V-FITC Kit (Beckman Coulter, France) kullanilarak akim sitometrisinde analiz
edilmistir.

Yaptigimiz calismada farkli PA dozlar (50, 100 ve 150uM) uygulanan meme kanseri
hiicrelerinde 24 saatlik 6l¢iimde, apoptotik oran doz sirasina gore %12.19, %13.56 ve
%18.09 olarak bulunmustur. Hiicre canliliginin doza bagl olarak apoptoz ile ters orantili
oldugu gozlenmistir. 48 saatlik 6l¢limde, apoptotik oran doz sirasina gore %2, %3.08 ve
%8.25 olarak bulunmustur. 72 saatlik 6l¢iimde, apoptotik oran doz sirasina gore %4.34,
%15.78 ve %20.83 olarak bulunmustur. AnnexinV analizlerinin sonuglart PA’nin meme
kanseri hiicreleri lizerinde ilk 24 saat icinde anlamli apoptotik etkisi oldugunu gdstermistir.
Ilk 24 saatlik PA tedavisi sonrasinda hiicrelerdeki apoptoz orani azalmistir. Bu durum
hicresel hayatta kalim sinyallerinin devreye girdigini ve 24 saat sonrasinda gerceklesen
hiicresel 6liimlerin PA etkisi ile olmayabilecegini diisiindiirmiistiir.

PA’nin farkl kanser hiicreleri tizerinde apoptotik etkisinin oldugunu gdsteren yayinlar
bulunmaktadir. Bu caligmalara Ornek olarak, pankreas kanseri (PANC-1 ve MIAPaca-2)
hiicre hatlariyla yapilan bir ¢alismada pachymic asit ile ¢alisilmis ve PA’nin sitotoksik,
apoptotik etkileri ve gen ekspresyon farkliliklari incelenmistir. PA, PANC-1 (ICso-
24h=23,49uM) ve MIAPaCa-2 (ICs0-24h=26,61uM) hiicre hatlarinda proliferasyonu inhibe
ettigi belirlenmistir. Her iki hiicre hattinin pachymic asit ile 24 saat farkh
konsantrasyonlardaki tedavisi sonucu apoptozda artis gézlenmistir (Cheng ve dig. 2015).
Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanser AS549 hiicreleriyle yapilan bir calismada ise
pachymic asit tedavisi hiicre proliferasyonunu baskilamis ve apoptoza sebep olmustur
(Ling ve dig. 2010). PA ile yapilan bir basaka ¢alismada nazofarinjeal (NPC) kanser hiicre
hatti CNE-1, CNE-2 ve normal insan karaciger hiicre hatti LO-2 kullanilmis ve PA
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konsantrasyonu arttikca apoptotic oranin anlamli bir sekilde arttigt ve PA’nin NPC
hiicrelerinde apoptoza sebep oldugu saptanmistir (Zhang ve dig. 2017). SGC-7901, MKN-
49P gastrik kanser hiicre hatlar1 ve normal gastrik hiicre hatti GES-1 ile yapilan bir
calismada PA’nin farkli konsantrsayonlari (0, 15, 30, 60pumol/l) uygulamis ve PA’nin hiicre
canlilifint doz ve zamana bagh olarak SGC-7901, MKN-49P hiicrelerinde azalttig1 ancak
GES-1 {iizerinde higbir baskilayict etkisi olmadigr gosterilmistir (Lu ve dig. 2017). Yapilan
baska bir calismada ise PA’nin biiyiime ve apoptoza olan etkileri insan 6liimsiizlestirilmis
hiicre hatt1 (HOS) ve primer osteosarkom hiicreleri kullanilarak incelenmistir. iki hiicre
grubunda da doza bagimli olarak apoptotik oranda artis saptanmistir (Wen ve dig. 2018).

