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1. OZET

Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)’in Farkh Kolorektal Kanser Hiicre Hatlar
Uzerindeki Apoptotik Etkileri ve Survivin Ekspresyonundaki Degisimler

Giliniimiizde yaygin kanser tiirlerinden biri olan kolorektal kanserde,
kemoterapotiklere karst gelisen direng ve kemoterapotiklerin saglikli hiicreler igin
toksik olmasi bu kanserlerin tedavisinde karsilasilan en Onemli sorunlarin basinda
gelmektedir. Tezin amaci; kafeik asit fenetil ester (CAPE)’in, farkli kolorektal kanser
hiicre hatlar1 tizerindeki apoptotik etkilerinin ve bir anti apoptotik protein olan survivin
ekspresyonu iizerindeki etkilerinin incelenmesidir. Bu baglamda; farkli kolorektal
kanser hiicre hatlar1 ve normal kolorektal hiicre hatt1 kullanilarak, CAPE’in hiicreler
tizerindeki anti tiimoral etkileri arastirildi. Bu amacla, CAPE ile bir kemoterapétik ajan
olan 5-Fluorourasil (5-FU), hiicrelere ayri ayrt ve birlikte muamele edilerek
olusturduklart etki hiicre canlilik analizleri yapilarak incelendi. CAPE’in canlilig1 doza
bagl olarak RKO, HCT-116 ve DLD-1 hiicre hatlarinda anlamli oranlarda azalttig
gosterildi. Bununla birlikte; CAPE ve 5-FU’nun birlikte kullanilmasinin, tek baslarina
kullanilmalarina kiyasla hiicre canliliklar1 {izerinde anlamli bir fark olusturmadiklari
gozlendi. CAPE muamelesinin hiicre morfolojisi iizerinde olusturdugu apoptoza 0zgii
degisimler akridin oranj/etidyum bromiir boyama teknigi kullanilarak tespit edildi. Flow
sitometri c¢alismalar1 ile CAPE muamelesinin, RKO, HCT-116 ve DLD-1 hiicre
hatlarinda apoptotik hiicre yiizdesini ve kaspaz-3 aktivasyonunu artirdigi gozlendi.
Ayrica biitiin hiicre hatlarinda CAPE muamelesinin, survivin ekspresyonu ve p53
proteininin Ser-46 ve Ser-15 rezidiileri iizerinden fosforilasyonuna etkisi western blot
yontemiyle incelendi ve her hiicre hattinda farkli sonuglar elde edildi. Survivinin
mRNA diizeyindeki ekspresyon analizleri kantitatif real time PCR (qRT-PCR) ile
aragtirtldiginda, CAPE’in yalnizca DLD-1 ve RKO hiicre hatlarinda ekspresyonu

anlaml derecede azalttig1 gdzlendi.

Anahtar Soézciikler: Antikarsinojenik ajan, apoptoz, apoptoz inhibitdr proteinleri,

flow sitometri, ilag¢ direnci



2. SUMMARY

Apoptotic Effects of Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE) on Different Colorectal

Cancer Cell Lines and Alterations in the Expression of Survivin

Colorectal cancer is one of the most common cancer type. The resistance to
chemotherapeutics which are used in the treatment of colorectal cancer constitutes an
obstacle for the treatment of the disease. These chemotherapeutics also have toxic
effects on healthy cells. In this thesis, it was aimed to investigate the apoptotic effects of
caffeic acid phenethyl ester (CAPE) on different colorectal cancer cell lines and the
alterations in the expression of anti apoptotic protein survivin. In this connection, it was
analyzed the anti tumoral effects of CAPE on different colorectal cancer cell lines and
healthy colorectal cancer line. Cell lines were treated with CAPE, a chemotherapeutic
agent 5-fluorourasil (5-FU) and CAPE in combination with 5-FU. Their effects on
different cell lines were invesitgated by cell viability tests. It was demonstrated that
CAPE decreased cell viability of RKO, HCT-116 and DLD-1 cancer cell lines in a dose
dependent manner. Morphological differences of cells after CAPE treatment were
observed by acridine orange/ethidium bromide staining method. Apoptotic cell
percentage and active caspase-3 alterations of the cells were observed by flow
cytometric analysis. According to these analysis, CAPE increased apoptotic cell
percentage and active caspase-3 level in RKO, HCT-116 and DLD-1 cell lines. The
alterations of survivin, phospho p53-Ser46 and phospho p53-Serl5 protein levels were
analyzed by western blot method. It was observed that CAPE caused different effects in
survivin, phospho p53-Ser46 and phospho p53-Serl5 protein levels on different cell
lines. The alterations of mMRNA expression levels of survivin in different cell lines were
analyzed by quantitative real time PCR method. It was shown that mRNA expression of

survivin decreased in DLD-1 and RKO cell lines after CAPE treatment.

Key words: Anticarcinogenic agents, apoptosis, apoptosis inhibitor proteins, flow
cytometry, drug resistance



3. GIRIS ve AMAC

Kolorektal kanser, genetik ve ¢evresel pek cok faktdre bagli olarak gelisebilen ve
giinimiizde en sik teshis edilen kanser tiirlerinden biridir. Pek c¢ok kanser tiirlinde
oldugu gibi kolorektal kanserde de etkin tedavi hala miimkiin olmamaktadir. Cerrahi
miidahale ve kemoterapi ile hastaligin agresif progresyonunun belirli bir Olciide
baskilanmasi saglansa da, bu tedaviler hastanin yasam kalitesini diisiirmekte, ayrica
ilerleyen yillarda hastaligin niiksetmesi kaginilmaz olmakta ve neredeyse tiim hastalarda
bu tedavilere karsi diren¢ gelismektedir. Kolorektal kanserde relaps ve metastaz
oraninin yliksek olusu ve tedavide kullanilan 5-FU gibi kemoterapotiklere karsi gelisen

direng, hastaligin tedavi edilmesinde engel olusturmaktadir.

Etkili bir kanser tedavisinde, segici olarak kanser hiicrelerini hedefleyecek ve
kanser hiicrelerinin kemoterapiye hassasiyetlerini artiracak bir ajana ihtiyag
duyulmaktadir (1-3). Dolayisiyla saglikli hiicrelere zarar vermeden kanser hiicrelerini
Oldiirebilecek bir ajan kullanilarak, kanserde direng ile iliskilendirilmis proteinleri
hedeflemek alternatif tedavi yaklagimlariin gelistirilmesi acisindan 6nemli olacaktir.
CAPE’in tiimor hiicrelerinde segici olarak, kontrolsiiz ve klonal cogalmanin
baskilanmasi, hiicre 6liimiiniin indiiklenmesi gibi pek ¢ok anti tlimoral etkisi yapilan
calismalarla belirlenmistir (4, 5). Bu bulgular CAPE’in alternatif bir ajan olarak kanser

tedavisinde kullanilabilecegi fikrini uyandirmigstir.

Bu noktadan yola cikilarak gerceklestirilen ¢alismamizda, kolorektal kanser hiicre
hatlarinin hem CAPE ile hem de CAPE’in tedavide siklikla kullanilan bir kemoterapdtik
ajan olan 5-FU ile birlikte muamelesiyle (CAPE/5-FU) hiicreler iizerinde olusturacagi
anti timoral etkilerin incelenmesi ve survivin ekspresyonu iizerindeki etkisinin

arastirilmasi amacglanmustir.

Calismamizda oncelikle; 5-FU’nun, CAPE’in ve CAPE/5-FU’nun hiicre canliligi
tizerine etkileri incelenmistir. CAPE muamelesinin ardindan, hiicrelerde olusan
morfolojik degisimler mikroskobik olarak analiz edilmistir. Flow sitometrik ¢aligsmalar
ile apoptotik hiicre popiilasyonlart belirlenmis ve aktif kaspaz-3 degisimleri
incelenmistir. CAPE muamelesinin survivin ekspresyonu ve p53 proteininin Ser-46 ve
Ser-15 rezidiileri iizerinden fosforilasyonuna etkisi incelenmistir. Ayrica CAPE

muamelesi sonrasi survivin gen ekspresyonu seviyesindeki degisimler analiz edilmistir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Kanser

Kanser, biiyiime ve farklilasmay1 saglayan hiicresel mekanizmalardaki kontrol
kayb1 sonucu viicut hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmalar1 ile karakterize olan hastaliklar
grubudur. Meydana gelen mutasyonlar sonucu, hiicre dongiisii kontrol mekanizmalarina
yakalanmayan hasarli hiicreler, apoptotik mekanizmalar ile 6lmeyerek bolinmeye

devam ederler ve tiimoral kitleleri olustururlar (6).

Icerisinde pek ¢ok risk faktorii barindiran ve hiicresel mekanizmalarda
fonksiyonel anlamda hasarlar goriilmesine neden olan kanser, kompleks bir hastalik
olarak tanimlanmaktadir. Kanser gelisimi, pek ¢ok farkli dokuya ait viicut hiicrelerinde
gortilebilmektedir. Somatik mutasyonlar kanser gelisimindeki en 6nemli faktorlerden
biridir. Farkli hiicresel siirecler, meydana gelen bu mutasyonlardan etkilenmektedir. Bu

nedenle kanserli hiicrelerde, hiicresel sistem genel anlamda zarar gérmektedir (7).
4.1.1 Kolorektal Kanser

Kolorektal kanser, ailesel veya spontan olarak gelisebilen kalin bagirsak ve
rektumun adenokarsinom tirl kanseridir. Kolorektal kanser hiicreleri, kolon
mukozasinda bulunan epitel hiicrelerden koken alir. Mukozal yiizeyde gergeklesen
apoptotik mekanizmalar ile 6len bu hiicreler besinlerle alinan kimyasallar, bakteriler ve

bunlarin iirettigi kimyasal faktorler gibi etkenler sonucu kanserlesmektedir (8).
4.1.1.1. insidans ve Epidemiyoloji

Gilinlimiiz verilerine gore her y1l yaklagik 1 000 000 kisiye kolorektal kanser tanisi
koyulmakla beraber; tani koyulan hastalarin yaklagik %50 mortalite gostermesi,
kolorektal kanseri kadinlarda ve erkeklerde en ¢ok tani koyulan {igiincli kanser tiirii ve

en ¢ok Oliime sebebiyet veren dordiincii kanser tiirii yapmaktadir (9, 10).

Kolorektal kanserin yillik insidansi ortalama olarak 27.44/100 000°diir. Bu oran
kadinlarda 29.8 iken erkeklerde 25.49 olarak gozlenmektedir. Etnik koken ve itk goz
Oniine alinarak yapilan istatistiklerde ise kolorektal kanser insidansi beyaz 1rkta
42.4/100 000, siyah wrkta 52.3/100 000’diir. En yiiksek insidanslar Kuzey Amerika,
Avustralya, Yeni Zelanda, Kuzey ve Bati Avrupa’da iken, Asya ve Afrika’da diisiik

oranlar goriilmektedir (11). Genellikle ileri yaslarda ortaya ¢ikan kolorektal kanserde;



tan1 koyulduktan sonra hastalarin yaklasik 5 yil sag kalim olasilig1, hastalarin yasina ve

hastaligin evresine gore degisiklik gostermekle birlikte ortalama %65.3 oranindadir.
4.1.1.2 Etiyoloji

Kolorektal kanser etiyolojik agidan incelendiginde, molekiiler degisikliklerden
cevresel faktorlere kadar uzanan ¢ok sayida risk faktorii iceren bir hastalik olarak
tanimlanmaktadir (12). Kolorektal kanserdeki bilinen risk faktorlerinin baslicalari,
bagirsak polipleri, ileri yas, beslenme ve egzersiz aliskanliklari, sigara ve alkol
tiketimidir. Aile igerisinde kolorektal kanser tanisi koyulmus akrabalar varsa, yeni tani
icin risk artmaktadir. Bu nedenle kolorektal kanserde aile hikayesi onemlidir. Ayrica
molekiiler diizeyde kompleks germinal ya da somatik mutasyonlarin bu hastaliktaki rolii

yadsinamayacak diizeydedir (13).
4.2. Apoptoz Inhibitor Protein Ailesi (IAP)

Apoptoz Inhibitdr Protein Ailesi iiyeleri, 70 amino asitlik Baculoviriis IAP tekrar
(BIR) iceren ve yapisinda bu tekrarlar1 bir ile ii¢ kopya arasinda bulunduran proteinleri
olusturmaktadir. TAP ailesi iiyelerinin sahip oldugu BIR domaini sayisi degisken
olmakla birlikte bu domain bahsedilen biitiin proteinlerin amino terminalinde
bulunmaktadir. ilk kez 1993 yilinda, viral enfeksiyon sirasinda konagm &liim yanitina

engel olabilmeleri ile Baculoviriis genomunda tanimlanmiglardir (14, 15).

Memelilerde sekiz farkli apoptoz inhibitdr proteini bulunmakta ve bu proteinler

hiicre 6liimii, immunite, inflamasyon, hiicre dongiisii ve migrasyon gibi farkli siireclerde

rol almaktadir. (Tablo 1).



Tablo 1. Memelilerde apoptoz inhibitér protein ailesi tiyeleri

. .. Eksprese Edildigi
Protein Isim Doku/Yapi
XIAP/ILP-1/MIHA/BIRC4 XIAP Birgok insan dokusu

c-IAP1/hIAP1/MIHB/BIRC2

Hiicresel IAP 1

Birgok insan dokusu,
Yetiskinlerde timiis, testis
ve overde yiiksek eksprese

c-1AP2/hIAP2/MIHC/BIRC3

Hiicresel IAP 2

Bir¢ok insan dokusu,
Yetigkinlerde dalak ve
timusta yliksek eksprese

ILP2/BIRC8/TS-IAP

IAP benzeri protein-2

Yetiskin testisleri

ML-IAP/Livin/KIAP/BIRC7

Melanoma IAP

Fetal karaciger ve
bobrekler, yetiskin testis ve
timusu

Néral Apoptoz Inhibitér

Yetigkin karacigeri,

NAIP/BIRC1 Protein plasenta ve mer_ke2| sinir
sistemi
Fetal karaciger, bobrek,
Survivin/TIAP/BIRC5S Survivin akciger ve gastrointestinal

sistemi; timorler

BRUCE/BIRC6/Apollon

BIR tekrar1 i¢eren ubikitin
konjuge enzim sistem

Golgi kompleksi ve
vezikiiller

4.2.1. Survivin

4.2.1.1. Survivinin Yapisi ve Fonksiyonu

Survivin, ilk olarak 1997 yilinda apoptoz inhibitor proteinleri (IAP) ailesinin bir
tiyesi olarak tanmimlanmistir. BIRC5 (Baculoviral IAP Repeat Containing 5) geninin
ekspresyonu sonucunda tiretilen survivin, 17. Kromozomun g25 bolgesinde lokalizedir.
Yetiskin dokularda ekspresyon profili ¢ok diisiik olsa da fetal gelisim ve tiimoral
olusum prosesinde ekspresyonu yiiksek olarak gézlenen Survivin, 142 amino asitlik ve
16.5 kDa agirliginda bir proteindir (16). Apoptoz inhibitor protein ailesi iiyelerinin en
kiigiigli olan survivinin biitiin izoformlari, anti apototik fonksiyonlar1 bakimindan

onemli oldugu diisiiniilen BIR domaini ve tiibiilinle etkilesen alfa heliks bolgesi

igermektedir (Sekil 1).




Anti-apoptotic Microtubule binding site/

function 1 r Nuclear export 1
BIR domain l% Alpha helical region l

Dimer binding site

Sekil 1. Survivin proteininin yapisi ve fonksiyonu (17) (Jaiswal’dan)

Survivin gen lokusu tarafindan kodlanan 6 adet izoform bulunmaktadir (Sekil 2).
Bu izoformlarin, malign hiicrelerde normal hiicrelere kiyasla daha yiiksek oranlarda

eksprese edildigi gosterilmistir (18).

Survivin-WT (142 aa)

Survivin-2B (165 aa)
Survivin-AEx3 (137 aa)

STOP
Survivin-3B (120 aa)

Survivin-2a (74 aa)

CBent. | Eenz o sum

Survivin-3a (78 aa)

Sekil 2. Survivin pre-mRNA’s1 tarafindan iiretilen gen fiizyonlari (18) (Khan’dan)

Hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimii arasindaki dengeyi diizenleyen survivinin;
apoptotik yolagin 6nemli bir mekanizmasi olan kromatin kondenzasyonu ve DNA
fragmentasyonunda proteolitik rol oynayan, aktivasyonu ile 6liim siirecini baslatan

kaspaz-3’e baglanarak apoptozu inhibe ettigi bilinmektedir (19).

