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OZET

Kolon kanseri, kanser nedeni ile 6liim oranlarinda akciger kanserinden sonra gelen
yaygin bir kanser tiiriidiir. Kolon kanserinin tedavisinde kullanilan geleneksel
yontemlerin basarilarn tartisilirken, bu yontemlerin yan etkileri hastanin yasam
kalitesini diisiirmektedir. Bu sebeple yapilan ¢alismalarda kolon kanseri tani ve
tedavisine yonelik yeni yontem ve ilaglarin gelistirilmesi igin c¢alismalar
yiuriitiilmektedir. Bu ¢aligsmalarda giiniimiizde 6zellikle hedefe yonelik, yan etkileri
az, dogallig1 yiiksek yeni kemoterapotik ajanlarin {izerine olan ¢alismalar 6nem arz
etmektedir. Bitkilerden elde edilen brassinosteroid ailesi steroid yapidaki bitkisel
hormonlardan 24-epibrassinolid (EBR), steroid yapisi sebebiyle dogal kemoterapotik
ilaglardan biri olma potansiyeli tasimaktadir. Gergeklestirilen in vitro ¢alismalarda
EBR'nin prostat ve kolon kanserinde etkiledigi hiicresel sinyaller arastirilmis ve
EBR’nin apoptotik hiicre 6limiinti tetikledigi gosterilmistir.

Yapilan ¢alismalar kolon kanserinin olusmasinin baslica sebeplerinin basinda
biiylime sinyali hedeflerinde ve tiimor baskilayic bir protein olan p53'te gergeklesen
mutasyonlarin varligi tespit edilmistir. Bu noktadan yola cikarak bu ¢alismada
EBR'nin p53 anlatimi bakimindan farkli kolon kanseri hiicrelerinde (HCT-116 (dogal
tip), HT-29 (p53 mutant) ve HT-29 p53**) hiicre canliliginin EBR uygulamasiyla
degisimi incelenmistir. Bulgular EBR'nin hiicre canliligint p53 anlatimi farkli hiicre
hatlarinda azalttig1 sonucu ortaya ¢ikmistir. Hiicre canlilifinin azalmasinin sebebinin
apoptotik hiicre 6liimii olup olmadigi incelendiginde ise p53 anlatimi farketmeksizin
hiicre hatlarinin tamaminda EBR ile apoptozun tetiklendigi, p53'in hedef
proteinlerinin ifadelerinde artis tespit edilmistir. PI3K, Wnt ve MAPK sinyallerinden
etkilenen GSK3p proteininin biiyiime sinyalinin p53 anlatimindan bagimsiz sekilde
kesildigi sonucu ortaya koyulmustur. Ayrica, GSK3p'nin p38 MAPK proteini ile
aktivitesinin diizenlenebilecegi diisiiniilmektedir. Bu sonuglar 1s1ginda EBR'nin
hiicrelerde olusturabilecegi stres kosullarinin p53 anlatimi farkli hiicre hatlarinda
endoplazmik retikulum (ER) stresine yol agtig1 ortaya ¢ikartilmistir.

EBR uygulamasi ile elde GSK3p proteininde Ser9 fosforilasyonu ile aktivite kaybi

tespit edilmis ve bunun Alzheimer hastaligi (AD) tedavisinde kullanilan ilaglardan
lityum kloriir ile ayni etkiyi yarattigt goriisii ortaya cikmustir. Bu sebeple
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Caenorhabditis elegans model organizmasinda yapilan c¢aligmalarda, AD
modellerinde ve GSK3p mutant suslarda EBR'nin LiCl'e gore daha diisiik toksisiteye
sahip oldugu, AD modellerinde ise dogal tip C. elegans susuna gore yasam siiresini
daha fazla arttirdigi sonucu ortaya ¢ikartilmistir. Elde edilen bulgularin 1s1ginda
EBR'nin kolon kanserinde potansiyel kemoterapotik ajan olabilecegini ve ek olarak
ve AD'de tedavi amagli ilag olma potansiyeli oldugu belirlenmistir.
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ABSTRACT

Colorectal cancer is the most common cancer after lung cancer causing death in
worldwide. Success of traditional therapies of colorectal cancer is being investigated
and severe side effects influence patient life quality. Therefore recent studies are
focused on the development of new methods and drugs for diagnosis and therapy of
colon cancer. These studies are motivated to find targetted, natural new drug
candidates with fewer side effects. 24-epibrassinolid (EBR), synthesized from plants,
is one of the brassinosteroid family members of plant hormones. Its
chemotherapeutic potential has been investigated due to the mammalian steroid-
derived structure. EBR treatment affected cellular signaling pathways were
investigated in in vitro colon and prostate cancer cells and its apoptotic potential has
been revealed.

Major causes in the development of colon cancer have been investigated and
mutations in the growth signal targets and tumor suppressor protein of p53 were
found. Therefore, in this study we investigated EBR treatment effect on cell viability
in different colon cancer cell lines with various p53 status: HCT-116 (p53 wild-type),
HT-29 (p53 mutant), HT-29 p53**. As a result, we demonstrated that EBR treatment
decreased cell viability in all colon cancer cell lines regardless of p53 expression.
While the cause cell viability decrease was examined, we observed that apoptotic
was induced following EBR treatment in a p53 independent way. We also
demonstrated that p53 target protein expressions were upregulated. Beside, this study
also showed that GSK3p signaling is inhibited via PI3K, Wnt and MAPK pathways
p53 independently. Furthermore, activity of GSK3p was regulated by p38 MAPK
protein. In the light of these data, we concluded that stress conditions activated after
EBR treatment in different cell lines with various p53 expression status, were
because of Endoplasmic Reticulum (ER) stress induction.

In this study, we found that EBR treatment-caused Ser9 phosphorylation is
associated with the inhibition of GSK3p and this effect of EBR was found smilar to
lithium chloride (LiCl) used in Alzheimer's Disease (AD) therapy. To model this
effect, Caenorhabditis elegans model organism was used. We obtained that EBR
exerted fewer toxic effect than LiCl in AD models and GSK3p mutant strains and
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EBR treated AD models had longer life span than wild-type C. elegans organisms.
All these data indicated that EBR has a potential chemotherapeutic effect against
colon cancer and a drug candidate for AD.
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1. GIRIS VE AMAC

Kolon kanseri Tiirkiye'de ve Diinya'da 6ldiriiciiliigli akciger kanserinden sonra 2.
sirada yer alan kanser tiirlerinden biridir [1]. Kolon kanserinin tedavisi sz konusu
oldugunda cerrahi yontemler ve geleneksel kemoterapotik ilaglarin yaninda hedefe
yonelik ve yan etkileri diisiik ilaglarin gelistirilmesi 6nem kazanmaktadir. Kolon
kanserinin olugmasinin sebepleri arasinda biiylime faktorleri reseptorlerinin hedef
proteinleri ve tiimor baskilayici proteinlerden TP53 geninde gerg¢eklesen mutasyonlar
yer almaktadir [2]. Tespit edilen mutasyonlara yonelik yeni ilaglarin bulunmasi ve

gelistirilmesi tlizerine ¢aligmalar devam etmektedir.