Endoplazmik reticulum (ER), yeni sentezlenmis salgi ve membrane proteinlerinin
translasyon sonrasi katlandigi bir organeldir. ER sadece dogru katlanmis proteinlerin
ER’den c¢ikmasini ve katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin tutulmasini ve
bozulmalarin1 saglamak i¢in siki bir kalite kontrol sistemi igerir. Bir dizi biyokimyasal ve
fizyolojik uyaran ER i¢ dengesini degistirebilir, ER’de stress olusmasini ve ER limeninde
katlanmamis veya yanlis katlanmis protein birikmesine sebep olabilir. ER bu durum ile
basa cikabilmek i¢cin katlanmamis protein cevabi (UPR) olarak adlandirilan stress yaniti
sinyalizasyon yolaklarini devreye sokar (Shen ve dig. 2004). UPR, olusan stres kosullarinin
sertligine, hiicrenin maruz kalma siiresine bagli olarak, olusan strese adaptasyon veya
apoptoz yolagi ile hiicre 6liimii gibi farkli sonuglara yol agabilen 6zellesmis hiicresel bir
islemdir (Rozpedek ve dig. 2016). ER stress kosullarinda, ER stress reseptorleri hicresel
degisiklikleri tanir ve UPR’yi active etmek i¢in sinyal iletimini baglatir (Nishida ve dig.
2017). UPR’nin aktivasyonu PERK, ATF6 ve IRE1 olarak adlandirilan {i¢ farkli ER
transmembran protein yolaklar1 ile olmaktadir. ER’de bulunan GRP78 (BiP) bir saperon
proteini ve UPR diizenleyicisidir. IRE, PERK ve ATF6 yolaklarinin aktivasyonunda ve ER
stres cevabinin olusturulmasinda gorev almaktadir (Gundeflli 2008, Hussain 2007,
Rasheva 2009, Seydel 2012, Szegezdi ve dig. 2006).

Bu ¢alismada endoplazmik retikulum stres yolaklarinda yer alan genler arasindan 16
gen (CASP12, PARP, PERK, CHOP, ATF4, GADD34, IRE1, TRAF2, BCLXL, CASP3,
CASP8, ATF6, API1, elF2a, SIP ve ASKI1) ekspresyonu incelenmistir. 24 saatlik PA
tedavisi sonrasinda 50, 100 ve 150uM’lik artan doza bagh olarak CASP12, ASK1, IREI,
GADD34, CHOP, PERK ve ATF4 genlerinde anlamli diizeyde artis gézlenmistir. AP1,
TRAF2, S1P ve ATF6 genlerinde 24 saatlik 150uM PA tedavisi sonrasinda ekspresyonun
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anlaml diizeyde arttig1 gézlenirken 24 saatlik 50 ve 100uM’lik PA uygulamasi sonrasinda
bu 4 genin ekspresyonlarinda dozlar arasi farklilik saptanmamistir. BCLXL ve CASP8 gen
ekspresyonlarinda zamana ve doza bagl bir degisim saptanmamustir. ER stresi ile ilgili
inceledigimiz genlerin ekspresyon diizeylerinde artis saptanmasi bize, PA’nin meme
kanseri hiicrelerinde ER stresine neden oldugunu gostermistir.

Caligmamizda, CASP12 ekspresyonun 24 saatlik PA uygulamasi sonrasinda 50uM’lik
dozda kontrol grubuna gore 3 kat, 100uM’lik dozda 7 kat, 150uM’lik dozda ise 68 kat artis
oldugu gozlenmistir. 48 ve 72. saatlerde CASP12 gen ekspresyon diizeyi incelendiginde,
48. saatte hiicrelerde CASP12’nin normal ekspresyon seviyesine geldigi, 72. saatte ise
50uM’lik doz grubunda normal, 100 ve 150uM’lik doz gruplarinda ise ekspresyonun arttigi
gozlenmistir.

Apoptoz i¢in gerekli olan kaspazlarin bir kism1 ER ile iliskilidir. Bu kaspazlardan biri
olan kaspaz-12, ER membraninda lokalizedir ve ER aracili apoptoz i¢in 6nem teskil eden
bir kaspazdir (Boelens ve dig. 2007). Apoptoz sirasinda kaspaz-12 aktivasyonu fare, sigan,
tavsan, inek ve insan hiicrelerinde bildirilmistir (Szegezdi ve dig. 2003). Morishima ve ark.
yaptiklar1 bir calismada kaspaz-12 ‘nin UPR bagslatic1t bir kaskad oldugunu, mitokondri
veya 0lum reseptorleri aktivasyonuna bagli olmadigint bildirmislerdir (Morishima ve dig.
2002). ER stresi olusumu sonrasit kaspaz-12’nin aktiflesme yolagi tam bilinmemekle
birlikte prokaspaz-12, IRE1 ve TRAF2 ile dogrudan birlesme yolu ile aktiflesebildigi
yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Boelens ve dig. 2007). Yaptigimiz ¢aligmada farkli doz
ve zamanlarda CASP12 gen ekspresyonundaki degisikler IRE1 gen ekspresyonundaki
degisiklikler ile benzerlik gostermistir. Ayn1 zamanda ve ayni1 doz gruplarinda kontrol ile
karsilagtirildiginda benzer farkliklar saptanmistir. Bu durum literatiirle uyumlu olarak
prokaspaz-12 aktivasyon yolaginda IRE1 geninin yer alabilecegini gostermektedir. Bunun
yani sira 24 saatlik 150uM’lik PA tedavisi sonucunda CASP12 genindeki artis ve bu saat
ile doz grubundaki hiicrelerin apoptotik oran artis1 benzer bulunmustur. Bu durum PA’nin
kaspaz-12 aktivasyonuna neden olarak ER-stres aracili apoptoza sebebiyet verdigini
diistindiirm{istiir.