Survivin ayrica hiicre dongiisiiniin G2-M fazi gecisinde rol alan kromozom
tasiyict  protein kompleksinin bir bilesenidir. Kromozom-mikrotiibiill baglanma

hatalarinin onarilmasi, ig ipligi olusumunu diizenleyen kontrol noktasinin aktivasyonu



ve sitokinezde kontraktil halka olusumunda gorev alarak hiicre dongisiiniin

stirdiiriilmesini saglamaktadir (20).
4.2.1.2. Survivinin Apoptozdaki Rolii

Programlanmis hiicre 6liimii olarak bilinen apoptoz mekanizmasi, viicuttaki
hasarli ya da sagliksiz hiicrelerin sistemden elimine edilmesi ve bu sayede hiicresel
homeostazinin saglanmasi agisindan 6nemli bir fizyolojik siirectir. Bu siireg, hiicre
ylizeyindeki Oliim reseptorlerine ligandlarin baglanmasi ile aktive edilen Olim
reseptorleri yolu ve mitokondriden apoptoz uyarict faktor Sitokrom C’nin salinmasi ile
gerceklesen mitokondriyal yol olarak adlandirilan iki farkli mekanizma ile
olusturulmaktadir. Apoptoz siireci, sistein proteaz ailesi liyelerinden olan kaspazlarin
aktive edilerek diger kaspazlari ve hiicresel proteinleri yikmasi ile gerceklesir.
Bahsedilen her iki apoptotik mekanizma da, baslatici ve sonlandirici kaspazlar gibi pek

cok sayida kaspaz proteinleri tarafindan yiiriitilmektedir (21).

Survivinin apoptotik yolaklardaki hedef kaspazlar olan kaspaz-3, kaspaz-7 ve
kaspaz-9 iizerinde inhibe edici etkisi oldugu ¢alismalarla gosteriliyor olmasina ragmen,
bu etkinin direk veya dolayli olup olmadigi hala tartisma konusudur (22). Survivinin
ayrica kaspaz bagimsiz apoptoz olarak bilinen Apoptoz indiikleyici Faktorler (AIF)’in,
sitoplazmadan niikleusa translokasyonu ile gerceklesen hiicre 6lim mekanizmasinin

inhibisyonunda da etkili oldugu bilinmektedir (23).
4.2.1.3. Survivinin Hiicre Boéliinmesindeki Rolii

Hiicre boliinmesi siireci hiicresel gelisim i¢in son derece 6nemlidir ve bu siiregte
yasanan fonksiyonel bozukluklar malignant tiimdrigeneze sebebiyet vermektedir (24).
Deneysel caligmalar hiicre boliinmesi siireci boyunca survivin ekspresyonunun G2/M
fazinda arttigin1 gostermektedir. Sitokinez regiilatorleri olan Borealin, Aurora B ve
INCENP proteinleri ile etkileserek kromozom tastyici protein kompleksinin énemli bir
elemani haline gelen Survivin, hiicre bdliinmesinde kromozomlarin diizgiin sekilde

ayrilmasti ve sitokinez siirecinde aktif rol oynar (25).

Survivin, hiicre boéliinmesi boyunca kromozomlarin farkli bolgelerinde lokalize
olmaktadir. Mitoz boyunca mitotik igde yerlesik gozlenen survivin, tiibiilin proteinleri

ile etkileserek mitoz boliinmenin regiilasyonunda énemli bir rol oynamaktadir (26).



G2 fazinda sentromerde lokalize olan survivin, profaz ve metafazda sentromerin
i¢ kismina difiize olmaktadir. Anafazda ise sentromerlerle etkilesemeyen survivin tekrar
mitotik igde lokalize olmaktadir. Sitokinez siirecinde ise orta cisimciklerde

gozlenmektedir (27).

Kromozom ve mikrotiibiiller arasindaki baglanma hatalarmin onarilmasinda, ig
ipligi olusumu regiilasyonunda goérevli kontrol noktalarimin aktivasyonunda ve
sitokinezde gerceklesen kontraktil halka olusumunda gorev alan survivin, hiicre

dongiistiniin etkili bir sekilde siirdiiriilmesini saglamaktadir (28).
4.2.1.4. Survivinin Kanserdeki Secici Ekspresyonu ve Molekiiler Tamidaki Rolii

Hiicresel homeostaziyi saglayan ve fizyolojik olarak gerceklesen hiicre
6liimlerinin baskilanmasi, kanserlesmenin en dnemli gdstergelerinden biri olarak kabul
edilmektedir (29). Bu nedenle, apoptoz inhibitdr protein ailesi {iyelerinin artmis
ekspresyonlari pek c¢ok kanser tiirlinde gdzlenmektedir ve bu proteinlerin yiiksek

ekspresyonlart malignensilerde apoptotik uyariya karsi gelisen direng ile karakterizedir
(30-32).

Survivin, farklilagmis eriskin dokularda diisiik seviyede eksprese edilirken,
embriyonik ve fetal dokularda yiiksek seviyede eksprese edilmektedir. Pek ¢ok kanser
tirtinde survivin ekspresyonu yiiksek olarak gézlenmektedir. Bu gibi nedenlerle
survivin, kanserin diagnostik ve prognostik markirlarindan biri olabilecek potansiyele
sahiptir (33). Daha once yapilmis klinik ¢aligmalarda incelenen farkli kanser tiirlerine

ait hasta biyopsilerinde yiiksek oranlarda survivin pozitif degerler gozlenmistir (34, 35).

Survivinin artmig ekspresyonu kolorektal kanser hiicrelerinde apoptotik indeksin
diisiik, proliferatif indeksin yiiksek olusuyla iligkilendirilmis ve bu sekilde
timorigenezin desteklendigi bildirilmistir (36-38). Survivin ekspresyonu gozlenen
hastalarda; hastaligin ilerlemesinin olumsuz sinyalleri olarak artmis niiks hizi, metastaz
ve tedaviye artmis direng ile baglantili olarak kisalan yasam siiresi gosterilmektedir.
Artmis survivin ekspresyonunun kolorektal kanserde radyoterapi ve kemoterapiye
direng, lenf nodu ve karaciger metastazlari, hastalarda relaps oraninda artis ve sag kalim

sliresinin kisalmasiyla da iligkilendirildigi ¢alismalar mevcuttur (39-42).

Bir timor supresor gen liriinii olan p53 proteini; hiicre dongiisiiniin kontroliinde,

DNA tamirinde ve apoptozun regiilasyonunda rol oynamaktadir (43). Normal



kosullarda MDM?2 adli protein p53’e baglanarak, niikleustan sitozole taginmasini
engeller ve ubikiitin ligaz aktivitesi ile p53’e ubikiitin ekleyerek proteozomlarda
yikilmasmna aracilik eder. p53 proteini pek cok protein kinaz tarafindan farkl
rezidiilerinden fosforillenmesine gore farkli fonksiyonlar gostermektedir. DNA hasari
durumunda; p53, Serl5 ve Ser20 rezidiilerinden fosforillenir, negatif regiilatérit MDM?2
ile arasindaki etkilesimler bozulur ve p53 stabil hale gelerek hiicrede birikir. Diger
taraftan ser46 rezidiisiinden fosforillendiginde, apoptoz ile iliskili genlerin
transkripsiyonlarini uyaran transkripsiyon faktorii olarak rol oynar ve apoptozu indiikler

(44-46).

Yiiksek oranda gozlenen Survivin ekspresyonu ve yabanil p53’iin islevsel olarak
caligmiyor olmasinin tiimorigenezle bagdastirilmasi, survivinin fonksiyonel olarak p53
ile iliskilendirilmesi ihtimalini diisiindiirmektedir (47). p53’tin hedefledigi ve down
reglilasyonundan sorumlu oldugu proteinlerden biri de survivindir. p53’in, survivin
ekspresyonunu  transkripsyonel asamada  baskiladigini = gosteren  calismalar
bulunmaktadir (48). Ote yandan, survivin de p53 ekspresyonunu regiile edebilmektedir.
Akciger kanseri hiicrelerinde Survivinin yiiksek ekspresyonunun, p53°tin dahil oldugu
apoptotik mekanizmay1 baskiladigi gosterilmistir (49). Bunlara ilave olarak; survivin,
MDM2 aracili p53 yikilim mekanizmasinin regiilasyonunda da rol oynamaktadir.
Survivinin  regiile ettigi MDM2 yikiliminin  inhibisyonu, p53 proteininin
degradasyonunu artirmaktadir. Boylece, survivinin yliksek ekspresyonu p53 protein

seviyesinin diismesine sebep olmaktadir (50).

Survivinin kanserdeki rolii yalnizca apoptoz ile bagdastiriimakla kalmaz, mitotik
stirecteki roliiniin de kanserin molekiiler temelinde etkili oldugu bilinmektedir.
Survivinin mitoz boliinme regiilasyonunda sahip oldugu misyonlar nedeniyle, yiliksek
ekspresyonu durumunda hiicre boliinmesi devam ederken gergeklesebilecek ig
defektlerine ve yanlis eslesmis kinetokorlarin boliinme siirecine devam etmesiyle

kanserlesmenin olusumuna neden olabilecegi diisiiniilmektedir (28, 51, 52).
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Sekil 3. Survivinin Apoptoz ve Hiicre Boliinmesindeki Rolii (33) (Mobahat’tan)

Survivinin karsinogenezdeki roliiniin yan1 sira anjiyogenezde de 6nemli bir etkiye
sahip olabilecegi tartisilmaktadir. Bunun nedeni, anjiyogenezin proliferatif fazindaki

endotel hiicrelerde goriilen giiglii survivin ekspresyonudur (53).

Apoptotik mekanizmalarda meydana gelen fonksiyonel bozukluklar, kemoterapi
ve radyoterapiye direng gibi hayati konularda survivin 6nemli bir rol oynamaktadir ve
bu durum survivinin tanida kullanilabilecek 6nemli bir belirteg¢ ve tedavide potansiyel

ilag hedefi olarak hizmet edebilecegini gostermektedir (32, 54-56).

Survivinin  yiikksek  diizeyde gozlenen ekspresyonunun iligkilendirildigi
durumlardan biri de kematerapotiklere karsi gelisen ilag direnci mekanizmasidir. Pek
cok kemoterapoétik ilaca karsi gelisen direng, tedavinin verimini oldukca diisiirmektedir.
Bahsedilen bu direncin listesinden gelebilmek, tedavi sansini artirarak hastanin yasam
kalitesini de yiikseltecektir. Survivin gibi kanserde direng ile iligkilendirilmis proteinleri
hedeflemek, alternatif tedavi yaklasimlar1 gelistirilmesini saglayacaktir. Bu amacla
yapilan ¢aligmalarda antisens RNA, ribozim, siRNA ve shRNA gibi in vitro metotlarla
survivin ekspresyonu baskilanan hiicrelerin model organizmalara verildiginde sistemik
bir toksisite olusturmadigi gozlenmis ve survivini hedeflemenin etkili bir yaklagim

olacagi kanisina varilmistir (57, 58).
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4.3. 5-Fluorourasil (5-FU)

Bir urasil analogu olan 5-FU, kolorektal kanser tedavisinde oOncelikli olarak
kullanilan kemoterapotik ajanlardan biridir. Timidilat sentaza baglanarak niikleotid
biyosentezini baskilar ve DNA sentezine etki eder. Boylece, hiicrelerin
proliferasyonunu engelleyerek apoptoza gitmelerine aracilik eder (59, 60). 5-FU, kanser
tedavilerinde siklikla kullanilan bir kemoterapotik ilag olsa da ciddi yan etkilere
sahiptir. Kullanim dozu arttik¢a, kanser hiicrelerinin yani sira saglikli hiicrelere verdigi
zarar da artmaktadir. Ozellikle kemik iligi ve gastrointestinal kanalda bu etki ciddi

oranlarda gozlenmektedir (61).

Gilintimiizde kolorektal kanser tedavisinde siklikla kullanilmakta olan 5-FU’ya
kars1 direng gelismekte ve tedavi siireci son derece zorlagsmaktadir. Gerek kolorektal
kanserli hastalarin gerekse DLD-1 gibi gesitli kolorektal kanser hiicre hatlarinin 5-
FU’ya kars1 direng gosterdigi ¢esitli galismalarca gosterilmistir (62-65). Olusan bu
diren¢ mekanizmasin1 asarak tedaviyi etkin hale getirecek unsurlarin arayis

stirmektedir.
4.4. Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)

CAPE, arilarin cesitli bitkilerden topladigi oziitleri re¢inemsi bir madde haline

getirerek iirettigi dogal bir bilesik olan Propolis’in 6nemli bir bilesenidir (66).

CAPE son derece giiclii bir antioksidan olup kanser ¢alismalarinda kullanmak igin
ideal bir ajandir. Son yillarda, 6zellikle CAPE’in anti proliferatif etki mekanizmasinm
aydinlatmaya yonelik c¢aligmalar, kanserde etkili bir tedavi yontemi gelistirilmesi
acisindan umut vaat etmektedir. CAPE’in pek cok kanserde yiiksek ekspresyon
gosterdigi bilinen ve proliferasyonun indiiklenmesi ile karakterize NFkB’yi inhibe
ettigini gosterilmistir (67). Ayrica CAPE’in kanser hiicrelerine segici apoptotik, anti
klonal ve anti proliferatif etkilerini inceleyen ¢alismalar mevcuttur (5, 68, 69). CAPE,
saglikli hiicrelerin kanser hiicrelerine doniisiimiinii inhibe etmektedir ve kanser hiicreleri
saglikli hiicrelere kiyasla CAPE muamelesine daha duyarlidir. Bu durum, CAPE’in
kanser hiicreleri iizerinde secici sitotoksik etkiye sahip oldugunu ve saglikli hiicrelerin
bu durumdan kanser hiicreleri kadar etkilenmedigini gostermektedir (70, 71). Yapilan
arastirmalar CAPE’in kanser hiicreleri iizerindeki etkisinin sitotoksik olmak yerine;

apoptozun indiiklenmesi ile beraber fizyolojik olarak gerceklestigini gostermektedir.
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(72, 73). Fakat CAPE’in segici apoptotik etkisinin molekiiler mekanizmasi heniiz tam

olarak aydinlatilabilmis degildir.

CAPE’in, kanser hiicrelerinde kemoterapi ve radyoterapiye karsi hassasiyet
olusturarak, tedavinin etkinligini artirdigr ve bununla beraber saglikli hiicrelere zarar
vermeden, kanser hiicreleri iizerinde segici anti tiimdral etkiler gosterdigi de literatiirde
yer almaktadir (74-76). CAPE’in saglikli hiicrelere zarar vermeden kanser hiicrelerinde
secici olarak apoptozu indiikklemesi, kemoterapi ve radyoterapinin saglikli hiicrelerde

olusturdugu zararl: etkiler géz oniine alindiginda oldukga dikkat ¢ekici bir 6zelliktir.

4.5. Water Soluble Tetrazolium Salts (WST-1) Testi ile Hiicre Canhhginin

Belirlenmesi

WST-1, metabolik aktivitenin Ol¢cimiine dayali hiicre proliferasyon testlerinin
baslicalarindan biridir. Hiicre canliligi, mitokondriyal aktivite ve sitotoksisite gibi
ozelliklerin incelendigi WST-1 testi, turuncu renkli tetrazolyum tuzlarinin canli
hiicrelerde mitokondriyal rediiktaz enzimi ile sar1 renge doniismesi ve bu renk

degisiminin spektrofotometrik olarak 440 nm dalga boyunda Olgiilmesi ile analiz

edilmektedir (77).
4.6. Annexin V / TAAD lIsaretleme Yontemi ile Apoptoz Tayini

Flow sitometri kullanilarak hiicre canliliginin dl¢iilmesi, canli hiicrelerin sitozolik
yiizinde bulunan fosfatidilserin gruplarinin, apoptotik hiicrelerde hiicre zarmin dis
yiiziine transloke olmasi ve floresan bagli Annexin V’in bu gruplara secici olarak
baglanmasi prensibine dayanmaktadir. Hiicre zarinda gergeklesen gecirgenlik
fonksiyonlarmin kaybi ise 7-aminoactinomycin D (7AAD) kullanilarak Sl¢iilmektedir.
Bu yontem ile hiicrelerin apoptotik asamalari tespit edilebilmektedir. Erken apoptotik
asamadaki hiicrelerde, 7AAD hiicre membrani tarafindan disar1 atilirken, ge¢ apoptotik
asamada ve Oli hiicrelerde membran biitiinliigiiniin bozulmasiyla 7AAD hiicre igine
girebilmektedir. Canli hiicreler Annexin V ve 7AAD negatif iken; erken apoptoz
asamasindaki hiicreler Annexin V pozitif ve 7AAD negatif, ge¢ apoptoz agamasindaki
hiicreler ise Annexin V pozitif 7AAD pozitif sonug¢ vermektedir. Annexin V negatif ve
7AAD pozitif sonug veren hiicreler, nekrotik hiicreler olarak degerlendirilmektedir (78).
Bu nedenle apoptotik asamalar1 ayirabilmek i¢in, Annexin V’in yam sira ikincil boya

olarak 7AAD gibi bir boyanin kullanilmas1 gerekmektedir.
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4.7. Aktif Kaspaz-3 Olgiimii ile Apoptoz Tayini

Flow sitometri kullanilarak analizi yapilan apoptotik oOlgiimlerden biri de
aktiflesmis kaspaz-3 degisimlerine dayanmaktadir. Kaspaz-3, kaspaz ailesinin diger
tiyeleri gibi normal sartlarda inaktif pro-enzim formundayken, apoptotik siirecin
baslamasiyla aktiflestirilen bir proteazdir. Aktiflesen kaspaz-3, apoptotik yolakta
gorevli diger kaspazlar1 da aktiflestirmekte ve apoptoz siirecinde anahtar sayilabilecek
bir rol oynamaktadir (79). Bu nedenle apoptozun erken evrelerinde olan hiicreleri tespit
etmek icin kaspaz-3 aktivasyonlarinin incelenmesi, tercih edilmesi gereken
yontemlerden biridir. Bu yontemde aktiflesmis kaspaz-3, Fikoeritrin (PE) konjuge

antikorlar ile isaretlenerek flow sitometride analiz edilmektedir (80).