p53 hiicrelerde tiimor baskilayict protein olarak islev yapmaktadir ve hiicrelerde
hasarli DNA onarimi, hiicresel strese cevap olusturmak ve hiicrelerin apoptotik
Oliime siiriiklemek gibi islevleri bulunmaktadir [3]. p53 proteininin de gerceklesen
mutasyon durumlarinda hiicrelerde islevlerini yerine getiremez hale gelmekte ayrica
kanser gelisimini tetikleyebilmektedir. Bu c¢alismada p53 anlatimi durumu farkl
kolon kanseri hiicrelerinde, potansiyel etkileri arastirilan EBR (24-epibrassinolid) adi

verilen bitkisel steroid tiirevli hormonun etkileri arastirilmigtir.

[Ik defa Malikova ve arkadaslar1 [4] tarafindan kanser onleyici bir ajan olarak
tanimlanan EBR, bitki biiylime diizenleyicileri olan brassinosteroid ailesinin bir
tiyesidir. Bitkilerde baglica etkileri arasinda niikleik asit ve protein sentezinin aktive
edilmesi, enzim aktivitesinin diizenlenmesi, bliyiimenin tesfik edilmesi, meyvelerin
biiyiiklerinin artirilmasi, stres ve hastalik gibi istenmeyen g¢evresel faktorlere karsi
bagisiklik olusturulmasi gelmektedir [5]. Bitkilerde heterodimer bir reseptor olarak
bulunan ve hiicre membraninda lokalize olmus brassinosteroid reseptori,
brassinosteroid baglanmasini ardisik serin/treonin domenlerinden fosforile olarak

aktif hale ge¢mektedir. Bu mekanizma ile ¢esitli transkripsiyon faktorleri



tetiklenmekte, hiicre boliinmesi ve biiylimesi gibi brassinosteroid cevap genlerinin
anlatimlarini saglamaktadir [6]. Bu vasitayla bitkilerdeki GSK3f benzeri protein olan
BIN2’yi baskilayacak sekilde islev gormektedir [7]. Memelilerde bulunan steroid
tiirevli hormonlara yapisal olarak benzerligi, bu molekiiliin etkilerinin arastirilmasini
dogurmustur. insanlarda steroid yapidaki hormonlarm (&strojen ve androjenler) fazla
anlatimlarinin meme ve prostat kanseri gelisiminden sorumlu oldugu bilinmektedir.

Bitki ve hayvan steroidlerinin bu ortak noktasindan yola ¢ikarak EBR, ilk defa
kanser hiicrelerine Malikova ve arkadaslar1 [4] tarafindan denenmis ve ¢esitli kanser
hiicre hatlarinda hiicre canliliginda azalmaya neden oldugu o6zellikle hormonlara
bagimli kanser tiirlerinde etkin olmakla beraber hormonlardan bagimsiz gelisen
kanser tiirlerinde de etkili oldugu belirlenmistir [8]. Aymi sekilde farkli genetik
karakteristikleri bulunan prostat kanseri hiicrelerinde de etkileri modellenmistir [9].
Bu c¢alismada ise amag, EBR'nin p53 anlatimi bakimindan farkli kolon kanseri
hiicrelerindeki etkileri ve bu etkilerin hangi molekiiler mekanizmalar araciliiyla
gerceklestigini gostermektedir. Ayn1 zamanda, EBR'nin apoptotik parametreleri ne
sekilde degistirdigi, p53 ile alakali hiicre sinyaller lizerindeki etkileri irdelenmistir.
Bununla birlikte p53 proteininden bagimsiz olarak apoptotik parametreler ve hiicre
sagkalimu ile ilgili hiicre sinyallerinin taranmasi da gergeklestirilmistir. EBR'nin Wnt
sinyal yolaginin etken proteinlerinden olan ve hiicrelerdeki glikojen

metabolizmasindan sorumlu GSK3p proteini lizerine olan etkisi gézlemlenmistir.

Endoplazmik retikulum (ER) hiicrelerde protein sentezi ve proteinlerin dogru
katlanmalarin1 diizenleyen bir organel olarak karsimiza c¢ikmaktadir [10]. Bu
organelde proteinlerin katlanma asamalarinin Kesintiye ugramast ve katlanmamis
proteinlerin miktarinin asir1 artmasi durumunda hiicrelerde katlanmamis protein
cevabi (UPR) olusmasina sebep olmaktadir. Bu durumun olugmasina ise ER stres adi
verilmektedir. UPR hiicrelerde apoptotik mekanizmanin indiiklenmesine sebep olan
etmenlerden biridir. Bu bilgiler 1s18inda kolon kanseri hiicre hatlarinda EBR'nin ER

stresi tetikledigi ayrica gosterilmistir.



EBR’nin GSK3p iizerindeki etkisi, bu ajanin ¢esitli nérodejeneratif hastaliklar adina
kullanilabilirligini sorgulamamiza neden olmustur. Bilindigi tizere 0Ozellikle
Alzheimer Hastalig1 gelisiminde GSK3p proteini Ser9 fosforilasyonunun artmasi
noral hiicrelerin 6limii ile iliskilendirilmistir [11]. Bu noktadan yola ¢ikarak
EBR’nin potansiyel anti-norodejeneratif etkisi de bu ¢alismada incelenmistir.
Alzheimer Hastalig1 (AD), Diinya’da 65 yas iistii kisilerde her 1000 kisiden 15'inde
goriilen ve sinir sistemine hasar veren bir hastalik olarak karsimiza ¢ikmaktadir [12].
AD tedavisi soz konusu oldugunda kullanilan ilaglar sadece belirtilerini
azaltabilmekte ve hastaligin ilerlemesini yavaslatabilmektedir. Fakat etkin bir ajan
halen Kklinikte kullanilamamaktadir. EBR'nin  GSK3p {izerindeki etkisinin bu
ozelliginin AD modeleleri ilizerinde denemesi bu g¢alismada literatiirde ilk defa
gerceklestirilmistir. Caenorhabditis elegans model organizmasi hiicresel sinyal
yolaklarinin kesfedilmesinde ilk kullanilan model organizmalardan biridir ve
deneylerimizde EBR’nin etkisinin aydinlatilmasi amaciyla da kullanilmistir. 302
sinir sistemi hiicresi bulunan C. elegans model organizmasi, AD gibi sinir sistemini
etkileyen ve hiicresel sinyallerdeki bozukluklar ile ortaya ¢ikan hastaliklarin tedavisi
amaciyla gerceklestirilen deneylerde giiniimiizde de kullanilmaktadir. Bu ¢alismada,
AD igin model olabilecek C. elegans farkli suslarinda, EBR uygulamasinin yasam
stirelerini ne sekilde etkiledigi, yumurtlama miktarlarini1 ne sekilde degistirdigi ve
toksik etkisinin modellenmesi arastirilmistir. Tiim bu arastirmalar klinikte GSK3f
engelleyici molekiil olarak kullanilan ve LiCl ile karsilastirmali olarak

gergeklestirilecektir.