Caligmamizda, ASK1 ekspresyonun 24 saatlik PA uygulamasi sonrasinda 50uM’lik
dozda kontrol grubuna gore yaklasik 2 kat, 100uM’lik dozda 4 kat, 150uM’lik dozda ise
33 kat artis oldugu gozlenmistir. 48 ve 72. saatlerde ASKI1 gen ekspresyon diizeyi
incelendiginde, 48. saatte hiicrelerde 50 ve 100uM’lik doz gruplarinda ASK1’in normal
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ekspresyon seviyesine geldigi ve 150uM’lik doz grubunda ise yaklasik 3 katlik ekspresyon
artisinin oldugu, 72. saatte ise 50 ve 100uM’lik doz gruplarinda normal, 150uM’lik doz
grubunda 5 kat ekspresyonunun arttigi gézlenmistir. IRE1 ekspresyonun 24 saatlik PA
uygulamasi sonrasinda 50uM’lik dozda kontrol grubuna gore yaklasik 2 kat, 100uM’lik
dozda 4 kat, 150uM’lik dozda ise 28 kat artis oldugu gozlenmistir. 48 ve 72. saatlerde
IRE1 gen ekspresyon diizeyi incelendiginde, 48. saatte hiicrelerde 50 ve 100uM’lik doz
gruplarinda IRE1’in normal ekspresyon seviyesine geldigi ve 150uM’lik doz grubunda ise
yaklasik 2 katlik ekspresyon artisinin oldugu, 72. saatte ise 50 ve 100uM’lik doz
gruplarinda normal, 150uM’lik doz grubunda 2 kat ekspresyonunun arttig1 gézlenmistir.

ASKI1 ve CASP12 genlerinde oldugu gibi IRE1 gen ekspresyonu da tiim doz ve zaman
gruplarinda benzer sekilde degisim gostermistir. Literatiirde prokaspaz-12’nin IREI ve
TRAF2 genleri ile birleserek hiicreyi apoptoza siiriikleyebilecek yolaklar: aktiflestirdigi
bildirilmistir. Ayn1 zamanda literatiirde ASK1’in aktive edilmesi ER stres aracili apoptoz
icin gerekli oldugu gosterilmistir. IRE1, ER stresine bagli ndronal 6liim ile iliskilidir ve
ozellikle ASK1 ile birlestigi ve boylece ER stresinin bir IRE1-TRAF2-ASK1 kompleksinin
olusumuna sebep oldugu ve ASK1-JNK yolaginin aktive edildigi bildirilmistir (Song ve
dig. 2014). 24 saatlik 150uM PA uygulamasimnin CASP12 gen ekspresyonundaki 68 katlik
artis, ASK1 genindeki 33 ve IRE1 genindeki 28 katlik ekspresyon artigi bu ii¢ gen arasinda
literatiirde bildirildigi gibi bir iligki olabilecegini gdstermistir.