Aktif kaspaz-3’ii taniyan spesifik antikorlar kullanilarak flow sitometride
yapilmakta olan bu analizler, ilgilenilen hiicrenin apoptotik siirecinde gerceklesen

Kaspaz-3 aktivasyonu hakkinda bilgi edinmeyi saglamaktadir.
4.8. Akridin Oranj/Etidyum Bromiir Boyama Yontemi ile Apoptoz Tayini

Apoptozu tespit etmede kullanilan yontemlerden biri de, farkli dalga boylarinda
1s1ma veren ve floresan 151k mikroskobu ile goriintiilenen, akridin oranj ve etidyum
bromiir boyalari ile gergeklestirilen yontemdir. Akridin oranj ve etidyum bromiir canli
ve Oli hiicreleri ayirt etmede kullanilan iki farkli boyadir. Akridin oranj, canli ve 6lii
hiicrelerin igine girerek hiicre ¢ekirdeklerinin yesil renkte boyanmasini saglar. Etidyum
bromiir ise apoptotik siireci gecirmekte olan ve sitoplazmik membran integritesini
kaybeden hiicrelerin icine girerek g¢ekirdeklerinin turuncu renkte boyanmasini saglar.
Sonug olarak canli hiicrelerin ¢ekirdekleri yesil renkte, apoptoz asamasindaki hiicrelerin

cekirdekleri ise turuncu renkte goriilmektedir (81).
4.9. Western Blot Yontemi ile Protein Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

Western blot yontemi, protein ekspresyonunun belirlenmesi i¢in kullanilan temel
yontemlerden biridir. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-
PAGE) yiiriitiilen orneklerin, 6zel segilmis bir membrana aktarilmasi ve proteinlere
spesifik antikorlarla isaretlendikten sonra sprektrofotometrik 6lgiimlerle protein
absorbansinin tespit edilmesi seklinde islemektedir. Islem sonunda elde edilen bant
profili, 6rneklerdeki ilgilenilen proteinin miktarini ve ilag muamelesi ¢aligmalarinda bu

proteinin miktarindaki degisimi belirlemeyi saglar (82).
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4.10. Kantitatif Real Time PCR (qRT-PCR) Yontemi ile Gen Ekspresyonlarindaki

Degisimin mRNA Diizeyinde incelenmesi

Real Time PCR yontemi, PCR fiiriinlerinin amplifikasyonunun monitérize edildigi
ve kullanilan floresan isaretli problar ya da boyalar araciligiyla, amplifiye olan
DNA’nin ger¢ek zamanl olarak takip edilebildigi bir yontemdir. Amplifiye edilen DNA
miktari, ¢esitli sayisal degerlere doniistiiriilerek analiz edilir. Bu sekilde mRNA diizeyi

belirlenmis olur (83).

Cift zincirli DNA’nin bu sekilde ¢ogaltilmasinda en ¢ok kullanilan yontemlerden
biri “SYBR Green” yontemidir. SYBR Green DNA zincirlerinin arasinda girdiginde
1s1ma veren bir floresan boyadir. Cift zincirli DNA’ya baglanir ve bu nedenle ¢ogalan
DNA’daki artigla dogru orantili olarak Real Time PCR cihazinda okunan floresanin
miktar1 da es zamanh sekilde artar. Gergeklesen bu artis, gergek zamanl olarak takip

edilebilmektedir (84)
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gerec

5.1.1. Hiicre Hatlar:

Calismada kullanilan hiicre hatlar1 Tablo 2’de gosterildigi gibidir.

Tablo 2. Tezde Kullanilan Hiicre Hatlarina Ait Bilgiler

Hiicre Hatti ATCC Kodu Temin Edildigi Yer
Karadeniz Teknik Universitesi Tibbi
- - ™
HCT-116 ATCC® CCL-247 Biyoloji Anabilim Dals
RKO ATCC® CRL-2577™ Duisburg Essen Universitesi
Radyasyon Biyolojisi Enstitiisii
Glilhane Askeri Tip Akademisi
- z ™
DLUR QTR 21 Arastirma Gelistirme Merkezi
. Karadeniz Teknik Universitesi Tibbi
- ™
WIDR Al CCERIS Biyokimya Anabilim Dali
Karadeniz Teknik Universitesi Tibbi
- - ™
CCD 841-CoN | ATCC® CRL-1790 Biyokimya Anabilim Dalr

5.1.2. Kimyasallar

5-Fluorourasil

%40 Akrilamid/Bisakrilamid
Amonyum Persiilfat

Beta Merkapto Etanol

Bovin Serum Albumin (BSA)
Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)
Complete Mini Protease Inhibitor
Dithiothreitol (DTT — C4H100,S;)
Dimetil Siilfoksit (DMSO)
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS)
Etanol (C;Hs0OH)
Fenilmetilstilfonil floriir (PMSF)
Fetal Bovine Serum (FBS)
Hidroklorik Asit (HCI)
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Kocgak, 1919428
Biorad,161-0146

Sigma Aldrich, A9164
Merck, 8.05740.0250
Amresco, 0332

Sigma Aldrich, C8221
Roche, 04693159001
Thermo Scientific, R0861
Sigma Aldrich, 472301
Gibco, 14190094

Mey, Tiirkiye

Sigma Aldrich, 1741932998611
Gibco, 16000-036

Merck, 1.00314.2500




L-Glutamin

McCoy's 5A (Modified) Medium

Mem Eagle with Earle's BSS, with L-glutamine
Metanol

Penisilin/Streptomisin (Pen/Strep)
Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH,POy)
RPMI 1640, HEPES

Sodyum Dodesil Siilfat

Sodium Phosphate Dibasic (H,NaO4P)
Sodyum Floriir (NaF)

Sodyum Hidroksit (NaOH)

Sodyum Kloriir (NaCl)

Sodyum Orthovanadate (NazVO,)
Tripan Mavisi

Tripsin-EDTA

Tris-Baz (C4H11NO3)

Tween 20

5.1.3. Protein Markirlar
Prism Protein Ladder

5.1.4. Antikorlar

5.1.4.1. Primer Antikorlar

Anti Survivin Rabbit Monoclonal

Anti-p53 (phospho S15) Rabbit Polyclonal
Anti-p53 (phospho S46) Rabbit Monoclonal
Anti-GAPDH Mouse Monoclonal

5.1.4.2. Sekonder Antikorlar

Anti-Mouse-HRP
Anti-Rabbit-HRP
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Biological Industries, 752353
Gibco, 26600-023

Lonza, BE12-611F

Merck, 1.06009.2500

Gibco, 15140-122

Sigma, NIST200B

Gibco, 52400-025

Merck, 822050

Sigma Aldrich, S7907

Sigma Aldrich, S7920
Merck, 1.064.621.000
Merck, 1.06404.1000

Sigma Aldrich, S6508

Sigma Aldrich, T8154
Biological Industries, 741152
Sigma Aldrich, T1503
J.T.Baker, 7374

Abcam, ab115832

Abcam, ab76424
Abcam, ab1431
Abcam, ab76242
Abcam, ab125247

Bio-Rad, 170-5047
Bio-Rad, 170-5045



5.1.5. Primerler

Caligmada kullanilan primerler Tablo 3’te gosterildigi gibidir.

Tablo 3. Primer Listesi

Primer Adi

Primer Dizisi (5°-3°)

Survivin Forward Primer

agccctttctcaaggaccac

Survivin Reverse Primer

ctctatggggtcgtcatctgg

B-Actin Forward Primer

ctggcaccacaccttctacaatg

B-Actin Reverse Primer

cctggtagatgggceacagtgtg

5.1.6. Kitler

WST-1 Cell Proliferation Reagent Kit
PE Annexin V Apoptosis Detection Kit |
PE Active Caspase-3 Apoptosis Kit
RNeasy Mini Kit

QuantiTect Reverse Transcription Kit
QuantiTect SYBR Green PCR Kit

5.1.7. Cihazlar

Buzdolabi (+4°C)

Buz Makinesi

Chemiluminesans Goriintiileme Sistemi
Derin dondurucu (-20°C)

Derin Dondurucu (-86°C)

Dikey Elektroforez ve immiinoblot Sistemi
Distile Su Cihaz1

Elisa Plate Reader

Etiiv (37°C)

BD Accuri C6 Plus

Hassas terazi

Invert mikroskop

Lamin air flow hood
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Abcam, ab155902

BD Biosciences, 559763
BD Biosciences, 550914
QIAGEN, 74104
QIAGEN, 205311
QIAGEN, 204143

Argelik, Tiirkiye
Scottman, Ingiltere
BIORAD, ABD
Bosch, Tiirkiye
Thermo, ABD
BIORAD- ABD
GFL 2004, Almanya
Eppendorf, Almanya
Memmert, Almanya
BD Biosciences, Kanada
Ahaus, ABD

Nikon, Japonya
Heraeus, Almanya




Light Cycler 480 Instrument |1
Manyetik Karistirict
Mikrosantrifiij

Otoklav

Otomatik pipet seti

pH metre

Pipet aid

Sogutmali yiiksek devirli santrifiij
Su banyosu

Termocycler

Termomikser

Vorteks

Yiiksek Devirli Santrifiij

5.1.8. Sarf Malzemeler

Enjektor (5 ve 10 ml)

Falkon Tiipler (15 ve 50 ml)

Kiiltiir Flasklar1 (25 em? T25 ve 75 cm? T75)
Ependorf Tipler (1.5 ml)

Pastor Pipetleri

Pipet Uglar1 (10, 200, 1000 pl)

Plate ( 6 ve 96 kuyucuklu)

Serolojik Pipetler (5, 10 ve 25 ml)

Thoma Lami

gPCR Plate (96 kuyucuklu)
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Roche, Almanya

IKA, ABD

Thermo | EC, ABD
Tutnauer 3150 ELV, italya
Gilson, ABD

Hanna, Portekiz
Drummond Scientific, ABD
Eppendorf 5804, Almanya
Memmert, Almanya
GeneAmp 9700, ABI, ABD
Eppendorf, Almanya
Labinco L-46, Hollanda
Eppendorf 5810, Almanya

Ayset, Tiirkiye
Greiner, Almanya
Greiner, Almanya
Greiner, Almanya
Isolab, Almanya
Axygene, Almanya
Greiner, Almanya
Greiner, Almanya
Marienfeld, Almanya

Bioplastic, Hollanda



5.1.9. Soliisyon, Tampon ve Besiyerleri

5.1.9.1. Hiicre Kiiltiirii Besiyerleri

50 ml %10 FBS %1 Pen-Strep iceren RPMI 1640 Besiyer
Hazirlanisi:

45.5 ml RPMI 1640 besiyeri icerisine 5 ml FBS ve 0.5 ml pen-strep eklenerek

hazirland1 ve +4°C’de muhafaza edildi.
50 ml %10 FBS %1 Pen-Strep iceren Mem Eagle with Earle's BSS Besiyer
Hazirlanisi:

45.5 ml Mem Eagle with Earle's BSS (EMEM) besiyeri icerisine 5 ml FBS ve 0.5

ml pen-strep eklenerek hazirlandi ve +4°C’de muhafaza edildi.
50 ml %10 FBS %1 Pen-Strep iceren McCoy's 5A (Modified) Besiyer
Hazirlanisi:

45.5 ml McCoy's 5A (Modified) besiyeri igerisine 5 ml FBS ve 0.5 ml pen-strep

eklenerek hazirland1 ve +4°C’de muhafaza edildi.
5.1.9.2. Muamele Soliisyonlari
CAPE Soliisyonu (Stok)

Hazirlanisi:

Ticari olarak satin alinan 1 gr CAPE iriiniinden (Mw: 284.31) 0.1 gr tartilarak 10
ml DMSO igerisinde ¢oziildi. (L0mg/ml). Alikotlanarak -20°C’de muhafaza edildi.

5-Fluorourasil Soliisyonu (Stok)
Hazirlanisi:

Ticari olarak satin alian 5-Fluorourasil kullanildi. Oda sicakliginda ve karanlikta

muhafaza edildi.
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5.1.9.3. Hiicre Canlilik Analizi Soliisyonlari
WST-1 Soliisyonu
Hazirlanisi:

Abcam firmasi tarafindan temin edilen kullanima hazir soliisyon kullanildi ve

alikotlanarak -20°C’de muhafaza edildi.
5.1.9.4. Akridin Oranj/Ethidyum Bromiir Boyama Soliisyonlari
AKridin Oranj Soliisyonu (Stok)
Hazirlanisi:
5 mg Akridin Oranj, 1 ml PBS igerisinde ¢oziilerek stok soliisyon hazirlandi.
Etidyum Bromiir Soliisyonu (Stok)
Hazirlanisi:
3 mg Etidyum Bromiir, 1 ml PBS igerisinde ¢oziilerek stok soliisyon hazirlandi.
Akridin Oranj/Etidyum Bromiir Calisma Soliisyonu
Hazirlanisi:

Akridin Oranj ve Etidyum Bromiir stok soliisyonlarindan 1’er pl alinarak, 1 ml
PBS igerisine eklendi ve ¢alisma soliisyonu hazirlandi. Oda sicakliginda ve karanlikta

muhafaza edildi.

5.1.9.5. Western Blot Soliisyonlar:

Ayirma Jel Tamponu (1.5 M, Tris-HCI pH 8.8)
Hazirlanisi:

36.33 g Tris (Tris-baz Mw:121.14 g/mol) 180 ml deiyonize su igerisinde
coziilerek, HCI ile pH 8.8’¢ ayarland1 ve toplam hacim deiyonize su ile 200 ml’ye

tamamlanarak oda sicakliginda muhafaza edildi.
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Yiikleme Jel Tamponu (0.5 M, Tris-HCI pH 6.8)
Hazirlanisi:

6.057 g Tris (Tris-baz Mw:121.14 g/mol) 90 ml deiyonize su igerisinde ¢oziilerek,
HCl ile pH 6.8’¢ ayarland1 ve toplam hacim deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlanarak

oda sicakliginda muhafaza edildi.
%10 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
Hazirlanisi:

10 g SDS (CHj3(CH2)1:SO4sNa, Mw:288.372 g/mol) 100 ml deiyonize suda

¢oziilerek oda sicakliginda muhafaza edildi.
Tris Glisin Tamponu (10X)
Hazirlanisi:

30.3 g Tris (Tris-baz Mw:121.14 g/mol) ve 144 g glisin (Mw:75.07 g/mol), 1 litre

deiyonize suda ¢oziilerek oda sicakliginda muhafaza edildi.
SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu (1X)
Hazirlanisi:

10X Tris Glisin tamponu 1X olacak sekilde seyreltildi ve 10 ml %10’luk SDS

ilave edilerek son hacim 1 litreye tamamlandi.
SDS-PAGE Transfer Tamponu (10X)
Hazirlanisi:

10X Tris Glisin tamponu 1X olacak sekilde seyreltildi ve 200 ml metanol ilave

edilerek son hacim 1 litreye tamamlandi.
Amonyum Persiilfat (%10 APS)
Hazirlanisi:

100 mg APS (Mw: 228.18 g/mol), 1 ml deiyonize suda ¢oziilerek +4°C’de

muhafaza edildi.
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SDS-PAGE Yiikleme Tamponu
Hazirlanisi:

Toplam hacim 10 ml olacak sekilde 0.25 M Tris-Cl pH 6.8, %10 SDS, %50
Gliserol, %0.01 Bromofenolblue hazirlandi ve -20°C’de muhafaza edildi. Kullanimdan

once son konsantrasyonu 0.5 M olmak tizere DTT eklendi.
%40 Akrilamid/Bisakrilamid
Hazirlanisi:

Biorad tarafindan temin edilen kullanima hazir soliisyon kullanildi ve +4°C’de

muhafaza edildi.
Phosphate Buffer Saline (PBS), 10X Stok, pH:7.4
Hazirlanisi:

80 g 1.37 M NaCl (Mw: 58.44 g/mol), 2 g 2.7 mM KCL (Mw: 74.56 g/mol), 11 g
4.3 mM Na;HPO,4 (Mw:141.96 g/mol), 2 g 1.4 mM KH,PO, (Mw:136.09 g/mol) 1 litre
distile su icerisinde hazirlanarak pH:1N HCl ile 7.4’e ayarlandi.