Sonug olarak, bu tez ¢calismasindaki amaglar;

1) Brassinosteroid ailesi iiyesi olan EBR'nin p53 anlatimi agisindan farkli kolon
kanseri hiicre hatlarinda programlanmis hiicre Oliimiinii tetikleyip
tetiklemediginin gosterimi, bu duruma yol agan hiicresel sinyallerin neler
oldugunun belirlenmesi.

2) EBR'nin kontrol suslara kiyasla, AD modeli C. elegans model

organizmasinda ne sekilde etkilediginin belirlenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kolorektal Kanser; Tam, Epidomiyoloji ve Tedavi

Kolon kanseri kalin bagirsagin kolon veya rektum kismindan baglayan kansere
denilir. Tirkiye Birlesik Veri Tabani verilerine gore kolorektal kanser Tiirkiye'de
hem kadinlarda hem de erkeklerde rastlanma sikligi acisindan 3. sSirada yer
almaktadir. Benzer sekilde SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Program)
verileri incelendiginde 2016 yili igcerisinde ABD'de goriilme sikligi agisindan 4.
sirada bulunmasina ragmen oldiiriiciiliik sirasinda solunum yolu kanserlerinden sonra

2. sirada oldugu gozlemlenmektedir.

2.1.1. Kolorektal Kanserin Risk Faktorleri

Kolorektal kanserin risk faktorleri arasinda yas, genetik yatkinlik, kolonda olusan
poliplerin malign tiimor hale gelme riski, uygun olmayan diyet ve sigara kullanimi
yer almaktadir. Yas faktorii olarak kolon kanseri vakalarmin %90'indan fazlas1 50
yas lizerinde gozlemlenmektedir [13]. Aym1 zamanda genetik yatkinlik agisindan
HNPCC (Herediter nonpolipozis kolon kanser) vakalart HNPCC geninde
gerceklesen mutasyon sonucunda kolorektal kanser meydana gelmektedir [14].
Bununla birlikte FAP (Familyal adenomat6z polipozis) hastaliginda APC genindeki
mutasyon sebebiyle poliplerden kaynaklanan kolon kanseri durumu olusur [15].
Crohn hastalig1 gibi kolonda gerceklesen enfeksiyona bagl hastaliklarda da kolon
kanseri goriilme olasiligi artis gostemektedir [16]. Ancak giinliik yasama
bakildiginda asir1 hayvansal yaglarla yapilan beslenmenin yanisira iyonlarca ve

liflerle desteklenmeyen gida tiiketimi kolorektal kanser riskini arttirmaktadir.



2.1.2. Kolorektal Kanserin Tani ve Tedavisi

Kolorektal kanserin tanisinin konmasinda en yaygin ve kesin yontem kolonoskopidir.
Tim kolonun rektumdan baglayarak kamera ile taranmasi, varsa poliplerin alinarak
incelenmesi esasina dayanir. Bununla birlikte arastirilmakta olan tani1 yontemleri
acisindan bakildiginda bilgisayarli tomografi ile tim kolonun taranmasi ¢aligmalari
ve digkidan yapilabilecek genetik testler arastirlmaya devam etmektedir. Bu yeni
gelistirilen tetkik yontemlerinden 6n plana ¢ikan testlerden biri FOBT (Diskida Gizli
Kan Testi) olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu yontem hem kolondoki poliplerin hem
de kolon kanserinin kanamasi ve diskiya kan karistirmasi tespitine dayanir. Diskiya
uygulanan hemoglobine baglanan antikorlarin veya hemoglobini tespit eden
kimyasallarin incelenmesine dayanir. Kan tespit edilmesi durumunda daha kesin tani
yontemlerine basvurulabilir. 50 ila 80 yas arasi bireylere 1-2 yildir diizenli olarak
yapilan FOBT sayesinde kolon kanserinden kaynaklanan Oliimlerin engellenmesi
%15'ten %33'e kadar c¢ikmustir [17]. Genetik testlerden FIT-DNA testi olarak
Cologuard ad1 verilen test ile diskidaki kanin tespiti ve bu kanda tespit edilebilecek 3
farkli kolon kanserine 6zgiin genin 9 farkli biyoisaretleyicinin saptanmasi amaciyla
kullanilmaktadir. Bu baglamda bu test vasitasiyla higbir sekilde kolon kanseri
semptomlarint gostermeyen hastalara teshis konulmasi saglanmis, kolonoskopi

tavsiye edilerek esas teshisin konulmasinin erken gergeklesmesi saglanmistir [18].

Tiim bunlarla birlikte kullanilan baslica yontemler sigmoidoskopi adi verilen kalin
bagirsagin rektum, aniis, sigmoidal kisminin, kisaca son kisminin, endoskopik bir
cihaz vasitasiyla kontrol edilmesi esasina dayanir. Yapilan arastirmalarda 55 ile 64
yaslar1 arasinda yapilan tek bir sigmoidoskoipi, kolorektal kanserin yayilma ve
Oldiirme oranlarini diisiirmektedir [19]. Bununla birlikte tiim kolonun taranmasi
esasia dayali gorsel kolonoskopide endoskopik kamera ve esnek bir hortumla
kolona girilmesi ve biitiin kolonun doktorun rahat gérmesi amaciyla hava verilerek
kolonun genisletilmesi ve poliplerin taranmasi seklinde yapilir. Bununla birlikte
gerekli durumlarda kolonoskopi ile poliplerden ornek (biyopsi) alinmasi

mimkiindiir. Yapilan islem sirasinda hastaya c¢esitli sakinlestiriciler verilmesi



gerekebilmektedir. Risk grubundaki insanlarin 10 yilda bir kolonoskopi yaptirmalari
kolon kanseriden kaynaklanan 6liimleri %60-70 oraninda azalttig tespit edilmistir
[20]. Bu yontemin yanisira 6zel bir bilgisayarli tomografi araciligiyla kolona hava
basilarak kolon yolunun agilmasi ve viicut disindan goriintiillemenin
gerceklestirilmesi seklinde bir kolonoskopi yontemi de gelistirilmistir ancak normal

kolonoskopi yontemine gore ne kadar avantaj saglayacagi heniiz belirlenememistir.