Yapilan ¢alismalarda TRAF2 geninin ER stresi sonucunda IRE1, ASK1 ve CASP12
genleri ile kararli bir kompleks olusturdugu gosterilmistir (Boelens ve dig. 2007, Song ve
dig. 2014). Calismamizda IRE1, ASK1 ve CASP12 gen ekspresyonlarinda yiiksek ve
anlaml bir artig gézlenmistir. Ancak TRAF2 geninde, IRE1 ve CASP12’de oldugu gibi
yiiksek ekspresyon artig1 saptanmamistir. TRAF2 ekspresyonu 24 saatlik PA uygulamasi
sonrasinda 50 ve 100uM’lik dozlarda normal ekspresyon seviyesinde, 150uM’lik dozda ise
4 kat artis oldugu gozlenmistir. 48 ve 72. saatlerde TRAF2 gen ekspresyon diizeyi
incelendiginde, her iki saat diliminde de hiicrelerin normal ekspresyon seviyelerinde oldugu
gozlenmistir. IRE1, ASK1 ve CASP12’nin aktivasyonunda rol oynayan TRAF2’nin
beklenen ylikseklikte ekspresyona ugramamasi, IREI1, ASK1 ve CASP12 genlerinin
aktivasyonunda baska gen iiriinlerinin olabilecegini akla getirmistir. Ornek olarak
literatirde CASP12 aktivasyonun sadece TRAF2 araciligiyla olmadigi m-kalpain ve
kaspaz-7 ile de aktiflesebildigi gosterilmistir (Nakagawa 2000, Rao ve dig. 2017).
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Yaptigimiz ¢alismada, GADD34 ekspresyonun 24 saatlik PA uygulamasi sonrasinda
50uM’lik dozda kontrol grubuna gore yaklasik 2 kat, 100uM’lik dozda 3 kat, 150uM’lik
dozda ise 6 kat artis oldugu gozlenmistir. 48 ve 72. saatlerde GADD34 gen ekspresyon
diizeyi incelendiginde, 48. saatte hiicrelerde 50 ve 100uM’lik doz gruplarinda GADD34’{in
normal ekspresyon seviyesine geldigi ve 150uM’lik doz grubunda ise yaklasik 2 katlik
ekspresyon artiginin oldugu, 72. saatte ise 50 ve 100uM’lik doz gruplarinda normal,
150uM’lik doz grubunda 2 kat ekspresyonunun arttig1 gozlenmistir.

GADD34, ekspresyon profile CHOP’a benzer olan ve stres ile uyarilabilen bir gendir
(Novoa ve dig. 2001). GADD34’iin uyarilmasi protein fostataz 1 (PP1) aracilifiyla
elF2a’nin defosforilasyonu neden olur. Bu defosforilasyon, genel protein sentezinin tekrar
baglamasina sebep olurken (Krokowski ve dig. 2017) CHOP aktivitesini de inhibe eder
(Novoa ve dig. 2001). Bu negatif geri besleme protein sentezinin restorasyonunda genis bir
role sahiptir (Rozpedek ve dig. 2016). Calismamizda, elF2a ekspresyonu 24 saatlik PA
uygulamas1 sonrasinda 50 ve 100uM’lik dozlarda normal ekspresyon seviyesinde,
150uM’lik dozda ise 2 kat artis oldugu goézlenmistir. 48 ve 72. saatlerde elF2a gen
ekspresyon diizeyi incelendiginde, her iki saat diliminde de hiicrelerin normal ekspresyon
seviyelerinde oldugu gbzlenmistir. . ER stres cevap yolaginda yer alan molekiillerin ikili
etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Bu iki gen ekspresyonundaki durum GADD34’{in
negatif geri besleme yolagini devreye soktugunu ve elF2a’nin defosforile olmus
olabilecegini diisiindiirmiistiir. PA’nin eklenmesini takip eden 12 saatlik dilim igerisinde
elF2a gen ifade dizeyinin incelenmesi durumunda kontrol grubuna gore daha yuksek
ekspresyon sonuglari elde edilebilmesi olasi bir durumdur.

Calismamizda, CHOP ekspresyonun 24 saatlik PA uygulamasi sonrasinda 50uM’lik
dozda kontrol grubuna gore yaklasik 2 kat, 100uM’lik dozda 3 kat, 150uM’lik dozda ise 6
kat artis oldugu goézlenmistir. 48 ve 72. saatlerde CHOP gen ekspresyon diizeyi
incelendiginde, 48. saatte hiicrelerde 50 ve 100uM’lik doz gruplarinda CHOP’un normal
ekspresyon seviyesine geldigi ve 150uM’lik doz grubunda ise yaklasik 3 katlik ekspresyon
artisinin oldugu, 72. saatte ise 50 ve 100uM’lik doz gruplarinda normal, 150uM’lik doz
grubunda 4 kat ekspresyonunun arttig1 gézlenmistir. ATF4 ekspresyonun ise 24 saatlik PA
uygulamasi sonrasinda 50uM’lik dozda normal ekspresyon seviyesinde, 100uM’lik dozda
2 kat, 150uM’lik dozda ise 3 kat artis oldugu gozlenmistir. 48 ve 72. saatlerde ATF4 gen
ekspresyon diizeyi incelendiginde, 48. saatte hiicrelerde 50 ve 100uM’lik doz gruplarinda
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ATF4’iin normal ekspresyon seviyesine geldigi ve 150uM’lik doz grubunda ise yaklagik 2
katlik ekspresyon artiginin oldugu, 72. saatte ise 50 ve 100uM’lik doz gruplarinda normal,
150uM’lik doz grubunda 2 kat ekspresyonunun arttig1 gozlenmistir.