PBS, %0.05 Tween 20
Hazirlanisi:

10X PBS stogundan 10 ml ve %20’lik Tween 20 soliisyonundan 250 pl alinarak

son hacim deiyonize su ile 100 ml’e tamamlandi ve oda sicakliginda muhafaza edildi.
%20 Triton-X 100
Hazirlanisi:

10 ml Triton-X 100 deterjaninin {izerine 40 ml deiyonize su eklenerek son hacim
50 ml’e tamamlandi. Triton-X 100’lin tamaminin ¢oziilebilmesi i¢in ¢ézelti bir miiddet

1s1tild1 ve ardindan +4°C’de muhafaza edildi.
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RIPA Hiicre Patlatma Tamponu (10X Stok)
Hazirlanisi:

Son konsantrasyonlari, 150 mM Sodyum Kloriir, 1 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI
pH:8.0, %1 Triton-X 100, %0.5 Sodyum deoksikolat ve %0.1 SDS olacak sekilde

soliisyonlar ilave edildi ve son hacim 50 ml’e tamamlandi.
RIPA Hiicre Patlatma Tamponu (1X)
Hazirlanisi:

Son konsantrasyonlart 1X RIPA, 1X PI, 1X NaPPi, 10X NaVan, 5X NaF ve 20X
PMSF olacak sekilde soliisyonlar ilave edildi ve deiyonize su ile son hacim 1 ml’e

tamamlandi.
Proteaz Inhibitor Kokteyli
Hazirlanisi:

1 adet Complete Mini Tablet (Roche), 1 ml ¢ift distile su iginde ¢6ziildi ve -
20°C’de muhafaza edildi.

Fosfataz Inhibitorleri
20X Sodyum Pyrophosphate (NaPPi - 100mM)
Hazirlanisi:
4.44 g NaPPi, 100 ml ¢ift distile suda ¢oziildii ve +4°C’de muhafaza edildi.
100X Sodyum Orthovanadate (NaVan — 200mM)
Hazirlanisi:

3.68 g NazVVO,4 90 ml cift distile su igerisinde ¢oziildii. 1 N NaOH kullanilarak pH
10.0’a ayarlandi ve sar1 renkli soliisyon renksiz olana kadar kaynatildi. Oda sicakligina
gelene kadar beklendikten sonra pH tekrar 6l¢iilerek 10.0’a ayarlandi ve hacim 100 ml’e

tamamlandi. Alikotlanarak -20°C’de muhafaza edildi.
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50X Sodyum Floriir (NaF — 1mM)
Hazirlanisi:

4.2 g NaF, 100 ml cift distile su icerisinde ¢oziildii ve alikotlanarak -20°C’de

muhafaza edildi.
100X PMSF (100mM)
Hazirlanisi:

0.174 g PMSF, 10 ml etil alkol igerisinde sulandirildi ve alikotlanarak -20°C’de

muhafaza edildi.
5.2. Yontem
5.2.1. Hucrelerin Kiiltiire Edilmesi

HCT-116 hiicreleri ve RKO hiicreleri %10 FBS (Fetal Bovin Serum) ve %1
penisilin-streptomisin igeren McCoy’s 5A besiyeri ile 37°C’de %5 CO; igeren etiivde
kiilttire edidi.

DLD-1 hiicreleri %10 FBS (Fetal Bovin Serum) ve %1 penisilin-streptomisin
iceren RPMI 1640 besiyeri ile 37°C’de %5 CO; igeren etiivde kiiltiire edildi.

WIDR hiicreleri ve CCD 841-CoN hiicreleri %10 FBS (Fetal Bovin Serum) ve %1
penisilin-streptomisin igeren MEM Eagle with Earle’s BSS (EMEM) besiyeri ile
37°C’de %5 CO; igeren etiivde kiiltiire edildi.

Hiicreler her giin kontrol edilerek, flask yogunlugu mikroskobik olarak gozlendi.
Flaskta yogunlasma goriilmeye basladiginda pasajlama islemleri gerceklestirildi.
Pasajlama isleminde, flask yiizeyine tutunan hiicrelerin {izerindeki siipernatant
dokiilerek flask 5Sml PBS ile yikandi. Iml Tripsin-EDTA solusyonu hiicreler {izerine
eklenerek 37°C’de 2-3 dakika (dk) inkiibe edildi. Invert mikroskopta kontrol edilerek
flask yiizeyinden ayrildig: tespit edilen hiicrelere, tripsinizasyonu durdurmak i¢in 5ml
%10 FBS iceren besiyeri ilave edildi. Flasklardan toplanan hiicreler 15 ml falkon
tiiplere alinarak 1200 rpm’de 5 dk santrifiijle ¢oktiiriildii ve besiyeri ile tekrar siispanse
edilerek yeni flasklara aktarildi. Pasajlama islemi tamamlanan hiicreler, 37°C %5 CO;

iceren etlivde yerlestirildi.
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5.2.2. Hiicrelerin ikilenme Zamanimin (Doubling Time) Belirlenmesi

Calismamizda kullanilmakta olan hiicrelerin sayilarini iki katina ¢ikardiklar:
siirenin tespit edilerek hiicrelerin biiylime karakteristiklerinin belirlenmesi, ilag
muamelesi sonrasinda hiicrelerin kiiltirde ne kadar siire ile tutulmasi gerektigi ve
canlilik deneylerine baglarken, ¢alisilmasi gereken uygun hiicre sayisinin belirlenmesi
gibi caligmada temel sayilabilecek pek cok etken agisindan Onemlidir. Bu nedenle

calismada Oncelikle hiicrelerin sayisini iki Katina ¢ikardigi zaman tespit edildi.
5.2.2.1. Tripan Mavisi ile Hiicre Sayim

Hiicrelerin ikilenme zamanlarinin belirlenmesi ig¢in Oncelikle hiicreler tripan
mavisi ile boyanarak sayildi. Hiicre silispansiyonundan 10 pl alindi ve temiz bir
ependorf tiip i¢cinde 10 pl Tripan mavisi ile karistirildi. Boyanan hiicreler Thoma
Lamina yayilarak invert mikroskopta sayim yapildi. Mikroskopta parlak goriinen

hiicreler canli; mavi boya almis olan hiicreler ise 6l hiicre olarak degerlendirildi.

Canli hiicre sayisy; “(Hiicre sayisi/2) x diliisyon faktorii x 10* x siispansiyon

hacmi” formiilii ile hesaplandi.
5.2.2.2. ikilenme Zamanimin Belirlenmesi

Kullanilan hiicreler, ayr1 ayr1 sayilarak belirtilen formiil ile canli hiicre sayisi
hesaplandi. Her hiicre hattindan yaklasik olarak 1x10° hiicre alinarak, T75 flasklara
ekildi. Hiicrelerin flaska ekildigi an, 0. Saat olarak kabul edildi.

24. saatte flasklardaki hiicreler Tripsin-EDTA ile tripsinize edildi ve tekrar
sayildi. Flasktaki toplam hiicre sayis1 belirlendikten sonra, tripsinize edilmis biitiin
hiicreler tekrar ayni flaska ekildi. Bu islem 48 ve 72. saatlerde de devam etti. Biitiin
sayimlarin sonucu not edildi ve hiicre sayilar ile sayildiklar1 saatler kullanilarak ¢izilen

biiyiime egrisi araciliiyla hiicrelerin ikilenme zaman tespit edildi.
5.2.3. Hiicrelerin CAPE ve 5-FU ile Muamele Edilmesi

Calismada kullanilan hiicreler, deneylerin dizaynina uygun olarak 6 ve 96
kuyucuklu pleytlere ekildi. Hiicrelerin tamami flask yiizeyine tutunan tipte hiicreler
oldugundan, hiicreler pleytlere ekildikten sonra 37°C %5 CO, igeren etiivde bir gece
(yaklagik 18 saat) inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda flask yiizeyine

tutulumlar1 mikroskobik olarak kontrol edilen hiicrelerin besiyerleri tamamen cekildi ve
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kontrol grubu hiicrelerine CAPE ve 5-FU igermeyen besiyerleri eklendi. Muameleli
hiicrelere ise belirli araliktaki dozlarda (5 uM — 100 uM) CAPE ve belirli araliktaki
dozlarda (2,5 uM — 40 uM) 5-FU igeren besiyerleri eklenerek 72 saat inkiibasyona
birakildi. Kullanmilan CAPE ve 5-FU dozlari; “M1 x VI = M2 x V27 formili

kullanilarak hesaplandi.
5.2.4. Water Soluble Tetrazolium Salts (WST-1) Hiicre Canlihk Testi

CAPE muamelesiz, belirli miktarlarda CAPE ile muamele edilen, 5-FU
muamelesiz ve belirli miktarlarda 5-FU ile muamele edilen hiicreler her kuyucukta
yaklasik 8000 hiicre olacak sekilde sayilarak, 96 kuyucuklu pleytlere ekildi ve 72 saatlik
inkiibasyona birakild. Inkiibasyonun 68. Saatinde WST-1 boyas1 ilave edildi ve 4 saat
daha inkiibe edildi. 72 saat tamamlandiginda, kiiltiire eklenmis olan tetrazolium
tuzlarinin yalmizca canli hiicrelerde, mitokondriyal rediiktaz enzimi ile sar1 renge
doniismesi ve bu renk degisiminin spektrofotometrik olarak 440 nm dalga boyunda
Olciilmesi ile hiicrelerin canlilik oranit belirlendi. CAPE ve 5-FU igin hiicre
popiilasyonunun yaklasik olarak yarisini 6ldiiren deger tespit edildi. Daha sonra, bu
etkin dozlardaki CAPE, 5-FU ve CAPE/5-FU hiicrelere muamele edilereck WST-1

yontemi tekrarlandi.
5.2.5. Annexin V/7TAAD Apoptoz Testi

Apoptoz testine baglamadan Once, hiicreler tripsinize edilerek flasklardan
kaldirildi ve 72 saat sonunda yaklasik olarak 1x10° hiicre sayisina ulasacak sekilde
ikilenme zamanlar1 g6z Oniine alinarak 6 kuyucuklu pleytlere ekildi. Hiicrelerin flaska
tutunmasinin gerceklesmesi igin hiicreler bir gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda, WST-1 testi ile belirlenen etkin doz degeri g6z Oniine alinarak CAPE
muamelesi gerceklestirildi. Muamele edilen her hiicre hatt1 i¢in kontrol grubu olarak
muamelesiz hiicreler de ¢alismaya dahil edildi. ilag muamelesinden 72 saat sonra

apoptoz testine gecildi.

Apoptotik ve olii hiicrelerin tespiti i¢in PE Annexin V Apoptosis Detection Kit |
kullanildi. Hiicreler Tripsin-EDTA ile tripsinize edilerek 6 kuyucuklu pleytlerden alindi
ve 2 kez soguk PBS ile yikandi. Biitiin yikamalar 1200 rpm’de 5 dk olacak sekilde
gerceklesen santrifiij islemi ile yapildi. Yikamalarin ardindan hiicreler, 1x10° hiicre/ml

olacak sekilde 1X Annexin Binding Buffer ile siispanse edildi. Birincisi kontrol tiipii,
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ikincisi 5pl Annexin V, tiglinciisii S5pl 7AAD, dordiinciisii Sul Annexin V ve 5ul 7AAD
iceren tlipler olmak tizere, her kuyucuk i¢in 4 deney tiipli hazirland1 ve tiiplere 100 ul
hiicre siispansiyonu eklenerek diisiik hizda 4-5 saniye (sn) vortekslendi. Tiipler oda
sicakliginda ve karanlikta 15 dk inkiibe edildikten sonra flow sitometri cihazinda

hiicreler analiz edildi.

5.2.6. Aktif Kaspaz-3 Apoptoz Testi

Ticari olarak satin alinan PE Active Caspase 3 Apoptosis Kit (BD Bioscience)
protokoliine uygun olarak muamelesiz ve etkin dozlardaki CAPE ile muamele edilen
hiicrelerde flow sitometrik analiz gergeklestirildi. Oncelikle 72 saat sonunda yaklasik
olarak 1x10° hiicre sayisina ulasacak sekilde 6 kuyucuklu pleytlere ekilen muameleli ve
muamelesiz hiicreler tripsinize edilerek pleytlerden kaldirildi. 2 kez soguk PBS ile
yikandi. Yikamalar, 1200 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij islemi ile gergeklestirildi. Daha
sonra hiicreler, 1x10° hiicre/0.5 ml sollisyon olacak sekilde kit igeriginde bulunan
Cytofix/Cytoperm soliisyonu ile siispanse edildi. 20 dk buz iizerinde inkiibasyon
gerceklestirildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 1200 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edilen
hiicreler, kit igeriginde bulunan ve 10X’den 1X’e seyreltilmis Perm/Wash soliisyonu ile
1x10° hiicre/0.5 ml soliisyon olacak sekilde yikandi. Yikama islemleri, 1200 rpm’de 5
dk olacak sekilde gergeklesen santrifiij islemi yapildi. Hiicreler, 100ul Perm/Wash
soliisyonu ile tekrar siispanse edilerek ependorf tiiplere alindi. Kit iceriginde bulunan
Rabbit Anti- Active Caspase-3 antikordan her bir ependorf tiiptine 20 ul eklendi ve 30
dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler 1200 rpm’de 5 dk
santrifiij edildi. 1 ml Perm/Wash soliisyonu ile siispanse edilerek tekrar ayni santrifiij
isleminden gergeklestirildi. Hiicreler son olarak 0.5 ml Perm/Wash soliisyonu ile

stispanse edilerek flow sitometride analiz edildi.
5.2.7. Akridin Oranj/Etidyum Bromiir Boyamasi ile Apoptoz Tayini

6 kuyucuklu pleytlere ekilen muameleli ve muamelesiz hiicreler, muamelenin
ardindan gegen 72 saat sonunda tripsinize edilerek pleytlerden kaldirildi. 1200 rpm’de 5
dk santrifiij edilen hiicreler, 1 ml PBS ile siispanse edildi. Alkolle temizlenmis lamlarin
tizerinde 10 pl Akridin Oranj/Etidyum Bromiir boya ¢o6zeltisi ve 10 pl hiicre

stispansiyonu karistirilarak floresan mikroskopta analiz edildi.
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5.2.8. RNA izolasyonu ve Reverse Transkriptaz PCR

Hiicrelerden RNA izolasyonu, QIAGEN RNeasy Mini Kit protokoliine uygun
olarak  gerceklestirildi. Daha once 6 kuyucuklu pleytlere ekilmis ve
muameleli/muamelesiz olarak gruplandirilmis yaklasik 1x10° sayidaki hiicreler, Tripsin-
EDTA ile pleyt yiizeyinden kaldirilarak 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonrast hiicreler PBS ile yikanarak ayni kosullarda tekrar santrifiij edildi. Hiicrelerin
tizerindeki siipernatant dikkatlice uzaklastirildi. Kit protokoliine uygun olarak, her bir
hiicre pelletinin {lizerine, kit igerigindeki RLT soliisyonundan 350 ul eklenerek hiicreler
siispanse edildi ve ependorf tiiplere alindi. RLT soliisyonu kullanilmadan o6nce, kit
Onerisi dogrultusunda igerisine toplam hacmin %1°i kadar beta merkapto etanol eklendi.
RLT soliisyonu ile siispanse edilen hiicrelere, 350 ul etanol eklendi ve ince siringali
enjektor ile 8-10 kez al-ver yapilarak homojenize edildi. Ardindan toplam hacmi 700 pl
olan hiicre siispansiyonu, toplama tiipiine yerlesik olan kolonlara aktarildi ve 8000 g’de
15 sn santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan toplama tiipiinde biriken s1v1 dokiildi ve her
bir kolondan 700 pul RW1 soliisyonu gegirildi. Kolonlar, 8000 g’de 15 sn santrifiij
edildi. Toplama tiipiindeki sivi dokiilerek her bir kolondan 500 pl RPE soliisyonu
gecirildi. Kolonlar 8000 g’de 15 sn santrifiij edildi ve toplama tiiplerindeki sivi
dokiilerek 500 ul RPE soliisyonu her bir kolondan tekrar gegirildi. Kolonlar 8000 g’de 2
dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiipleri ve icerdikleri siv1 atilarak kolonlar
temiz toplama tiiplerine alindi. Kolondan herhangi bir soliisyon gegirilmeden, 14000
rpm’de 1 dk santrifiij gerceklestirildi. Daha sonra kolonlar, temiz ependorf tiiplerin
izerine alinarak, kolonlardan 40 pl RNase-free water gegirildi. Yaklasik 2-3 dk oda
sicakliginda bekletildikten sonra 8000g’de 1 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
kolonlar atilarak, RNA nin i¢inde bulundugu ependorf tiipler -20°C’de muhafaza edildi.