2.1.3. Kolorektal Kanserin Evreleri ve Tedavi Secenekleri

Kolorektal kanser tanis1 konuldugunda hastaligin ilerlemesinin belirli evreleri
bulunmaktadir. Bunlar evre 0-4 seklinde siralanir. Bunlar; evre-0O kanser sadece
kolon duvarindadir, evre-1 kolon duvarinin i¢ kismindadir, evre-2 kolon duvarinin
derinlerine kadar ilerlemistir ancak lenf nodiillerine ulasmamustir, evre-3 kanser lenf
nodiillerine de yayillmistir ancak viicudun diger bolgelerine yayilmamistir, evre-4
kanser bedenin diger bélgelerine de yayilim gostermistir, seklindedir [21] (Sekil
2.1).

Kan Damari

LenfNodu

Diger Organlara
Sacllma

Sekil 2. 1. Kolorektal kanserin ilerlemesinde gecirdigi evreler [22].



Kolorektal kanserin tedavi yontemleri incelendiginde cerrahi yontemler 6n plana
cikmaktadir. Cerrahi yontemlerde gelisen teknolojilerle birlikte laparoskopik kolon
ameliyatlar1 yapilarak poliplerin alinabilmesi saglanmaktadir [23]. Bununla birlikte
rektumda olusan kolon kanseri tiirlerinde kolostomi adi verilen yontemle
uygulanabilmektedir [24]. Ancak bir ¢ok hastada kolostomiye ek olarak Oncesinde
radyasyon ve kemoterapi verilmesi gerekmektedir. Bazi hastalarda da kolorektal
kanserin karaciger ve akcigerlere yayilmasi durumlarinda buralardaki kanserleri
tedavi etmek amaciyla RFA (Radiofrequency ablation) veya dondurarak kesme
yontemi Kullanilmaktadir [25-26]. Bu yontemlerde dokunun saglam olan kisminin
hasar gormesi biiylik oranda engellenebilmektedir ancak bu yontemlerde geride bir

miktar tlimorlii doku kalma olasiligi da bulunmaktadir.

Kolorektal kanserin tedavisinde kullanilan yontemlerden biri de radyoterapidir.
Kolorektal kanserde ¢esitli sekillerde uygulanabilen radyoterapi, kanserli bolgeye X-
1sinlarinin verilmesi, cerrahi operasyon sirasinda kanserli bolgeye tek ve yiiksek doz
radyasyon verilmesi, karacigere radyoaktif tohumlarin enjekte edilmesi seklinde
verilebilmektedir. Ancak radyoterapinin ¢esitli cilt problemleri, rektum kanamasi,
mide bulanmasi, yorgunluk hatta kisirlik gibi yan etkileri gozlemlenebilmektedir

[27].

Bununla birlikte kemoterapi, kanser 6nleyici ilaglarin hastaya agiz veya damar yolu
ile verilmesi ile gerceklestirilen tedavi seklidir. Cerrahi ve radyoterapi destekli olarak
verilebilmektedir. Cerrahi Oncesi verilen kemoterapiye neoadjuvant, cerrahi
miidehale sonrasinda verilen kemoterapiye adjuvant adi verilir. Kemoterapide
kullanilan ilaclar genel olarak kanser hiicrelerinin ¢gogalmasini engelleyecek sekilde
gelistirilmiglerdir. Hedefleri kanser hiicrelerinin DNA'larina hasar vermek ve yeni
doku onleyiciler olarak karsimiza g¢ikmaktadirlar [28]. Bunlarla birlikte hedefe
yonelik kemoterapotikler ¢ikmaya ve klinikte kullanilmaya baglanmigtir. Bu

baglamda hiicre icerisindeki sadece tek bir proteini hedefleyen ilaglar esas



kemoterapinin yaninda hastalara verilmeye baslanmigtir. Bu hedefe yonelik
tedavilerde Ozellikle kolorektal kanserlerde en fazla rastlanan Ras proteini
mutasyonuna yonelik ilaclar kullanilmaktadir. Bunlar Epitelyal Biiylime Faktorii
(EGF) engelleyici ilaglar olarak karsimiza ¢ikmaktadir [29]. Ayrica tiimorlerin ag
kalmalarin1 saglamak amaciyla damar olusumunu engelleyen, anti-anjiyogenik
ilaglar da kullanilmaktadir [30]. Ancak yine bu durumlarda kanserin tedavisinde esas
olarak kullanilan bu ilaglarin yan etkileri arasinda kusma, mide bulantisi, ishal ve
noropati olusabilmektedir. Bunlarin yaninda kemoterapiler ¢ogunlukla dolasim
sistemindeki lenfositlerin azalmasina, bu sebeple enfeksiyon riskinin artmasina yol

agmaktadir.

Bu baglamda Tiirkiye'de ve Diinya'da kolorektal kanserin énem verilmesi gereken
kanser tiirlerinden biri oldugu ortaya ¢ikmis; kolorektal kanserin tani ve tedavisinde
yeni yontem ve ilaglarin olusturulmasi igin arastirma-gelistirme calismalarinin
yapilmasi gerekliligi ortaya ¢cikmustir. Ozellikle kemoterapotik ilaglar agisindan daha

basarili ve yan etkileri daha az ilaglarin ortaya ¢ikarilmasi gerekmektedir.

2.2. Brassinosteroidler

Brassinosteroidler bitkilerde steroid kokenli hormonlardan olup bitki biiyiime ve
gelisme diizenleyicileri olarak gorev yapmaktadirlar. Brassinosteroidler ilk olarak
Brassica napus yani kanola bitkisinin polen oOziitinde kesfedilmis, hiicre
biiylimesinin diizenlenmesinde rol aldigi gosterilmistir [31]. Daha sonra yiiksek
bitkilerde, bitkinin canli ve biiyliyen tiim dokularinda sentezlendigi tespit edilmistir.
Bu asamada bitkilerde yaklagik 70 farkli brassinosteroid bulundugu kayitlara
gercirilmistir [32]. izolasyonu olduk¢a zor olan brassinosteroidler ayni zamanda
bitkilerde cok diisiik konsantrasyonlarda bulunurlar. Yaklasik olarak 230 kg bitki
poleninden sadece 10 mg kadar brassinosteroid izole edilebilmektedir.
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Sekil 2. 2. BRI1 ve BAK1 brassinosteroid reseptorlerinin proteomik yapilar [33].

Bu bitki biiylime diizenleyicileri, memelilerdeki tirozin-kinaz reseptorlerine benzer
BRI1 ve BAK1 gibi reseptorlerin ¢alistirilmasinda brassinosteroidlerin gorev aldigi
gosterilmistir [34] (Sekil 2.2.). Bununla birlikte brassinosteroidlerin steroid yapida
olmalar1 ve memeli hiicrelerindeki etkileri bilinen steoid yapidaki Ostrojenler ve
androjenler ile benzer isleve sahip olduklar1 diisiiniilmektedir [35]. Bu anlamda 24-
epibrassinolid adi verilen brassinosteroid ailesi iiyesi bitki hormonunun memeli

hiicrelerindeki etkisi tam olarak bilinmemektedir ve arastirmalar devam etmektedir.