CHOP, programlanmis hiicre 6liimii ve doku rejenerasyonunda gorev aldigina inanilan,
hedef genlerin promotoriine baglanan ve bunlar1 aktive eden bir transkripsiyon faktoriidiir.
IRE1, ATF4 ve ATF6’min uyarilmasi ve artan miktarlar1 ile CHOP aktive oldugu
bildirilmistir (Novoa ve dig. 2001). Calismamizda CHOP geninin farkli zaman
dilimlerinde, 150uM’lik PA doz tedavisinde ekspresyon seviyesinin artmis olmasi IRE1
gen ekspresyon seviyesindeki artis ile iliskilendirilebilmektedir. ATF4 ve ATF6 gen
ekspresyon seviyelerindeki artisin CHOP  genindeki artisa sebep olabilecegi
diisiiniilmemektedir. ATF4, ER stres belirteglerinden biridir. Birgok hiicre tipinde yiiksek
diizeyde eksprese edilir fakat ER stresi sirasinda elF2a fosforile olmadan etkili bir sekilde
translasyonu gergeklesemez. elF2a’nin PERK tarafindan baskilanmasi AFT4’iin artmasina
neden olur (Iwasaki ve dig. 2015).

Calismamizda, PERK ekspresyonun 24 saatlik PA uygulamasi sonrasinda 50uM’lik
dozda normal ekspresyon seviyesinde, 100uM’lik dozda 2 kat, 150uM’lik dozda ise 5 kat
artis oldugu gozlenmistir. 48 ve 72. saatlerde PERK gen ekspresyon diizeyi incelendiginde,
her iki saat diliminde de hiicrelerin normal ekspresyon seviyelerinde oldugu gézlenmistir.

Literatiirde ER stres cevabinda PERK yolaginin IRE1 ve ATF6 yolagindan sonra aktif
hale geldigi bildirilmistir. Bu durum PERK yolaginin daha ¢ok hiicre oliimii yoniinde
hareket etmesinden dolay1 hiicre i¢in en son segenek olarak degerlendirilmistir (Ma ve dig
2010). Calismamizda 24 saat 150uM’lik PA tedavi sonrast PERK gen ekspresyon artiginin
diger genlere nazaran (IRE1, ASKI1, CASP12 vb) az olmasinin nedeni apoptoz ig¢in
oncelikle INK yolagi ve CASP12 yolagiin aktive edilmis olabilecegi diistiniilmiistiir.

AP1 ekspresyonun 24 saatlik PA uygulamasi sonrasinda 50 ve 100uM’lik dozlarinda 2
kat, 150uM’lik dozda ise 4 kat artis oldugu gozlenmistir. 48 ve 72. saatlerde AP1 gen
ekspresyon diizeyi incelendiginde, 48. saatte hiicrelerde tiim doz gruplarinda API1’in
normal ekspresyon seviyesine geldigi, 72. saatte ise 50 ve 100uM’lik doz gruplarinda
normal, 150uM’lik doz grubunda 2 kat ekspresyonunun arttifi gozlenmistir. AP1 gen
iirlinii JNK apoptotik yolak {izerinde gorev almaktadir ve bu gen iirliniiniin, 24 saat 150uM
PA tedavisi sonrasinda JNK yolaginda yer aldig1 diisiiniilmektedir.