Hiicrelerden izole edilen RNA’dan cDNA sentezi “QuantiTect Reverse
Transcription Kit” ile gerceklestirildi. Kit protokolii takip edilerek gerceklestirilen bu

islemlerde kullanilan bilesenler ve miktarlar1 Tablo 4°te belirtilmektedir.
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Tablo 4. Genomik DNA Eliminasyon Reaksiyonu Bilesenleri

Bilesen Hacim/Reaksiyon Son Konsantrasyon
gDNA Wipeout Buffer, 7X 2 ul 1X
Kalip RNA Degisken (1pg’a kadar)
RNase-free water *Degisken
Toplam Hacim 14 wl -

*¢DNA Wipeout Buffer sabit miktarda kullanilirken, RNase-free water miktar1 son
hacmin 14 ul olmasi gerektigi g6z 6niine alinarak kalip RNA’ya goére belirlendi.

Tabloda belirtilen karisim hazirlanarak 42°C’de 2 dk inkiibe edildikten sonra buza

alindi.

Reverse Transkriptaz reaksiyonu igin gerekli bilesenler Tablo 5’te belirtildigi gibi

hazirlandi.

Tablo 5. Reverse Transkriptaz Reaksiyonu Bilesenleri

Bilesen Hacim/Reaksiyon Son Konsantrasyon
Reverse Transkriptaz 1 ul
RT Buffer, 5X 4 ul 1X
RT Primer Mix 1l
*Kalip RNA 14 pl
Toplam Hacim 20 ul -

*Kalip RNA i¢in, Tablo 4’te belirtildigi sekilde hazirlanan ve 42°C’de 2 dk inkiibe
edilen 6rnegin tamami (14 pl) kullanildu.

Belirtilen sekilde hazirlanan 20 pl’lik karisim, 42°C’de 15 dk, 95°C’de 3 dk olmak
tizere tek bir PCR dongiisii seklinde gerceklestirildi. PCR dongiisti tamamlandiktan

sonra -20°C’de muhafaza edildi.
5.2.9. Kantitatif Real Time PCR (QRT-PCR)

Real Time PCR, QIAGEN QuantiTect SYBR Green PCR kit protokoliine uygun
sekilde Roche Light Cycler 480 II cihazinda gergeklestirildi. Reverse Transkriptaz

yontemi ile elde edilmis cDNA ornekleri, survivin ve normalizasyonda kullanilan
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housekeeping gen B-Actin i¢gin temin edilmis primerler ve kit igerigindeki malzemelerin

kullanildigi reaksiyon dizayni Tablo 6’da belirtilmistir.

Tablo 6. SYBR Green Reaksiyon Kurulumu

Bilesen Hacim/Reaksiyon
2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 10 pl
Primer 1 0.5 ul
Primer 2 0.5 ul
RNase-free water 6 ul
Kalip cDNA 3ul

Tablo 6’da belirtilen reaksiyon kurulduktan sonra 96 kuyucuklu pleyte
dublikeytler halinde dagitild1 ve Roche Light Cycler 480 II cihazina uygun olarak Tablo
7°de belirtilen dongii uygulandi.

Tablo 7. Dongii Kosullari

Adim Zaman Sicakhik
[k denatiirasyon 15 dk 95°C
Denatiirasyon 15sn 94°C
Baglanma 30 sn 60°C
Uzatma 30 sn 72°C
Dongu Sayist 40

5.2.10. Western Blot Yontemi
5.2.10.1.Hiicrelerden Protein izolasyonu

6 kuyucuklu pleytlere ekilen muameleli ve muamelesiz hiicreler, 72 saatlik
inkiibasyonun ardindan buza alinarak +4°C’de sogutulmus PBS ile yikandi. Yikamanin
ardindan hiicrelerin iizerine, proteaz ve fosfataz inhibitdrlerinin eklendigi, %1 Triton X-
100 igeren 250 ul RIPA patlatma tamponu eklenerek 30 dk buz {izerinde orbital
calkalayicida sallandi. Hiicre lizatlari, hiicre kaziyici kullanilarak pleytlerden alindi ve
ependorf tiiplere aktarilarak +4°C’de 13.000 g’de 15 dk santrifiij edildi. Stipernatant

temiz bir ependorf tiipe aktarildi ve analiz edilmek iizere -20°C’de muhafaza edildi.
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5.2.10.2. SDS-PAGE Jellerinin Hazirlanmasi
SDS-PAGE Jel Elektroforez Camlarinin Hazirlanmasi

Camlar distile su ile yikandiktan sonra %70’lik etil alkol ile temizlendi.

Temizlenen camlar jel standina yerlestirildi.
Ayirma Jelinin Hazirlanmasi

Survivin 16 kDa ve p53 53 kDa molekiiler agirliginda olduklart igin, her iki
proteinin de aymi jelde goriintiilenebilmesi agisindan ayirma jeli %12.5 olarak
belirlendi. Uzun ve kisa camlar birlestirilerek jel hazirlama standina yerlestirildi. SDS-
PAGE jeli i¢in kullanilmasi gereken ajanlar Tablo 8’de belirtildigi sekilde hazirland:.
Ayirma jeli hazirlanarak, yiikleme jeline de yer ayirmak igin, kisa camin yaklasik 1 cm
altina kadar dokiildii. Ayirma jeli dokiildiikten sonra, ayirma jelinin hava ile temasinin

engellenmesi igin jelin st kismina izopropanol ilave edildi.

Tablo 8. Ayirma Jeli igerigi

Malzemeler %12.5

ddH,0 2.17 mi
Acrylamid (%40 acrylamid mix) 1.25 ml
1.5 M Tris-HCI pH 8.8 1.25 ml
%10 SDS 0.05ml
%10 APS 0.05ml
TEMED 5ul

Toplam 4.775 ml

Yiikleme Jelinin Hazirlanmasi

Aymrma jeli polimerlestikten sonra, jelin iizerindeki izopropanol dikkatlice
uzaklastirildi. Tablo 9’da belirtildigi gibi hazirlanan yiikleme jeli, camlar arasinda kalan
1 cm’lik bosluga aktarildi ve 10 kuyucuklu tarak camlar arasina yerlestirildi.

Polimerizasyon i¢in 45-60 dakika beklendi.
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Tablo 9. Yiikleme jeli igerigi

Malzemeler %4
ddH,0 3.14 ml
Acrylamid (%40 acrylamid mix) 0.5ml
0.5 M Tris-HCI pH 6.8 1.25 ml
%10 SDS 0.05 ml
%10 APS 0.05ml
TEMED 3ul
Toplam 4.993 ml

5.2.10.3. SDS-PAGE Jellerinin Elektroforezi
Orneklerin Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Orneklerin iizerine yiikleme tamponu (5x), son konsantrasyonu 1x olacak sekilde
eklendi ve 95°C’de 7 dakika kaynatildi. Kuyucuklara protein markériinde 5 pl olmak
tizere Orneklerden 20-30 ul yiiklendi. Jel ilk 6nce 75 Volt’da 15 dakika sonra 105
Volt’da yaklasik 90-105 dakika yiiriitildi.

5.2.10.4. Islak Blotlama

Orneklerin yiiklenerek vyiiriitiilmiis oldugu SDS PAGE jelinin membrana transfer
edilmesi icin Oncelikle camlar spatula yardimi ile birbirinden dikkatlice ayrildi ve
blotlama 6ncesinde dengelenmesi i¢in transfer tamponuna alindi. Bu sirada, jelle ayni
biiyiikliikte kesilen nitroseliiloz membran, transfer tamponuna alinarak dengelendi.
Blotlama kasetinin siyah (anot) yliziine dnceden transfer tamponunda 1slatilmis bir adet
siinger yatak ve iki adet ince 3 MM Whatman kagid1 yerlestirildi. Kagidin istiine
onceden dengelenmis jel hava kabarcig kalmayacak sekilde yerlestirildi. Jelin iistiine
dengelenmis membran dikkatlice yerlestirildi. Membranin tstiine iki adet ince 3MM
Whatman kagidi ve 1slatilmis siinger yerlestirilerek sandvi¢ olusturuldu. Blotlama kaseti
transfer tamponu igeren tanka, anot siyah tarafta ve katot kirmizi tarafta olacak sekilde
yerlestirildi. Transfer +4 °C’de 100 Voltta bir saat yapildi. Transfer esnasinda tank
magnetik karistiricr ile karistirildi. Transfer sonrasinda membran kasetten ¢ikarilarak
PBS ile yikandiktan sonra bloklama tamponu eklenerek bir saat oda sicakliginda veya

gece boyu +4°C’de orbital karistiricida inkiibasyona birakildi.
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Bloklama soliisyon tipleri, primer antikor dillisyonlar1 ve inkiibasyon siiresi,
antikorun iriin katalogunda yer alan Oneriler dogrultusunda hazirlandi. Survivin
antikoru 1/2500 olacak sekilde %2.5 BSA ve %2.5 yagsiz siit tozu igeren, p53 phospho
S15 antikoru 1/250 olacak sekilde %5 lik BSA igeren ve p53 phospho S46 antikoru
1/1000 olacak sekilde %2.5 BSA ve %2.5 yagsiz siit tozu igeren bloklama soliisyonunda
seyreltildi. Birincil antikor inkiibasyonundan sonra membran {i¢ kez, yaklasik bes
dakika boyunca, %0.5 lik Tween 20 iceren TBST ile (TBST) ile ¢alkalanarak yikandi.
Daha sonra membran bloklama soliisyonu igerisinde, Anti—Survivin ve Anti-p53 primer
antikorlar1 i¢in 1/7500 oraninda seyreltilmis HRP konjuge anti tavsan ikincil antikor
sollisyonu ile orbital karistiricida yavas hizda calkalanarak bir saat oda sicakliginda
inkiibe edildi. Bu inkiibasyonun ardindan membran tekrar {i¢ kez yaklasik bes dakika
orta hizda TBST igerisinde yikandi. Yikamalarin ardindan membran pens ile kenarindan
tutularak temiz bir kaba aktarildi. Isimay1 saptamak icin 0.5 ml ECL soliisyonu (BioRad
ECL bilesenleri 1:1 oraninda karistirildi) ile yaklagik bir dakika muamele edildi.
BioRad Chemidoc Goriintilleme Cihazi yardimi ile membran goriintiilenerek analiz
edildi.

5.2.11. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler, GraphPad Prism programi kullanilarak, ayni hiicre
gruplarmin kendi i¢inde farkli konsantrasyonlardaki CAPE ile muamele edilmesiyle
elde edilen wverilerin karsilastirmalart icin One Way ANOVA testi; aym
konsantrasyonlardaki CAPE ile muamele edilen farkli hiicre gruplarinmn
karsilastirilmasi i¢in Student’s t Test kullanildi. p degeri 0.05’ten kiigiik olan istatistikler

anlamli; 0.05’ten biiyiik olanlar ise anlamsiz olarak degerlendirildi.
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6. BULGULAR

Bu calismada, kolorektal kanser hiicre hatlarinin hem CAPE ile hem de CAPE’in
tedavide siklikla kullanilan bir kemoterapétik ajan olan 5-FU ile birlikte muamelesiyle
(CAPE/5-FU), CAPE’in survivin ekspresyonu iizerindeki etkisinin arastirilmasi
amaglandi. CAPE’in survivin ekspresyonu iizerindeki etkisinin incelendigi bu
caligmada, ayn1 zamanda farkli kolorektal kanser hiicre hatlarinda pro-apoptotik bir
protein olan p53°lin ekspresyonundaki degisim de incelendi. Kullanilan hiicreler kontrol
grubu ve muameleli grup scklinde ayrilarak, muamele edilen ajanlarin etkin doz
degerleri 72 saatlik siire dahilinde WST-1 canlilik testiyle belirlendi. Belirlenen dozdaki
CAPE’in hiicreler tizerindeki apoptotik etkisi Annexin V/7AAD testi ile incelendi,
apoptotik yolakta etkili olan kaspaz-3 aktivitesi tizerinde gerceklesen etkisi ise Aktif
Kaspaz-3 testi ile tespit edildi. Hiicreler tizerindeki apoptotik etkinin morfolojik olarak
incelenmesi, Akridin Oranj/Etidyum Bromiir boyamasi ile mikroskobik olarak
gerceklestirildi. CAPE’in, survivin ekspresyonu iizerindeki etkisini mRNA diizeyinde
incelemek i¢in Real-Time PCR ve protein diizeyinde incelemek i¢in Western Blot

yontemleri kullanildi.
6.1. Hiicrelerin Morfolojik ve Fenotipik Ozellikleri

Calismada; kolorektal kanser 6zelligi tastyan WiDR, DLD-1, HCT-116, RKO
hiicre hatlar1 ile kontrol olarak kullanilan normal kolorektal hiicre hatt1 CCD 841-CoN
olmak iizere 5 farkli hiicre hatt1 kullanildi. Ticari saglayicisi tarafindan verilen bilgilere
gore hiicrelerin tamami epitel kokenlidir ve flask yilizeyine tutunan tiptedir. HCT-116 ve
RKO hiicre hatlarinin p53 yabanil tip oldugu belirtilmektedir. WiDR hiicre hattinin;
p53’iin 273. kodonunu etkileyen arg>his doniistimii tasidigi ve DLD-1 hiicre hattinin;
p53’lin 241. kodonunu etkileyen ser>phe doniisiimii tasidig liretici firma tarafindan

onaylanmugtir. Bahsedilen bu degisimlerin patolojik oldugu bilinmektedir (85, 86).
6.2. Hiicre Kiiltiirii

Calismada kullanilan ve kolorektal kanser 6zelligi tastyan WiDR, DLD-1, HCT-
116, RKO hiicre hatlar1 ile kontrol olarak kullanilan normal kolorektal hiicre hatt1 CCD
841-CoN, T75 flasklarda ATCC tarafindan Onerilen besiyerleri ile kiiltiire edildi.
Hiicrelerin durumu her giin mikroskobik olarak kontrol edildi. Flask ylizeyinde

yogunlagmanin yaklasik %70 diizeyine ulastigi durumlarda hiicreler yikanip tripsinize
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edilerek flasklardan alindi ve yeni flasklara ekilerek pasaj islemleri gergeklestirildi.
Calismaya, hiicrelerin biiyiime karakteristiklerini belirlemek i¢in sayilarini ikiye
¢ikardiklart zamanin tespiti ile baslandi. Hiicrelerin ikilenme zamanii hesaplanmasi

icin 72 saat i¢inde 4 kez hiicre sayimi yapilarak biiyiime egrileri ¢izildi (Sekil 4).