2.2.1. Epibrassinolid; Kékeni ve Kullanim Alanlari

24-epibrassinolid (EBR) brassinosteroid ailesi liyelerinden biri olup yapilan daha
Onceki arastirmalarda ¢esitli kanser tiirlerinde tedavi odakli kemoterapotik ilag
ozelligi gosterme potansiyeli olan bitkisel hormondur [36] (Sekil 2.3.). EBR
genellikle brassinosteroidlerin izole edildigi bitkilerden olan Brassica bitki ailesi

iiyesi bitkilerinden izole edilmektedir.



EBR bitkilerde yaratilan oksidatif stres ve tuz stresi kosullarinda belirli dozlarda
bitkiyi stres kosullarindan koruma islevi gordiigii daha onceki caligmalarda tespit
edilmistir [37-38]. Bununla birlikte noronal hiicrelerde ¢ok diisiik dozlarinin
antioksidan etkisi sayesinde hiicreleri oksidatif stresten uzaklastirdigi ve bu sayede
hiicrelerin apoptotik hiicre 6liimiinden etkilenmelerinin engelledigi yapilan
calismalarda gosterilmistir [39]. Benzer bir ¢alismada Lycopersicon esculentum yani
domates bitkisinde gerceklestirilen tuz stresinde 6nden kisa siireli EBR uygulamasi
sonucunda bitkilerde gerceklesen stres sonucu olusan durumlarin azaldigi
kaydedilmistir [40].

Sekil 2. 3. 24-epibrassinolid molekiiler yapist [41].

Daha oOnce yapilan calismalarda EBR''n 0Ostrojen reseptdriine bagli yolaklarla
baglantili olacak sekilde meme kanseri hiicrelerinde hiicre oliimiinii tetikledigi ve
hiicre dongiistinii durdurdugu gosterilmistir [42]. Bununla birlikte prostat kanseri
hiicre hatlarinda poliamin metabolizmasina bagli olarak 6nemli apoptotik diizenleyici
proteinlerden biri olan p53'ten bagimsiz apoptozu prostat kanseri hiicre hatlarinda
tetikledigi yapilan caligmalarda gosterilmistir [9]. Yapilan diger bir galigmada ise
EBR''n  kolon kanseri hiicre hatlarnda MAPK yolaklart ve poliamin
metabolizmasinin  diizenlenmesinin  saglanmasiyla apoptotik hiicre Slimiinii

tetikledigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [43].
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2.3. EBR'nin Bitki Hiicrelerinde ve Memeli Kanser Hiicrelerinde Etkiledigi

Hiicresel Yolaklar

EBR bitki hiicrelerinde diger brassinosteroidler ile benzer sekilde bitkilerdeki
brassinosteroid reseptorlerinin aktiflestirilmesinde rol oynamaktadirlar. Bu durum
bitkilerdeki stres durumunda hiicrelerdeki brassinosteroid reseptorlerine baglanarak
hiicrelerdeki stres durumundan daha az etkilenmelerinin saglamaktadir [44-45]. EBR
bitkilerde incelendiginde BRI1 ve BAKI reseptorlerinden, BRII reseptoriine
baglanarak bu reseptor ile BAKI1 reseptoriiniin birlikte otofosforlanmasini
saglamaktadir. BRIl'in EBR ile etkilesime ge¢mesi sonucu hiicre iginde
Brassinosteroid Sinyali Kinaz1 1 (BSK1) ve Temel Doniisiimsel Biiyiitme 1 (CDG1)
proteinlerinin hiicre icerisinde aktiflesmesine yol agmaktadir. Bu aktiflesme
sonucunda dimerize olan bu iki protein hiicrelerdeki BRI1 Susturucu 1 (BSU1)
proteininin fosforlanmasina yol agmaktadir [46]. BSU1 burada bitkilerdeki GSK3
benzeri kinaz Brassinosteroidten etkilenen 2 (GSK3-like BIN2) proteininin
defosforlanmasi sonucunda aktivitesinin durmasina yol a¢maktadir [33]. EBR
seviyesinin diismesi durumunda hiicrelerdeki BZR1 ve BZR2 ad1 verilen proteinlerin
BIN2 tarafindan fosforlanmasi saglanir. Bu fosforlanma sonucunda 14-3-3 proteini
tarafindan isaretlenerek bu iki proteinin DNA baglanma islevi durdurulur ve
trankripsiyon yapmasi engellenir [47]. EBR'1n fazla olmasi durumunda BIN2 proteini
BSUI1 tarafindan proteozomal yikimla inaktif hale getirilir ve PP2A proteini
araciligiyla BZR1 ve BZR2 proteinlerinin defosforlanma durumuna gegmesine sebep
olur. Bu durumda hedefi olan proteinlerin transkripsiyonunu saglamak {izere

nukleusa gogmeleri saglanir [48] (Sekil 2.4.).
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Sekil 2. 4. Bitkilerde brassinosteroid reseptorleri ve etkiledikleri yolaklar[33].

Bitkilerdeki tirozin kinaz reseptdrleri ile iliskisi acisindan irdelendiginde EBR
memeli hiicrelerinde benzer islevlere sahip tirozin kinaz inhibitorleriyle iletisime
gegebilecegi Ongoriilmektedir [49]. Bu baglamda EBR'in bitkilerde GSK3 benzeri
protein BIN2'nin inhibisyonunun saglanmasinda yarattig1 reseptor ligand iliskisi
acisindan bakildiginda memeli hiicrelerindeki tirozin kinaz reseptorleri ile zit etkili
olarak calisarak memelilerdeki GSK3p proteininin hiicre c¢ogalmasini arttiric

etkisinin giderilmesinde etkili olacagi diistiniilmektedir [50].

Bununla birlikte daha once yapilan ¢aligmalarda hiicrelerde EBR'nin ER stresine
bagli programlanmis hiicre Oliimiinlin tetiklenmesinde gorev alan proteinlerden
Kalretikulinin seviyesinin disiiriilerek stres cevabinin artisina neden olarak apoptotik

hiicre 6liimiine yol agtig1 prostat kanseri hiicre hatlarinda gosterilmistir [51].

2.4. Apoptoz

Ozellikle karmasik canlilarda hiicrelerin belirli mekanizmalarin kontrolii altinda

boliindiikleri  bilinmektedir. Bununla birlikte bazi mekanizmalar vasitasiyla
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hiicrelerin  hayatlarina son verildigi 6grenilmistir. Bu duruma Onceden
programlanmis hiicre 6limii dense de simdilerde eski Yunanca'da yaprak dokiimii
anlamina gelen apoptoz kelimesi kullanilmaktadir [52]. Apoptoz normal hiicrelerde
bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan, mutasyon gegirmis kromozomlarin
ciftlenmesi durumunda, hormonlar araciligiyla ve normal embriyonik gelisimde
rastlanan bir durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir [53]. Bu durumlarin yanisira DNA
hasarma yol agan UV radyasyonu, iyonize radyasyon, oksidatif stres, replikasyon

hatalar1 ve genotoksinler de apoptozu tetikleyen etmenler arasindadir [54-55].