ATF6 ekspresyonu 24 saatlik PA uygulamasi sonrasinda 50 ve 100uM’lik dozlarda
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normal ekspresyon seviyesinde, 150uM’lik dozda ise 2 kat artis oldugu gozlenmistir. 48 ve
72. saatlerde ATF6 gen ekspresyon diizeyi incelendiginde, her iki saat diliminde de
hiicrelerin normal ekspresyon seviyelerinde oldugu gozlenmistir. S1P ekspresyonu 24
saatlik PA uygulamasi sonrasinda 50 ve 100uM’lik dozlarda normal ekspresyon
seviyesinde, 150uM’lik dozda ise 3 kat artis oldugu gozlenmistir. 48 ve 72. saatlerde S1P
gen ekspresyon diizeyi incelendiginde, her iki saat diliminde de hiicrelerin normal
ekspresyon seviyelerinde oldugu gozlenmistir.

ATF6’nin uyarilmasi ile ATF6 Golgi kompleksine go¢ eder. ATF6 burada S1P enzimi
tarafindan liiminal bolgeden, S2P enzimi tarafindan ise transmembran bolgeden kesilir. Bu
olay sonucunda ATF6 niikleusa go¢ ederek aktif bir transkripsiyon faktorii olarak gorev alir
(Wang ve dig. 2014, Kadowaki 2013). Bu durumda ATF6 gen ekspresyonun S1P ve S2P
gen ekspresyonlart ile benzer olmasi1 beklenmektedir. Caligmamizda ATF6 ve S1P gen
ekspresyonlari incelenmis ve iki gende de sonuglar benzer saptanmustir.

Calismamizda, PARP ekspresyonu 24 saatlik PA uygulamasi sonrasinda 50 ve
100uM’lik dozlarda normal ekspresyon seviyesinde, 150uM’lik dozda ise 2 kat artis
oldugu gozlenmistir. 48 ve 72. saatlerde PARP gen ekspresyon diizeyi incelendiginde, her
iki saat diliminde de hiicrelerin normal ekspresyon seviyelerinde oldugu gozlenmistir.
CASP3 ekspresyonu ise 24 saatlik PA uygulamasi sonrasinda 50 ve 100uM’lik dozlarda
normal ekspresyon seviyesinde, 150uM’lik dozda ise 2 kat artis oldugu gozlenmistir. 48 ve
72. saatlerde CASP3 gen ekspresyon diizeyi incelendiginde, her iki saat diliminde de
hiicrelerin normal ekspresyon seviyelerinde oldugu gozlenmistir.

Niikleer bir enzim olan PARP DNA iplik kiriklarinin tamirinde ©6nemli rol
oynamaktadir. Bu enzim oksidatif hasar veya diger stres faktorleriyle olusan DNA iplik
kiriklarii taniyarak baglanir ve hiicrenin DNA hasarindan korunmasini saglar. Aym
zamanda kaspaz-3’iin bir hedefi olan PARP’mn yikilimi apoptotik mekanizma siireglerinden
birisi oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Brock ve dig. 2004). Calismamizda PARP
ve CASP3 gen ekspresyonlarin Ozellikle 24 saatlik 150uM PA tedavisinde ylksek
Saptanmamasi hiicrenin hayatta kalma yolaklarindan daha ziyade apoptoz yolagia girmis

oldugunun gostergesidir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Calismamizda elde edilen bulgular ve literatiire verilerinden elde edilen bilgiler 1s181nda,
Pachymic asidin meme kanseri hiicreleri iizerinde sitotoksik ve apoptotik etkileri oldugu
belirlenmistir. Bu etkiler ilk 24 saatte ve 150uM’lik doz tedavisinde dnem arz etmektedir.
PA’nin anlamli dozunun 24 saatlik araliklar ile uygulanmasi kanser hiicrelerinde apoptozun
stirekliliginin saglanip meme kanserinde tedaviye farkli bir yon verebilecegini
diistinmekteyiz. Bu baglamda sonraki g¢alismalarda bu etkilerin, ileri gen analizlerinin
yapilip deneysel hayvan modelleri ile desteklenmesi gerekmektedir. Ayrica bu ¢alismada
PA’nin sadece meme kanseri hiicre hatti lizerindeki etkileri incelenmis olup saglikli
hiicrelerdeki etkileri bilinmemektedir. PA’nin tiimor spesifik 6zelliginin olup olmadiginin
aragtirilmas1 gerekmektedir. Olumlu sonuglar alindigr taktirde PA’nin meme kanseri

tedavisinde yeni ila¢ markir1 olabilecegi diistinmekteyiz.
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