A Doubling Time = 51.87=in(2)/00134 B Doubling Time = 50.62=in(2)/00137
Growth Rate = 0.0134 Growth Rate = 0.0137
Growth Rate = number of doublings that occur per unit of time  Growth Rate = number of doublings that occur per unit of time
Equation : amount=1059141.2553°¢00134’time Equation : amount=1051690.9444°¢00137'time
At t=0, calculated cell concentration = 1059141.2553 At t=0, calculated cell concentration = 1051690.9444
Exponential Curve Fitting Exponential Curve Fitting
3.000.000 3.000.000
2.250.000 2.250.000
5 5
2 1.500.000 2 1.500.000
2 2
q
750.000 750.000
0 0
0 15 30 45 60 75 0 15 30 45 60 75
Time Time
w—— Computed ® Mesured = Computed ® Mesured
C Doubling Time = 24.06=in(2)/00288 D Doubling Time = 32.27=in121/00215
Growth Rate = 0.0288 Growth Rate = 0.0215
Growth Rate = number of doublings that occur per unit of time ~ Growth Rate = number of doublings that occur per unit of time
Equation : amount=1049372.1135"¢00288"time Equation : amount=1117520.7658"e20215"time
At t=0, calculated cell concentration = 1049372.1135 At t=0, calculated cell concentration = 1117520.7658
Exponential Curve Fitting Exponential Curve Fitting
10.000.000 6.000.000
7.500.000 4.500.000
5
3 5.000.000 2 3.000.000
§ §
2.500.000 1.500.000
L
€
0 0
0 15 30 45 60 75 0 15 30 45 60 75
Time Time
= Computed ® Mesured == Computed ® Mesured

E Doubling Time = 30.82=ini2)/0.0225
Growth Rate = 0.0225
Growth Rate = number of doublings that occur per unit of time
Equation : amount=1118838.47270.0225"time
At t=0, calculated cell concentration = 1118838.4727

Exponential Curve Fitting

8.000.000
6.000.000
5
2 4.000.000
g [)
2.000.000
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Time
= Computed @® Mesured

Sekil 4. Calismada kullanilmis olan hiicre hatlarinin biiytime egrileri A) CCD 841-CoN,
B) WIDR, C) DLD-1, D) HCT-116, E) RKO

36



6.3. Canhilik Analizleri
6.3.1. 5-FU’nun Hiicre Canhlig: Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi

DLD-1, HCT-116, RKO, WIiDR ve CCD 841-CoN hiicre hatlar1 hiicrelerine 2,5
uM ve 40 uM arasinda degisen dozlarda 5-FU muamelesi yapilarak, muamelenin 72.
saatinde WST-1 testi gergeklestirildi. WST-1 testinin sonuglarina gore, 5-FU
muamelesinin doza bagl olarak canlilig digiirdiigii gozlendi (Sekil 5).

Calismada kullanilan en diisiik doz olan 2,5 uM 5-FU dozunda DLD-1, HCT-116,
RKO, WIDR ve CCD 841-CoN hiicrelerinin gosterdigi canlilik degerleri sirasiyla %97,
%81, %60, %85 ve %78 olarak belirlendi. Calismada kullanilan en yiiksek doz olan 40
uM dozunda ise, 5-FU’ya direngli oldugu bilinen DLD-1 hiicrelerinde tespit edilen
canlilik degeri %70 iken; HCT-116, RKO, WIiDR ve CCD 841-CoN hiicrelerinde bu
degerler sirastyla %47, %42, %51 ve %37 olarak tespit edildi. 5-FU’nun tiim hiicre
hatlarinda esit olarak kullanilacak dozu belirlenirken, ¢alismanin devaminda CAPE ile
birlikte muamelesi gergeklestirilerek yapilacak deneyler géz Oniinde bulunduruldu.
Kullanilan hiicrelerin, 5-FU’ya gosterdigi hassasiyet farki da dikkate alinarak 10 uM
dozu secildi. DLD-1, HCT-116, RKO, WIDR ve CCD 841-CoN hiicrelerinin 10 uM
dozunda tespit edilen canlilik degerleri %83, %70, %54, %68 ve %62 seklinde

gozlendi.
150-
-- DLD-1
= HCT-116
52 100- — RKO
= —~ WIDR
c
5 o CCD 841-CoN
0

O 4% 0,0 N
5-Fluorourasil (uM)

Sekil 5. Hiicre hatlarinda 5-FU muamelesinin doza bagl degisimi, * p<0.05
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6.3.2. CAPE’in Hiicre Canlih@1 Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi

DLD-1, HCT-116, RKO, WiDR ve CCD 841-CoN hiicre hatlar1 hiicrelerine 5 uM
ve 100 uM arasinda degisen dozlarda CAPE muamelesi yapilarak, muamelenin 72.
saatinde WST-1 testi gerceklestirildi. Elde edilen sonuglara gére, CAPE muamelesinin

doza bagli olarak canlilig1 diisiirdiigii gozlendi (Sekil 6).

Calismada kullanilan en diisiik doz olan 5 uM dozunda DLD-1, HCT-116, RKO,
WIDR ve CCD 841-CoN hiicrelerinde tespit edilen canlilik degerleri sirasiyla, %96,
%97, %99, %100 ve %98 olarak gozlendi. Calismada kullanilmis en yiiksek doz olan
100 uM dozunda ise bu degerler sirasiyla %37, %51, %52, %90 ve %92 seklinde tespit
edildi. Elde edilen bu sonuglara gére CAPE’in tiim hiicre hatlarinda esit olarak
kullanilacak dozu belirlenirken, ¢alismanin devaminda 5-FU ile birlikte muamelesi
gerceklestirilerek yapilacak deneyler goz oniinde bulunduruldu. Kullanilan hiicrelerin
CAPE muamelesine gosterdigi hassasiyet farki da dikkate alinarak 75 uM dozu segildi.
Calismada kullanilan DLD-1, HCT-116, RKO, WIiDR ve CCD 841-CoN hiicrelerinin
75 uM dozunda tespit edilen canlilik degerleri %50, %63, %64, %94 ve %92 seklinde

siraland.
150+
- DLD-1
e 100- -+ HCT-116
i:‘ -+ RKO
& ~ WIDR
O 50-
CCD 841-CoN
0 | 1 | 1 1 | 1 1 |
IR R A I

CAPE (uM)

Sekil 6. Hiicre hatlarinda CAPE muamelesinin doza bagli degisimi, *p<0.05
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6.3.3. 5-FU ve CAPE Birlikteliginin Hiicre Canhhg Uzerindeki Etkilerinin

Belirlenmesi

Farkli 5-FU ve CAPE dozlar kullanilarak yapilan canlilik analizlerinin ardindan
DLD-1, HCT-116, RKO, WIDR ve CCD 841-CoN hiicrelerine daha dnce belirlenen 10
uM 5-FU ve 75 pM CAPE dozlarmin birlikte muamelesi gerceklestirildi ve

muamelenin 72. saatinde WST-1 testi uygulandi.

Elde edilen sonuglara gore DLD-1, HCT-116, RKO, WIiDR ve CCD 841-CoN
hiicrelerinde tespit edilen canlilik degerleri sirasiyla, %59, %63, %54, %69, %63 olarak
belirlendi (Sekil 7).

150-
@8 KONTROL
da = @l 5-FU

s 100{ @ — @B CAPE
X ’_‘ - @B CAPE+5FU
E
3]
O 5p-

0-

N o o & S
d o‘bb‘
He

Sekil 7. Hiicre hatlarinda 5-FU, CAPE, CAPE/5-FU muamelesinin hiicre canlilig
tizerine etkisi, **p<0.01

CAPE ve 5-FU’nun birlikte kullanilarak gerceklestirildigi calismalarda, DLD-1 ve
HCT-116 hiicrelerinden elde edilen sonuglar 5-FU muamelesine kiyasla istatistiksel
olarak anlamli sonug verirken, RKO hiicrelerinde 5-FU ya da CAPE muamelesine gore
istatistiksel olarak anlamli herhangi degisiklik saptanmadi. WiDR ve CCD 841-CoN
hiicrelerinde ise CAPE muamelesi sonuglarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli
sonuglar elde edildi. Buna ragmen, WIiDR ve CCD 841-CoN hiicrelerinin yalnizca
CAPE’in muamele edilmesi ile elde edilen sonuglarmin istatistiksel olarak anlamli
olmamas1 ve CAPE/5-FU kombinasyonunun bu hiicrelerde neredeyse 5-FU’nun tekil
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etkisi kadar etki gostermis olmasi; DLD-1, HCT-116 ve RKO hiicrelerinin ise CAPE/5-
FU kullanildiginda, yalnizca CAPE’in muamele edildigi duruma kiyasla anlamli
degisikler gostermemis olmasi neticesinde, ¢alismanin ilerleyen kisimlarinda 5-FU’nun

deneylere dahil edilmemesine karar verildi.
6.4. Apoptotik Analizler

6.4.1. CAPE Aracili Apoptoza Bagh Hiicre Morfolojisindeki Degisimlerin Akridin

Oranj/Etidyum Bromiir Boyama Teknigi ile Gosterilmesi

Calismada kullamilan DLD-1, HCT-116, RKO, WIDR ve CCD 841-CoN
hiicreleri, belirlenmis olan CAPE dozu ile 72 saat muamele edilerek floresan
mikroskopta morfolojik olarak analiz edildi. Kontrol grubu olarak, muameleli hiicrelerin
yant sira muamelesiz hiicreler de ¢calismaya dahil edildi. Mikroskobik analizlerde; yesil
renkte goriilen hiicreler saglikli, turuncu renkte goriilen hiicreler ise apoptotik olarak
degerlendirildi. Analiz sonuglarina gére DLD-1, HCT-116 ve RKO hiicreleri CAPE
muamelesinin ardindan apoptotik hiicre morfolojisi gosterirken, WiDR ve CCD 841-

CoN hiicrelerinde bu degisim gozlenmedi (Sekil 8).
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KONTROL CAPE

CCD 841-CoN

WiDR

DLD-1

RKO

HCT-116

Sekil 8. Kullanilan hiicre hatlarinda CAPE muamelesinin 72. saatinde Akridin
Oranj/Etidyum Bromiir boyamasi ile elde edilen floresan mikroskobu
goriintiileri
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6.4.2. CAPE Aracili Apoptozun Flow Sitometri Yontemi ile Gosterilmesi

6.4.2.1. Annexin V / 7- AAD Testi ile Saghkh ve Apoptotik Hiicre Popiilasyonunun

Belirlenmesi

Annexin V-PI testi ile ilk olarak DLD-1, HCT-116, RKO, WiDR ve CCD 841-
CoN hiicrelerinin 72 saatlik kiiltiirii sonucundaki bazal apoptotik hiicre orani belirlendi.
CAPE muamelesi ile apoptotik ve 6li hiicre oraninin doza bagli olarak arttig1 tespit
edildi.

DLD-1 hiicrelerinde 72. saatte yapilan oOl¢liimlere goére muamelesiz kontrol
grubunda %3.6 olan apoptotik ve Olii hiicre orani, CAPE muamelesi gerceklestirilmis

hiicrelerde %57.2 olarak belirlendi (Sekil 9).

A DLD-1 KONTROL B DLD-1 CAPE
0% T 1.7% S0 7% 20,7%
' ' %
%
€%
o
2%
I~
%
BT S "N S S KR S S P
Annexin V -A Annexin V -A

Sekil 9. DLD-1 hiicrelerinde 72 saatte gerceklesen CAPE aracili hiicresel apoptoz
oranlarinin belirlenmesi, A) Kontrol, B) CAPE
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HCT-116 hiicrelerinde 72. saatte yapilan Ol¢limlere gére muamelesiz kontrol
grubunda %6.5 olan apoptotik ve olii hiicre orani, CAPE muamelesi gerceklestirilmis
hiicrelerde %36 olarak belirlendi (Sekil 10).

A HCT-116 KONTROL B HCT-116 CAPE
"3
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%
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Annexin V-A Annexin V-A

Sekil 10. HCT-116 hiicrelerinde 72 saatte gergeklesen CAPE aracili hiicresel apoptoz
oranlarinin belirlenmesi, A) Kontrol, B) CAPE

RKO hiicrelerinde 72. saatte yapilan dl¢limlere gére muamelesiz kontrol grubunda
%5.4 olan apoptotik ve Olii hiicre orani, CAPE muamelesi gergeklestirilmis hiicrelerde

%34.4 olarak belirlendi (Sekil 11).

A RKO KONTROL
=0,4% 2,8%
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Annexin V-A Annexin V-A

Sekil 11. RKO hiicrelerinde 72 saatte gerceklesen CAPE aracili hiicresel apoptoz
oranlarinin belirlenmesi, A) Kontrol, B) CAPE
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WIDR hiicrelerinde 72. saatte yapilan oOlgiimlere gore muamelesiz kontrol
grubunda %8.9 olan apoptotik ve olii hiicre orani, CAPE muamelesi gerceklestirilmis
hiicrelerde %11.7 olarak belirlendi (Sekil 12).

A WiDR KONTROL B WiDR CAPE
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Sekil 12. WiDR hiicrelerinde 72 saatte gerceklesen CAPE aracili hiicresel apoptoz
oranlarinin belirlenmesi, A) Kontrol, B) CAPE

CCD 841-CoN hiicrelerinde 72. saatte yapilan 6l¢iimlere gére muamelesiz kontrol
grubunda %9.7 olan apoptotik ve 6lii hiicre orani, CAPE muamelesi gerceklestirilmis
hiicrelerde %12.2 olarak belirlendi (Sekil 13).

A CCD 841-CoN KONTROL B CCD 841-CoN CAPE
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Sekil 13. CCD 841-CoN hiicrelerinde 72 saatte ger¢eklesen CAPE aracili hiicresel
apoptoz oranlarinin belirlenmesi, A) Kontrol, B) CAPE
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Tiim hiicre hatlarinin CAPE muamelesi sonras1 gosterdikleri saglikli ve apoptotik
hiicre oranlarindaki degisimler incelendi. DLD-1, HCT-116, RKO ve CCD 841-CoN

hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edildi (Sekil 14).
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Sekil 14. Kullanilan hiicre hatlarinda CAPE muamelesi ile ger¢eklesen apoptotik hiicre
yiizdelerinde gergeklesen degisimler, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

6.4.2.2. Aktif Kaspaz-3 Testi ile Kaspaz-3 Aktivasyonundaki Degisimlerin

Belirlenmesi

DLD-1, HCT-116, RKO, WiDR ve CCD 841-CoN hiicreleri muamelesiz ve
CAPE muamelesi gergeklestirilmis sekilde gruplandirildi ve 72 saat boyunca kiiltiire
edildi. 72 saat sonunda uygulanan Aktif Kaspaz-3 testi ile hiicre gruplarindaki kaspaz-3
aktivitesi Ol¢iildii. Muamelesiz hiicrelerden elde edilen veriler, bazal kaspaz aktivitesi
olarak kabul edildi. CAPE muamelesi i¢eren hiicre gruplarinda, kaspaz-3 aktivitesinde
artis gozlendi. Kaspaz-3 aktivitesinde gozlenen bu artis, hiicre hatlar1 arasinda farklilik

gosterdi.
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hiicrelerinin  kaspaz-3  aktivitesi

DLD-1 hiicrelerinde 72. saatte yapilan 6l¢iimlere gore muamelesiz kontrol grubu

%0.4 olarak Olciiliirken,

CAPE muamelesi

gerceklestirilen hiicrelerde bu oran %31.7 olarak belirlendi (Sekil 15).
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Sekil 15. DLD-1 hiicrelerinde 72 saatte gergeklesen CAPE aracili kaspaz-3 aktivitesinin
belirlenmesi, A) Kontrol grubu hiicrelerinde popiilasyon dagilimi, B) CAPE
igeren hiicre grubunda popiilasyon dagilimi, C) Kontrol grubu hiicrelerinde
kaspaz-3 aktivitesi, D) CAPE igeren hiicre grubunda kaspaz-3 aktivitesi
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HCT-116 hiicrelerinde 72. saatte yapilan Ol¢limlere goére muamelesiz kontrol
grubu hiicrelerinin kaspaz-3 aktivitesi %0.4 olarak oOlgiilirken, CAPE muamelesi

gerceklestirilen hiicrelerde bu oran %30.7 olarak belirlendi (Sekil 16).
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Sekil 16. HCT-116 hiicrelerinde 72 saatte gerceklesen CAPE aracili kaspaz-3
aktivitesinin belirlenmesi, A) Kontrol grubu hiicrelerinde popiilasyon
dagilimi, B) CAPE iceren hiicre grubunda popiilasyon dagilimi, C) Kontrol
grubu hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesi, D) CAPE igeren hiicre grubunda
kaspaz-3 aktivitesi
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hiicrelerinin

RKO hiicrelerinde 72. saatte yapilan olglimlere gére muamelesiz kontrol grubu

kaspaz-3 aktivitesi

%1.2 olarak Olgiliirken,

CAPE muamelesi

gerceklestirilen hiicrelerde bu oran %51.6 olarak belirlendi (Sekil 17).
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Sekil 17. RKO hiicrelerinde 72 saatte gergceklesen CAPE aracili kaspaz-3 aktivitesinin
belirlenmesi, A) Kontrol grubu hiicrelerinde popiilasyon dagilimi, B) CAPE
iceren hiicre grubunda popiilasyon dagilimi, C) Kontrol grubu hiicrelerinde
kaspaz-3 aktivitesi, D) CAPE igeren hiicre grubunda kaspaz-3 aktivitesi
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hiicrelerinin

WiDR hiicrelerinde 72. saatte yapilan Ol¢iimlere gére muamelesiz kontrol grubu

kaspaz-3 aktivitesi

%1.5 olarak Olgiliirken,

CAPE muamelesi

gerceklestirilen hiicrelerde bu oran %2.4 olarak belirlendi (Sekil 18).