2.4.1 Apoptozun Molekiiler Mekanizmasi

Hiicrelerde apoptozun gerceklestirilmesinde gorevli proteinlerin gorev aldig farkl
yolaklar calismaktadir. Bunlardan kaspazlara bagli olan, kaspazlardan bagimsiz ve
mitokondrial etkilesim ile gerceklesen apoptoz sekilleri tespit edilmistir. Kaspaz
genel sistein proteazlara verilen bir isim olarak karsimiza c¢ikmakta olup farkli
kaspazlar farkl faktorler tarafindan uyarilarak apoptozu tetiklemektedirler. Ornegin;
TNF-a kaspaz-8 in kesilmesini saglayarak kaspaz kaskadini baglatmaktadir [56].
Mitokondri tizerindeki Bcl-2 proteininin aktiflesmesiyle birlikte Bcl-2 ailesi
proteinlerinden olan Bax, Bim, PUMA gibi apoptozu tesvik eden proteinlerin
aktiflesmesini ve bdylece mitokondriden sitokrom c saliniminin gergeklesmesi ve
kaspaz-9'un kesilmesi ve kaspaz kaskadinin baslamasi seklinde bir hiicre 6lim
yolaginin agilmasi saglanabilmektedir. Ayn1 zamanda UV veya X-iginlar1 sebebiyle
olusan reaktif oksijen tiirevlerinin artmasi da mitokondri membranmnin diizenini
bozarak bu durumu saglayabilmektedir [57]. Bu durumlarin yanisira UV'nin direkt
olarak mitokondriyi etkilemesi ve sonucunda AIF (Apoptoz Tetikleyici Faktor)
proteini vasitasiyla veya endoplazmik retikulum vasitasiyla olusturulan DNA
hasarinin onarilmasini engellenmesi PARP-1 (Poly ADP riboz polimeraz) proteininin
anlatiminin artmasi1 ve kesilmesi sonucunda bu proteinin gérevi olan DNA hasarinin
onarilmasininin  engellenmeyecek  sekilde kesilmesinin  gerceklesmesi  ve

kaspazlardan bagimsiz apoptozun tetiklenmesini saglamaktadir [58].
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2.4.1.1. Kaspazlar

Apoptoz sinyallerinden olusan mekanizmada goérevli proteinlerin genleri ilk kez C.
elegans model organizmasinda belirlenmistir. Bu canlinin gelisimi sirasinda 1090
somatik hiicresinden 131'i apoptoz araciligiyla 6lmektedir [59]. Apoptozu saglayan
proteinler CED proteinleri olup bu proteinlerin memelilerdeki homologlar1 kaspaz
adin1 alan sistein proteazlardir [60]. Sistein proteazlar hiicrelerde kesilmemis
formlar ile sentezlenirler. Kaspazlarin homodimerizasyonu, proteolitik yikim ya da
bagska proteinlerle etkilesime  gecerek  kesilimleri  gerceklesmekte  ve
aktiflesmektedirler [61]. Memelilerde kaspazlarin 14 izoformu bulunmaktadir ve

baslatic1 kaspazlar, etkili kaspazlar ve inflamatuar kaspazlar olmak tizere 3 farkli

gruba ayrilmislardir.

Apoptoz

Baglatici Etkili inflammasyon

Caspase 3 |
Caspase 6 |
Caspase 7 |

Caspase 14 |

Caspase 2 [ 1|

Caspase 4 |

Caspase 1 [ 1]
]
Caspase 5 {

Caspase 9 |
Caspase 12-L [ 1]

Caspase 12-S [

Caspase 8 [ [ |
Caspase 10 [ |

Sekil 2. 5. Memeli hiicrelerinde gorevli kaspaz proteinleri [62].

Baslatici kaspazlar kaspaz-2, 8, 9, 10 olmak {izere 4 tanedir (Sekil 2.5.). Kaspazlar

mitokondri veya hiicre zarindaki reseptorlerden gelen hiicre 6limi sinyalleri ile
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aktifleserek etkili kaspazlar1 kesmesini ve aktiflestirmesini saglayarak apoptotik
sinyalin c¢alismasini saglarlar [62]. Cellat kaspazlar olarak da adlandirilan etkili
kaspazlar kaspaz-3, 6 ve 7'nin kaspaz kaskadinin sonucunu olusturdugu (Sekil 2.5.),
esas olarak kaskadin sonunda kaspaz-3'lin esas islevi gordiigi, bu islevlerinin
apoptozda gerekli kromatin farklilagmasi, DNA parcalanmasi, ¢ekirdegin ¢okmesi
gibi durumlarini sagladigi, esas islev olarak DNA onarimini engellemek i¢cin PARP
kesilimini gerceklestirdigi, Lamin A proteinlerinin kesilimini gerceklestirerek hiicre

morfolojisini bozdugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir [63].

2.4.1.2. Bcl-2 Ailesi

Apoptozun tetiklenmesi iki farkli sekilde, mitokondri kaynakli veya hiicre
membranindaki 6liim reseptorleri araciligiyla olabilmektedir. Bu baglamda 6lim
sinyalinin kaynagi hangisi olursa olsun hiicre 6liimii sinyali Bcl-2 ailesi proteinleri
ile diizenlenmektedir. Ilk olarak Burkit lenfomasinda sagkalimi tetikleyen protein
olarak kesfedilen Bcl-2 proteinini de kapsayan Bcl-2 ailesi proteinleri iki ana gruba
ayrilmaktadir; apoptozu tetikleyenler ve apoptozu baskilayanlar [64]. Bcl-2 ailesi
liyesi proteinlerinde 4 farkli homoloji bolgesi bulunmaktadir. Bunlar BH1, BH2,
BH3 ve BH4 olarak isimlendirilmektedir. Bu bolgelerden BH1, BH2 ve BH3
bolgelerini barindiran Bax, Bak gibi proteinler ve sadece BH3 bulunduran Bim, Bid,
Bad gibi proteinler apoptozu tetikleyen Bcl-2 ailesi proteinlerindendir. Ayrica BH4
bolgesini igeren Bcl-2, Bel-x, Mcl-1 gibi proteinler ise apoptozu baskilayan Bcl-2
ailesi proteinleridir [65-66] (Sekil 2.6.).
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Sekil 2. 6. Bcl-2 protein ailesi iiyeleri ve BH bolgeleri bulundurma durumlar [67].

Bcl-2 ailesi proteinlerinden apoptozu tesvik edenler mitokondrinin dis membraninda
bulunarak burada mitokondri membran gegirgenligini degistirerek mitokondriden
sitokrom ¢, AIF gibi molekiillerin salimimini tetikleyerek apoptozu tesvik ettikleri
bilinmektedir [68]. Apoptozu tesvik eden Bcl-2 protein ailesi iiyeleri bu durumu
mitokondri membranm1 iizerinde iyon kanallar1 olusturabilme yetenekleriyle
olusturabildikleri gosterilmistir [69]. Apoptozu baskilayan Bcl-2 ailesi proteinleri ise
bu iyon kanallarmmin  acilmasim1i = zit  yonde  etkileyerek islevlerini

gerceklestirmektedirler.
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2.4.2. Apoptoz Tipleri

Hiicrelerde simdiye kadar tespit edilmis iki ana apoptoz yolagi bulunmaktadir.
Bunlar digsal-reseptor bagimli yolak ve i¢sel yolak olarak adlandirilmaktadir. Ancak
bu iki yolak hiicre igerisinde capraz etkilesim ile hiicre Oliimiine yol acabildigi

gosterilmistir [70].

2.4.2.1 Reseptor Bagimli Apoptotik Yolak

Hiicrelerde TNF-a gibi 6liim reseptorlerinin diizenlenmesi ve sonucunda kaspaz-8'in
kesilmesi ile sonuglanan, sonucunda kaspaz kaskadinin baglatilmasi seklinde yiirtiyen
yolak reseptor bagimli yolak olarak adlandiriimaktadir [71]. Reseptdr bagimli yolak
ile tetiklenen apoptoz iki sekilde gergeklesmektedir. Bunlardan ilki; olim
reseptorleriyle aktiflesen kaspaz-8'in etkili kaspazlar1 aktiflestirmesi seklinde
gerceklesir. Ikincisi ise; yine 6liim reseptorleri araciliiyla aktiflesen kaspaz-8, Bcl-2
ailesi tiyelerinden Bid'in kesilimine ve sonug olarak mitokondriyel apoptotik yolagi
aktiflestirmesine sebep olmaktadir [72] (Sekil 2.7.). Reseptor bagimli yolakta dliim
reseptorlerinin ligandlariyla baglanmasinin ardindan kaspaz-8 ve kaspaz-10 ile
etkilesime gecerek Oliimii tetikleyen sinyal kompleksinin (DISC) olusmasi
saglanmalidir. Hiicre i¢inde bu kompleksin olusmasin1 engelleyen kaspaz-8
homologu olan FLICE (FADD-benzeri interlokin-13 ¢evren enzim) inhibitor proteini
(FLIP) [31] ise hiicrede apoptozu baskilayici gorev tistlenmektedir [73].

2.4.2.2. I¢sel Apoptotik Yolak

Mitokondri membraninin gegirgenliginin bozulmasi sonucunda hiicrelerde bir 6lim
sinyali olugsmaktadir. Bu durum igsel apoptotik yolak olarak adlandirilmaktadir.
Mitokondri membrani gecirgenliinin bozulmasi sonucunda sitoplazmaya sitokrom
c, AIF, DIABLO, bir DNAaz olan endonukleaz G gibi proteinlerin salinimi
gerceklesmektedir [74]. Salimimi gergeklesen sitokrom ¢ aktif olmayan halde
bulunan Apaf-1 molekiiliine baglanarak apoptozom kompleksini olusturmaktadir.
Apoptozom kompleksi kaspaz-9 kesilmesine sebep olarak etkileyici kaspazlarin

kesilmelerini tetikler [75] (Sekil 2.7.). Sonug olarak kaspaz-9 vasitasiyla kesilimi

17



gerceklesen etkili kaspazlardan kaspaz-3 hiicrenin apoptozu gergeklestirmesini

saglar.
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Sekil 2. 7. i¢sel ve reseptér bagimh apototik yolaklar [76].

Hiicrelerde bu yolaklarin ¢aligmasinda etkili proteinlerden biri olan p53, DNA hasari,
hipoksi ve asir1 onkogen anlatimi1 durumlarinda hiicrenin apoptoza gonderilmesinde
gorev alan timor baskilayici bir protein olma o6zelligindedir [77]. p53 hiicrelerde
belirtilen kosullarin sonucunda hiicrelerin ig¢sel apoptotik yolagin aktiflestirilip

aktiflestirilmemesinde hiicrenin karar vermesini saglayan kilit protein olarak

karsimiza ¢ikmaktadir [78].
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2.4.2. p53

pS3 hiicrelerde genomun gardiyani olarak adlandirilan aslen tiimor baskilayici
protein olarak TP53 geninden iiretilen, hiicrelerde stres ve DNA hasar1 durumlarinda
hiicreyi apoptoza siiriikleyen bir protein olarak karsimiza ¢ikmaktadir [79]. p53'in
hiicrelerdeki apoptozu tetikleme islevini gerceklestirmesi apoptozu tetikleyen
proteinlerin anlatim seviyelerini diizenleyerek gergeklesir. Bu durum mitokondri
membran gecirgenligini diizenleyen proteinlerin anlatim seviyelerini degistirmesi
araciligiyla apoptozun tetiklenmesi seklinde gerceklesmektedir [80-81]. Kanser
olusumuna sebep olan p53 mutasyonlarmin %801 p53'tin DNA'ya baglanma
bolgesinde gerceklesmektedir [82]. Bu baglamda p53'in anlatimii diizenledigi
proteinler mitokondri membraninin gegirgenligini diizenleyen Bax, PUMA, Bim gibi
Bcl-2 ailesi proteinleri olup Bcl-2 ve bu ailenin iiyelerinin biiyiik bir kisminin

anlatimmin diizenlenmesinde p53 gorev almaktadir [83-84].

p53 metabolizmast hiicrelerde  MDM-2 adi verilen bir protein vasitasiyla
saglanmaktadir. MDM-2 hiicre sitoplazmasinda p53 ile dogrudan baglanti kurarak
diger proteinler ile kurdugu iletisim sonucu p53 proteininin aktivitesini diizenlemekle
gorevli proteindir [85]. p53'in hiicrelerdeki apoptotik islevinin diizenlenmesinde
gorevli proteinlerin esas hedefi bu sebeple MDM-2 proteini olmakta olup MDM-
2'nin  aktivitesinin  degistirilmesi  vasitasiyla hiicrelerde p53'in  aktivitesi
diizenlenmektedir. Ayrica p53'iin aktivitesinin diizenlenmesi MDM-2'yi p53 ile
direkt baglanti kurararak ubikuitin aracili proteozomal bozunmasi yolu ile
gerceklesebilmektedir [86-87] (Sekil 2.8.). Benzer sekilde, p53'in aktivitesi
translasyon sonrasi diizenlenme mekanizmalarindan fosforlanma vasitasiyla
diizenlenmektedir. Bu diizenlenme isleminde p53'iin diizenlenmesinde en fazla isleve
sahip olan fosforlanma bolgesi Serl5 olarak karisimiza c¢ikmaktadir. Serl5
fosforlanma bolgesi p53'in DNA hasart durumunda yanit olarak olusturulan
aktivasyon bolgesi olarak karsimiza ¢ikmaktadir [88-89]. Ayn1 zamanda metabolik
stres ve glukoz eksikligi durumlarinda da p53'in Serl5 {izerinden fosforlanma

gecirdigi bilinmektedir [90]. Ancak bu durum p53'in aktivitesini saglamakla birlikte
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MDM-2 ile p53 arasindaki iliskide Serl5 fosforlanmas: durumunda MDM-2'nun
p53'i proteozomal yikiminda aktif rol oynayan fosforlanma bolgesi oldugu da
belirtilmistir [91] [92].