FSC-A
5.000.000

Count

16.777.215

0

1.600

1.000

A

WiDR KONTROL

C

g .- CASP-3

. 1,3%

“a

W wd wt Wb b
Active Caspase-3-A

W7 2

WiDR KONTROL

W wd
Active Caspase-3-A

wt WS W W72

WiDR CAPE

16.777.215

FSC-A
$.000.000
]

0
|

Wl w? wt WS WP
Active Caspase-3-A

D WiDR CAPE

Count

wl
Active Caspase-3-A

wt Wb P W72

Sekil 18. WiDR hiicrelerinde 72 saatte gergeklesen CAPE aracili kaspaz-3 aktivitesinin
belirlenmesi, A) Kontrol grubu hiicrelerinde popiilasyon dagilimi, B) CAPE
iceren hiicre grubunda popiilasyon dagilimi, C) Kontrol grubu hiicrelerinde
kaspaz-3 aktivitesi, D) CAPE igeren hiicre grubunda kaspaz-3 aktivitesi
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grubu hiicrelerinin kaspaz-3 aktivitesi %0.8 olarak o6l¢iilirken, CAPE muamelesi

CCD 841-CoN hiicrelerinde 72. saatte yapilan dlgiimlere gore muamelesiz kontrol

gerceklestirilen hiicrelerde bu oran %7.9 olarak belirlendi (Sekil 19).
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Sekil 19. CCD 841-CoN hiicrelerinde 72 saatte gerceklesen CAPE aracili kaspaz-3
aktivitesinin belirlenmesi, A) Kontrol grubu hiicrelerinde popiilasyon
dagilimi, B) CAPE igeren hiicre grubunda popiilasyon dagilimi, C) Kontrol
grubu hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesi, D) CAPE igeren hiicre grubunda
kaspaz-3 aktivitesi
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Tim hiicre hatlarinin CAPE muamelesi sonrasi gosterdikleri aktif kaspaz-3
seviyesindeki degisimler incelendi. DLD-1, HCT-116, RKO ve CCD 841-CoN
hiicrelerinde, CAPE muamelesi sonrasi kaspaz-3 aktivasyonunun arttigina dair

istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edildi (Sekil 20).
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Sekil 20. Kullanilan hiicre hatlarinda CAPE muamelesi ile gerceklesen aktiflesmis
kaspaz-3 degisimleri, *p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001

6.5. Protein Analizleri

HCT-116, DLD-1, RKO, WIiDR ve CCD 841-CON hiicreleri muamelesiz ve
CAPE muameleli olarak gruplandirilarak 72 saatlik hiicre kiiltiirii siirecinin ardindan
protein izolasyonlar1 gerceklestirildi. Izole edilen protein ekstratlar1 kullanilarak
Western Blot yontemi gerceklestirildi. Image Lab programi kullanilarak goriintiilenen
ve normalize edilen survivin, p53-Serl5 ve p53-Ser46 protein ekspresyonlarindaki

degisimler incelendi.

WiDR hiicrelerinde CAPE muamelesinin ardindan survivin protein seviyesinde
artis gozlenirken, p53-Ser46 protein seviyesinde bir degisiklik s6z konusu olmadi. CCD
841-CoN hiicrelerinde CAPE muamelesinin ardindan survivin proteini seviyesinde
azalis gergeklesirken, p53-Ser46 proteini seviyesinde bir degisiklik gézlenmedi. HCT-
116 hiicrelerinde survivin ve p53-Ser46 protein seviyelerinde artis gozlendi. DLD-1

hiicrelerinde survivin ve p53-Serd6 proteinleri tespit edilemedi. RKO hiicrelerinde ise
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survivin protein seviyesinde azalig, p53-Ser46 protein seviyesinde artis gozlendi. (Sekil
21).
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Sekil 21. Kullanilan hiicre hatlarinda CAPE muamelesinin survivin ve p53-Ser46
protein ekspresyonlari tizerine etkisi

WiDR hiicrelerinde CAPE muamelesinin ardindan p53-Serl5 protein seviyesinde
azalig, CCD 841-CoN hiicrelerinde ise artis gozlendi. HCT-116 ve DLD-1 hiicrelerinde
CAPE muamelesinin ardindan p53-Serl5 protein seviyelerinde artis gozlenirken, RKO
hiicrelerinde ise azalig gerceklesti (Sekil 22).
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Sekil 22. Kullanilan hiicre hatlarinda CAPE muamelesinin p53-Serl5 protein
ekspresyonu iizerine etkisi

Kullanilan tiim hiicre hatlarinda survivin, p53-Serl5 ve p53-Ser46 protein
seviyelerinde gergeklesen degisimler Sekil 23, Sekil 24 ve Sekil 25°te grafikler halinde

gosterilmistir.
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Sekil 23. Kullanilan hiicre hatlarinda CAPE muamelesi ile ger¢eklesen survivin protein

Sekil 24.

seviyesindeki degisimler
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Kullanilan hiicre hatlarinda CAPE muamelesi ile gerceklesen p53-Serd6
protein seviyesindeki degisimler
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Sekil 25. Kullanilan hiicre hatlarinda CAPE muamelesi ile gerceklesen p53-Serl5
protein seviyesindeki degisimler

6.6. Gen Ekspresyonu Analizleri

CAPE ile muamele edilen hiicre gruplart ve kontrol olarak kullanilan muamelesiz
hiicre gruplarinin, 72 saatlik hiicre kiiltiirii silirecinin ardindan RNA izolasyonlari
yapilarak, RNA’dan ¢cDNA sentezi gerceklestirildi. cDNA sentezinin ardindan SYBR
Green kullanilarak gergeklestirilen Real-Time PCR isleminde, hiicrelerde survivinin

mRNA diizeyindeki degisimleri incelendi.

Yapilan analizler sonucunda survivinin mRNA diizeyinde DLD-1 ve RKO
hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalis gdzlenirken; WiDR, HCT-116 ve
CCD 841-CoN hiicrelerinde ise istatistiksel olarak anlamli degisimler gerceklesmedi
(Sekil 26).
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Sekil 26. Kullanilan hiicre hatlarinda CAPE muamelesi ile survivin mRNA seviyesinde
gerceklesen degisimler (Her bir hiicre grubunun kendi igerisindeki kontrolii
referans alinarak hazirlanmistir.) *p<0.05

Kanser hiicre hatlarinin survivin ekspresyon seviyelerinin karsilagtirilmasi igin,
hiicre hatlarindan biri referans olarak segildi ve ekspresyon seviyeleri analiz edildi
(Sekil 27).
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Sekil 27. Kullanilan kanser hiicre hatlarindaki survivin ekspresyon seviyelerinin
karsilagtirilmast (HCT-116 hiicre hatt1 referans alinarak hazirlanmistir.)
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7. TARTISMA ve SONUC

Cagimizin en yaygin hastaliklarindan biri olan kanserde agresif progresyon,
tedaviye direng, relaps ve metastaz oranlariin yiiksek olusu en biiyiik sorunlardan biri
haline gelmistir. Klinik uygulamalarda kullanilan kemoterapétiklere karsi gelismekte
olan direng, tedavide ciddi bir engel olusturmakta ve bu durum mortalite riskini
artirmaktadir (1, 3, 4).

Son zamanlarda, kanser olusumu ve gelisiminin molekiiler mekanizmasini
aydinlatmaya yonelik onemli sayilacak bilimsel ¢alismalar, apoptotik siirecte rol alan
hiicre elemanlarina dikkat ¢ekmektedir. Bunlar arasinda en dikkat ¢ekici olanlardan biri
ise, apoptoz inhibitor protein ailesi proteinlerinden olan survivindir. Kolorektal kanser
de dahil olmak tiizere pek ¢ok kanserli hiicrede ekspresyonu yiiksek bulunan, kanserde
direng ile iligkilendirilmis survivin gibi proteinlerin hedeflenmesi, alternatif tedavi
yontemleri agisindan énemlidir (33). Bu gibi proteinleri hedeflerken segilecek ajanlarin
aynt zamanda, saglikli hiicreler icin toksik olmayacak ve segici olarak kanser
hiicrelerini hedefleyecek o6zellikte olmasi gerekmektedir. Bu bulgular dogrultusunda;
calismamizda, tiimor hiicrelerinde secici olarak islev goren, hiicre Oliimiiniin
indiiklenmesi gibi pek ¢ok anti tiimdral etkisi yapilan ¢aligmalarla belirlenen CAPE’in,

anti apoptotik bir protein olan survivin tizerindeki etkilerinin aragtirilmasi amaglanmisgtir

(75, 76).

Calismamizda, metabolik aktivitenin 6l¢limiine dayali hiicre proliferasyon testi
WST-1 ile gergeklestirilen analizlerde, tedavide alternatif bir ajan olabilecegini
diistindiigiimiiz CAPE’in yani sira, klinikte siklikla kullanilan kemoterapétiklerden biri
olan 5-FU da kullanilmis ve CAPE ile karsilastirmali etkisi incelenmistir. Calismada
kullanilmis hiicre hatlarindan DLD-1"in 5-FU direngli hiicre hatt1 oldugunun belirtildigi
literatiir bilgileri dikkate alinarak, direngli olan bu hiicre hattinda 5-FU’nun yani sira
CAPE muamelesinin gerceklestirdigi etkiler incelenmis ve sonuclar karsilastirilmistir.
DLD-1 hiicre hattinda elde edilen sonuglar, literatiirde bahsedilen 5-FU direnci ile
ortismektedir (65). Ayrica calismada kullanilan ve 5-FU direngli olmayan hiicre
hatlarinda gergeklesen 5-FU ve CAPE’in etkileri incelenerek, elde edilen sonuglar
tizerinden calisma devam ettirilmistir. Bu sonuglara gore gerceklestirilmis olan 5-FU

muamelesinde, kullanilmasi igin segilen 10 uM dozu tiim hiicre hatlarinda anlaml
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sonuclar verirken 5-FU’ya diren¢li oldugu bilinen DLD-1 hiicre hattinda canlilik

oranlar1 diger hiicre hatlarina kiyasla daha ytiksek gozlenmistir.

CAPE muamelesi DLD-1 ve HCT-116 hiicrelerinde 5-FU muamelesine kiyasla
daha diistik canlilik degerleri verirken RKO hiicrelerinde bu deger daha yiiksek olarak
gbzlenmistir. Calismanin devaminda kullanilmasi i¢in secilen 75 uM CAPE dozu,
DLD-1, HCT-116 ve RKO hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli sonuglar verirken,
WIiDR hiicreleri ve kontrol olarak kullanilan normal kolorektal hiicre grubu CCD 841-
CoN iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkiye sahip degildir. Literatiirde, CAPE’in
HCT-116 hiicrelerinde proliferasyonunu anlamli diizeyde baskiladigi ve hiicrelerin
canliligini  disiirdigii  gosterilen c¢aligmalar mevcuttur. (87, 88). Calismamizda
CAPE’in, DLD-1 ve RKO hiicreleri iizerinde de benzer etkilere sahip oldugu
gosterilmistir. Ayrica CAPE’in kontrol olarak kullanilan normal kolorektal hiicreler
tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkiye sahip olmayisi, uygun dozlarda
kullanildig: stirece kanser hiicrelerine secici toksisite gosterecegi diisiincemizi destekler
niteliktedir. Literatiirde CAPE kullanilarak yapilan ¢alismalarda da, CAPE’in saglikli

hiicreler lizerinde sitotoksik etkisi olmadig1 gosterilmistir (89).

Bu verilerin yani sira, 10 uM 5-FU ve 75 uM CAPE dozlarimin birlikte
kullanilmas: ile gerceklestirilen canlilik analizlerine bakildiginda, yalnizca CAPE
kullanilarak elde edilen sonuglara kiyasla DLD-1, HCT-116 ve RKO hiicre hatlarinda
istatistiksel olarak anlamli degisimler gézlenmemistir. WiDR hiicre hatt1 ve CCD 841-
CoN hiicre hatt1 ise istatistiksel olarak anlamli degisiklikler gdstermistir. Fakat bu
hiicreler CAPE muamelesi ile son derece yiiksek canlilik degerleri verdigi igin, elde
edilen bu sonucun 5-FU’nun toksik etkisinden kaynaklandig1 disiiniilmektedir. CAPE
ve 5-FU’nun sinerjik etkisinin, tekil olarak kullanildiklar1 zaman olusturduklar: etki ile
benzer oldugu tespit edilerek, 5-FU direngli olan DLD-1 hiicre hattinda da ilacin direng
mekanizmasinin agilmasinda CAPE’in etkisiz kaldigi goriilmiistir. CAPE ve 5-FU
birlikteligi; kullanilan hiicre hatlarinda beklenilen degisikligi gerceklestiremedigi igin,
calismanin 1ilerleyen kisimlarinda yalmizca CAPE muameleleri ile incelemeler

yapilmistir.

Akridin Oranj/Etidyum Bromiir boyama teknigi ile hiicreler morfolojik olarak
incelendiginde, CAPE muamelesinin DLD-1, HCT-116 ve RKO hiicrelerinde, hiicre
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morfolojisini degistirdigi ve hiicrelerin apoptotik siirecini baslattigi gosterilmistir.
CAPE muamelesi gergeklestirilmeyen hiicreler saglikli hiicre morfolojisi gosterirken,
CAPE muamelesi ile hiicrelerin morfolojisinin apoptotik hiicre morfolojisine
doniismesi, CAPE-aracil1 apoptozun gerceklestigini gosterir niteliktedir. Ote yandan,
canlilik analizlerinde yiiksek canlilik oranlari gosteren WiDR hiicreleri ve kontrol
olarak kullanilan normal kolorektal hiicre hatti olan CCD 841-CoN hiicreleri ise

morfolojik olarak belirgin degisiklikler sergilememistir.

Morfolojik incelemelerin ardindan apoptotik ve Oli hiicrelerin yiizdesel
oranlarinin tespit edilmesi icin gergeklestirilen flow sitometri ¢alismalarinda, WST-1
canlilik analizi sonuglart ile uyumlu veriler elde edilmistir. DLD-1, HCT-116 ve RKO
hiicrelerinde apoptotik evredeki hiicrelerin yiizdesi yiiksek oranlarda gozlenirken,
WIDR ve CCD 841-CoN hiicrelerinde bu oranlar diisiik diizeyde kalmigtir. WST-1
canlilik analizlerinde yiiksek ytlizdesel canlilik verilerine sahip WiDR ve CCD 841-CoN
hiicre hatlarinda, flow sitometri ¢aligmalarinda elde edilen diisiik yilizdesel apoptotik
sonuglar birbiri ile tutarli haldedir. Ayrica, DLD-1, HCT-116 ve RKO hiicre hatlarinda
gbzlenmekte olan apoptotik hiicrelere ait yiiksek ylizdesel degerler, canlilik testlerinde
elde edilmis diisiik yiizdesel canlilik verileri ile uyumludur. Ote yandan literatiirde
gosterilmis olan, CAPE muamelesi gergeklestirilmis HCT-116 hiicrelerinin flow
sitometri yontemi kullanilarak apoptotik olarak incelenmesi ile elde edilen sonuglar,

calismamizda elde edilen sonuglar ile ortiismektedir (87, 88).

Calismamizin devaminda, 6nemli bir apoptotik belirte¢ olan aktif kaspaz-3 diizeyi
incelenmistir. Apoptotik siirecin yiiriitiilmesinde rol alan kaspaz-3, CAPE kullanilarak
gerceklestirilmis pek cok farkli kanser tiiriine ait hiicre hatlar1 {izerinde caligilmis ve
CAPE aracili apoptozdaki aktivasyonu gosterilmistir (90-92). Flow sitometri yontemi
kullanilarak gerceklestirdigimiz aktiflesmis kaspaz-3 Slgiimlerinde; DLD-1, HCT-116
ve RKO hiicre hatlarinda, CAPE muamelesi sonrasinda kaspaz-3 aktivitesinin olustugu
gosterilerek, bu hiicrelerde gergeklesen CAPE aracili apoptotik siirece dair yeni veriler
elde edilmistir. Gergeklestirilen CAPE muamelesine ragmen, yiizdesel apoptotik hiicre
orani diisiik diizeyde olan ve yiiksek canlilik oranlarina sahip WiDR ve CCD 841-CoN

hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesi de diisiik diizeylerde gézlenmistir.
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CAPE’in tiim bu flow sitometrik ¢aligmalarda, dnemli bir apoptotik belirte¢ olan
kaspaz-3 etkinligini ve apoptotik hiicre sayisini artirmasi ¢alismanin devami agisindan
onemlidir. Kullanilan {i¢ hiicre hattinda apoptotik siireci baslattigi gézlenen CAPE’in,

normal kolorektal hiicre hattinda bu etkiyi gostermemis olmasi da 6nemli bir bulgudur.

Calismamizin ilerleyen kisimlarinda gergeklestirdigimiz protein diizeyindeki
incelemeler ile CAPE muamelesi sonras1 survivin, p53-Ser46 ve p53-Serl5 proteinleri

diizeyinde gerceklesen degisimler belirlenmistir.

p53’in, survivinin down regiilasyonundan sorumlu oldugu ve survivinin anti
apoptotik aktivitesini antagonize ederek apoptozu indiikledigine dair calismalar
bulunmaktadir (48). p53’tin mutant hale gegtigi kanser hiicrelerinde ise bu etki
kaybolmakta ve p53 tarafindan regiile edilemeyen survivin, hiicreler {izerinde etkinligini
artirarak hiicrelerin proliferasyon siirecinin yiiriitiilmesine katkida bulunmaktadir (47,
49). p53 proteini pek ¢ok farkli rezidii iizerinden fosforillenerek, farkli hiicresel
stireclere dahil olmaktadir. Ser46 rezidiisiinden fosforillenen p53 proteini, hiicrelerin
apoptoza girmesini indiiklerken, DNA hasar1 olusmasi durumunda Serl5 rezidiisiinden
fosforillenme gerceklesmektedir (44-46). Calismamizda, Ser46 ve Serl5 rezidiilerinden
fosforile edilen p53 proteini ile survivin protein diizeyindeki degisiklikler incelenmis ve

kullanilan hiicre hatlar1 protein diizeyinde farkli sonuglar vermistir.

Normal kolorektal hiicre hattt CCD 841-CoN hiicrelerinde, kontrol grubunda az
miktarda gozlenen survivin protein seviyesi CAPE muamelesi gergeklestirilen
hiicrelerde daha da azalmaktadir. Fosforilasyonu, apoptotik siirecin baglamasi ile
iliskilendirilen p53-Ser46 protein miktarinda herhangi bir degisim olmamakla birlikte,
p53-Serl5 diizeyinde bir miktar artis gozlenmistir. CAPE’in bu saglikli hiicreler
lizerinde anlamli bir sitotoksik etkisi olmadigi, c¢alismamizin ilk asamalarinda
gergeklestirilen canlilik analizleri, apoptotik hiicre yiizdeleri ve kaspaz-3 aktivasyonu
analizi ile gosterilmistir. Protein analizlerinden elde edilen sonuglara gore; CAPE,
survivin ekspresyonu iizerinde baskilayici bir etkiye sahip olsa da apoptotik siire¢ ile
iligkili p53-Ser46 protein diizeyinde farklilik goriilmemis olmasi, etkili bir apoptotik
stirecin  gergeklesmedigini diisiindiirmektedir. Hiicrelerde DNA hasar1 olusumundan
sonra fosforile olan p53-Serl5 proteininde az miktarda bir artis goriilmesi ise, CAPE’in

DNA hasar ile iligkilendirilebilecek bir duruma sebebiyet vermesi ihtimalini akillara
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getirmektedir. Literatiirde daha once yapilmig bir ¢alismada, CAPE’in bakir iyonlari
varliginda DNA hasari olusturdugu gosterilmistir (93). Bagka bir ¢aligmada ise, survivin
ekspresyonu baskilanan hiicrelerde DNA tamir mekanizmasinin daha etkili sekilde
calistig1 gosterilmistir (94). Bunun yani sira, CAPE ile benzer etkiler gosteren kafeik
asit ile yapilan bazi ¢alismalarda, kafeik asitin DNA hasarina karsi koruyucu etki
olusturduguna dair veriler mevcuttur (95, 96). Tiim bu literatiir bilgisi ve ¢alismamizin
ilk kisimlarindaki sonuglar dikkate alindiginda, normal kolorektal hiicrelerde CAPE’in
anlamli bir apoptotik etkiye sahip olmadig: fakat survivini baskilayarak DNA hasar1
sonrasinda tamir mekanizmasinda gorev alan proteinlerin etkisinin artmasina neden
olabilecegi diisiniilmektedir. CAPE’in bu hiicrelerde DNA hasar1 olusturma ihtimali ya
da hiicreleri DNA hasarina karst koruma ihtimali hakkinda daha net yorumlar
yapabilmek i¢in, DNA hasarini belirleyecek farkli yontemlerin uygulanmasina ihtiyag
vardir. Ayrica DNA tamir mekanizmasinda gergeklesen degisimleri daha iyi
gozlemleyebilmek igin, bu mekanizmada rol alan farkli proteinlerin incelenmesi ve
fosforile p53 diizeylerinin yani sira total p53 seviyesindeki degisimlere de bakilmasi

gerekmektedir.

Yabanil tip p53 karakteristigi gosteren RKO hiicre hattinda, CAPE muamelesinin
ardindan survivin protein seviyesi azalirken, p53-Ser46 protein seviyesi artmis, p53-
Serl5 protein seviyesinde ise azalis gozlenmistir. Bu durumda; CAPE’in, RKO hiicre
hattinda survivin protein seviyesini baskilayip p53-Serd46 protein seviyesini artirarak
apoptotik siireci sagliyor oldugu diistiniilmiistiir. RKO hiicre hattinda gozlenen CAPE
aracilt apoptozda, literatlirde bahsedilmekte olan p53 ve survivin arasindaki negatif

regiilasyon iliskisinin korundugu diistiniilmektedir (48).

Yabanil tip p53 karakteristigi gosteren bir diger hiicre hati HCT-116’da ise
survivin, p53-Ser46 ve p53-Serl5 protein seviyelerinin tamaminda artis gézlenmistir.
CAPE, HCT-116 hiicreleri tizerinde apoptotik etki gdsteriyor olmasina ragmen; CAPE
muamelesinin  ardindan anti apoptotik Ozellikte bir protein olan survivin
ekspresyonunda goriilen artis ilgi ¢ekicidir. Survivinin rol aldig1 hiicresel yolaklarda pek
¢ok proteinle etkilesiyor oldugu bilinmektedir (97-99). HCT-116 hiicrelerinde goriilen
survivin protein miktarindaki artisin, bu yolaklardaki upstream ya da downstream hedef
olarak gorev yapan molekiillerden kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir. Survivinin yani

sira p53-Serl5 ve p53-Ser46 protein seviyelerinde goriilen artiglar, p53 ve survivin
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proteinleri arasinda olusmasi muhtemel etkilesim kaybmi diisiindiirmektedir. Uzun
stireli  kiiltiirlerinde kanser hiicreleri ile benzer Ozellikler gdstermeye baslayan
mezenkimal kok hiicrelerde yapilmis bir ¢alisma ile, p53 ve survivin arasindaki bu
etkilesim kaybi gosterilmistir (100). HCT-116 hiicrelerinde elde edilen sonuglara gore;
CAPE, survivin iizerinde baskilayici bir etki saglayamamis olsa da, p53-Ser46 ve p53-
Serl5 protein seviyelerinde gozlenen artis, hiicrelerin apoptotik siirecinin isleyisine

isaret olabilecek bir degisimdir.

WiDR hiicrelerinin yiliksek canlilik ve diisiik kaspaz-3 aktivitesi gosterilmis ve
calismada kullanilan diger ii¢ hiicre hattina kiyasla CAPE muamelesi sonrasinda bu
hiicre hattina ait etkili bir apoptotik siire¢ gézlenmemistir. Mutant tip p53 karakteristigi
gosteren WiDR hiicre hattinda bu verilerle ortiisiir sekilde survivin protein seviyesi
artmis, p53-Serl5 protein miktar1 azalmis ve p53-Serd6 protein miktarinda bir degisim
gozlenmemistir. CAPE bu hiicre hattinda survivin iizerinde baskilayic1 bir etki
saglayamamistir ve fosforile p53 seviyelerinde de artis gbzlenmedigi i¢in, bu hiicrelerin

apoptotik siirecinde p53’iin etkin sekilde rol almadig1 diistintilmiistiir.

p53 mutant tipte olan bir diger hiicre hattt DLD-1’de, hem kontrol hem de CAPE
muamelesi gergeklestirilmis hiicre gruplarinda survivin ve p53-Ser46 protein
seviyelerinde herhangi bir bant gézlenmemis, yalnizca p53-Serl5 proteini seviyesinde
bir miktar artis meydana gelmistir. p53-Ser46 proteininin tespit edilememis olmasi,
CAPE’in DLD-1 hiicre hattinda p53 proteininin Ser46 rezidiisii izerinden fosforillenme
mekanizmasinda etkisi olmadigini, proteinin farkli bir rezidiiden fosforillenebilecegini
diistindiirmiistiir. DLD-1 hiicrelerinde survivin proteininin tespit edilememis olmasi ise

ilgi ¢ekici bir sonug olmustur.

Bu sonucu daha iyi anlayabilmek ve CAPE’in survivin gen ekspresyonu
diizeyinde ne gibi degisimlere sebep oldugunu tespit etmek i¢in gergeklestirilen Real
Time PCR analizinde, DLD-1 ve RKO hiicre hatlarinda CAPE’in survivin ekspresyonu
tizerindeki baskilayici etkisi istatistiksel olarak gosterilmistir. Bunun yani sira HCT-116
ve WiDR hiicre hatlarinda, survivin ekspresyonunda grafiksel artiglar goriilse bile, bu
degisim istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildir. Normal kolorektal hiicre hatt1 olan
CCD 841-CoN hiicre hattinda ise, grafiksel olarak bir azalig goriilmiistiir fakat bu da

istatistiksel olarak anlamli sayilan bir sonu¢ olmamistir. CAPE’in survivin gen
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ekspresyonu diizeyinde gerceklestirdigi degisimleri anlamak ic¢in yapilmis olan Real
Time PCR calismasinda elde edilen veriler, Western Blot protein analizi sonuglart ile
ortismektedir. Calismamizda kullanilan kanser hiicre hatlarindaki bazal survivin
ekspresyonu miktarlarina bakildiginda ise; HCT-116, RKO ve WiDR hiicre hatlarina
kiyasla DLD-1 hiicre hattindaki survivin ekspresyonlarinin ¢ok daha az oldugu
belirlenmistir. Western blot protein analizinde, DLD-1 hiicre hattindaki survivin
proteini miktarinin tespit edilemiyor olmasi, bu hiicre hattindaki survivin
ekspresyonunun diger hiicre hatlarina kiyasla ¢ok daha az olmasi ile agiklanabilecek bir

durumdur.
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8. SONUC ve ONERILER

1. Farkli kolorektal kanser hiicre hatlarinda ve saglikli kolorektal hiicrelerde CAPE ve
CAPE ile 5-FU’nun birlikte muamele edilmesiyle olusan anti proliferatif etkilerin
incelenmesi ve survivin ekspresyonlarindaki degisimin arastirilmasi amaglanan bu
calisma kapsaminda, ilk asamada hiicreler iizerindeki 5-FU, CAPE, CAPE ve 5-FU
birlikteliginin etkileri incelenerek, CAPE’in 5-FU ile birlikte kullanildiginda ilacin
etkinligi artirmadig1 fakat HCT-116, DLD-1 ve RKO hiicre hatlarinda doza baglh
olarak hiicre canliligini azalttig1 gosterilmistir. WiDR hiicre hattt ve CCD 841-CoN
saglikli kolorektal hiicre hattinda ise istatistiksel olarak anlamli bir sonug
gozlenmemistir. 5-FU ile birlikte kullanildiginda ilacin etkinliginde degisiklik
saglamayan CAPE; koloraktal kanser tedavisinde kullanilmakta olan farkli bir
kemoterapoétik ilag ile birlikte kullanilarak, elde edilen sonuglar hiicrelerde tekil
olarak olusturduklar1 sonuglar ile kiyaslanirsa, CAPE etkinligi hakkinda daha net

bir fikre ulagilabilecegi diisiiniilmektedir.

2. CAPE muamelesi yapilan hiicrelerin morfolojik degisimleri incelenmis ve canlilik
oranlart azalan HCT-116, DLD-1 ve RKO hiicrelerinin morfolojik olarak apoptotik
hiicre morfolojisi sergilemis olduklar1 gosterilmigtir. WiDR hiicreleri ve CCD 841-

CoN hiicreleri ise saglikli hiicre morfolojilerini korumuslardir.

3. CAPE muamelesi sonrasi hiicre popiilasyonundaki apoptotik hiicrelerin orani tespit
edilerek; HCT-116, DLD-1 ve RKO hiicrelerinde CAPE aracili apoptozun
gerceklestigi gosterilmistir. WiDR hiicreleri ve saglikli kolorektal hiicreler olan
CCD 841-CON hiicreleri ise diislik oranlarda apoptotik hiicre profilini sergileyerek,

hiicre canliliklarin1 korumuslardir.

4. Onemli bir apoptotik belirte¢ olan kaspaz-3 aktivasyonu analiz edilerek, CAPE aracili
apoptoz mekanizmasi hakkindaki veriler kuvvetlendirilmistir. HCT-116, DLD-1 ve
RKO hiicre hatlarinda yiiksek oranlarda kaspaz-3 aktivasyonu goriiliitken, CCD

841-CoN hiicreleri ve WiDR hiicrelerinde bu duruma rastlanmamustir.

5. Caligmanin ilerleyen kisminda protein analizleri gerceklestirilerek survivin, p53-
Ser46 ve p53-Serl5 protein seviyelerine bakilmistir. CAPE muamelesi sonrasi
survivin ekspresyonlarinin baskilanmasin1 bekledigimiz kanser hiicre hatlarindan

yalnizca RKO hiicre hattinda bu etki gozlenmis, HCT-116 ve WiDR hiicre hattinda
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ise survivin protein miktarlarinda artis ger¢eklesmistir. Saglikli kolorektal
hiicrelerde goriilen az miktarda 6liim ile orantili olarak survivin protein miktar: da
azalmistir. DLD-1 hiicre hattinda ise survivin proteini tespit edilememistir. Alinan
sonuglar; CAPE’in apoptotik etkisini yalnizca RKO hiicre hattinda survivini
etkileyerek gosterebildigini diisindiirmektedir. Kullanilan diger kanser hiicre
hatlarinda  survivinde  beklenilen inhibisyonlar  gerceklesmemistir.  Bu
mekanizmanin daha iyi anlasilabilmesi i¢in, survivinin apoptotik siirecte etkilesim
halinde oldugu bilinen Smac/DIABLO ve XIAP gibi proteinlerin ve bu proteinlerin
etkilesmekte oldugu diger proteinlerin, CAPE muamelesi sonrasi protein diizeyinde

meydana gelen degisimleri incelenmelidir.

6. Apoptoz calismalarinda siklikla kullanilan fosforile p53-Ser46 proteini ile fosforile
p53-Serl5 protein miktarlarina bakildiginda, yabanil tip p53 ve mutant p53°e sahip
hiicre hatlariin her birinin farkli sonuclar olusturdugu gézlenmistir. Bu durumun
hiicrelerin sahip oldugu mutasyon profillerinin farkli olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. p53 seviyesindeki degisimlerin daha iyi anlasilabilmesi icin,
fosforile p53 protein seviyelerinin yani sira total p53 protein seviyesinin de

incelenmesi gerektigi diisiiniilmektedir.

7. Son olarak CAPE muamelesinin ardindan survivinin mRNA diizeyinde gerceklesen
degisimler incelenmistir ve elde edilen sonuglar, protein analizinden elde edilen
sonuglarla ortiigmektedir. DLD-1 hiicre hattinda survivinin protein diizeyinde tespit
edilememis olmasi, kullanilan diger hiicre hatlar1 ve DLD-1 hiicre hatt1 arasindaki
survivin ekspresyonlarinin karsilastirilmasi ihtiyacini hissettirmistir. Yapilan analiz,
DLD-1 hiicre hattinda diger hiicre hatlarina kiyasla survivin ekspresyonunun son

derece diisiik oldugunu gostermistir.

8. CAPE’in kullanilan hiicre hatlarinda canlilig1 istatistiksel olarak anlamli sekilde
azaltiyor olmasit ve kaspaz-3 gibi apoptotik belirteglerin  CAPE muamelesi
sonrasinda aktiflesmesi; buna ragmen saglikli hiicrelerde bu durumun
gozlenmemesi, CAPE aracili apoptozun kanser hiicrelerine segici toksisite sagliyor
oldugu fikrini giiclendirici niteliktedir. CAPE’in hiicre hatlarinda survivin
ekspresyonlarin1 farkli sekilde etkiliyor olmasi ise, hiicrelerin farklt mutasyon

profili tasimalarinin yani sira, survivin ile etkilesen baska proteinlerin rollerine de
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deginilmesi gerektigini digiindiirmektedir. Caligmalar bu yonde genisletilirse,
CAPE’in anti proliferatif mekanizmasi hakkinda literatiire katki saglayabilecek

daha net veriler elde edilecektir.
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