// . \@ Mdm-2 A\

Sekil 2. 8. p53'iin aktivitesinin kontrolii MDM-2 aracilig ile saglanir.

p53 proteininin aktivitesinin diizenlenmesinde gorevli diger bir molekiil olarak GSK3[
proteini kargimiza ¢ikmaktadir. GSK3 proteini ile p53'in direkt olarak baglantiya gegerek,
p53'ln transkripsiyonel aktivitesinde farklilik gergeklestirdigi tespit edilmistir [93]. Bununla
birlikte yapilan ¢alismalarda GSK3B'nin MDM-2 proteinin fosforlanmasini tetikleyerek p53
proteini havuzunu diizenledigi de tespit edilmistir [94]. Ancak hiicrelerde glikojen
metabolizmasinin diizenlenmesinde gorevli protein olan GSK3p proteini aym
zamanda bazi kanser tiirlerinde Wnt yolagi ile olan etkilesimi sebebiyle hiicrelerde
cogalmay1 tetikleyici etki gosterebilmekte, kanser hiicrelerindeki énemli apoptoz
yolaklarindan bagimsiz bir sekilde hiicrelerin boliinme durumlarini agresif bir hale

getirebilmektedir [95].
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2.4.3. GSK3p

Hiicrelerde glikojen metebolizmasinin diizenlenmesinde gorev alan, hem bitki
hiicrelerinde hem de memeli hiicrelerinde analoglar1 bulunan, hiicresel metabolik
stres durumunda hiicre sagkalimi ile alakali proteinler tarafindan aktivitesi
diizenlenen, memelilerdeki formu 47 kDa olan proteindir. Memeli hiicrelerinde esas
olarak Wnt yolag: ile etkinligini gosteren GSK3p bu yolak vasitasiyla hiicrede
bliylimeyi tesvik etme ve sagkalim durumlarinin diizenlenmesinde gorevli protein
olarak karsimiza ¢ikmaktadir [96]. GSK3[ bu aktivitesi vasitastyla Wnt yolagindaki
GSK3Bmin da icerisinde yer aldigi protein kompleksinin ayrilmasini saglayan
reseptorler vasitasiyla P-katenin proteininin  nukleusa gogmesi saglanarak

hiicrelerdeki sagkalim yolaginin ¢aligmasi saglanmaktadir [97].

Wnt proteinini ligand olarak taniyan frizzled (kivrilmig) ve LRP5/6 (lipoprotein
reseptorii iligkili protein 5/6) G-proteini ile iligkili reseptorleri, Wnt proteini
yoklugunda APC, Aksin, CK1 ve GSK3p'dan olusan protein kompleksinin
birbirlerinden ayrilmalarini saglayamamaktadirlar. Bu durum B-katenin proteininin
fosforlanmasina yol agmaktadir. Fosforlanan B-katenin ubikuitin aracili proteozomal
yikim ile islevini yerine getiremez hale getirilmektedir. Ancak Wnt proteininin bu
reseptorlere baglanmasi sonucunda frizzled reseptoriine baglanan dishevelled
(karmakarigik) proteini vasitasiyla bahsedilen kompleksteki proteinler birbirlerinden
ayrilmakta, bu kompleksteki proteinlerden Aksin proteini LRP5/6 reseptoriine
baglanarak kompleksin islevini kaybetmesine ve GSK3f araciligiyla gerceklesen f3-
kateninin fosforlanmasinin engellenmesine sebep olmaktadir [98]. Bu durumda (-
katenin nukleusa gocerek TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid enhancer factor) ile
birlikte hedef genlerinin anlatimimi saglar. Hiicrelerde hedef genleri inflammasyon

olusturan genler oldugu bilinmektedir [99] (Sekil 2.9.).
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Sekil 2. 9. Wnt sinyal yolaginin aktiflesmesi ve p-catenin’in nukleusa gogii [100].

GSK3Bmin diizenlenmesinde gorevli baglica protein olarak Oncelikle insiilin
reseptorii tarafindan aktivitesi kontrol edilen PI3K (Fosfoinositol 3 kinaz) ve PI3K
vasitasiyla aktiflestirilen Protein Kinaz B diger bilinen adiyla Akt proteini
GSK3B'nin inhibisyonunu saglayarak glikojen sentezini yavaslatir. Bu duruma ayni
zamanda PDK-1 (Protein Kinaz-1) proteini de sebep olmaktadir. Boylece hiicrede
kullanima hazir glikozlarin miktar1 artarak hiicreye fazladan enerji saglanir [101].
Ancak kanser hiicrelerinde GSK3p inhibisyonu hiicrelerdeki stres seviyesinin artisina
sebep olarak hiicrelerin sagkalim yolaklarinin g¢alismasimin durdurulmasina yol
agmaktadir [102]. Bununla birlikte GSK3p aktivitesi tau adi1 verilen ve mikrotiibiil
sabitlenmesinden sorumlu olan proteinin asir1 fosforlanmasina sebep olmaktadir
[103]. Asirt fosforlanan tau proteini amiloid-p proteininin diizgiin sekilde iskelet
yapist kurmasini saglayamadigindan bu proteinin birikmesine sebep olarak sinir
hiicrelerinde toksik etki yapmasinin sonucunda AD olusmasina sebep olmaktadir
[104].
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2.4.4. MAPK Yolagi, FoxO3a, SAPK/INK ve Apoptotik Hedefleri

MAPK'lar, yani mitojen ile aktiflesen protein kinazlari hiicrelerde hiicre digindan
gelen sinyalleri hiicre igerisinde etkilerinin gergeklestirilmesinde gorev alan,
hiicrelerde bu baglamda farkli MAPK yolaklar1 kullanilarak gen anlatimlari, mitoz,
metabolizma, hiicre hareketleri, sag kalim, apoptoz ve farklilasma siireclerinin

diizenlenmesini saglamaktadirlar [105].

p38 iligskili MAPK sinyal yolagi hiicrelerde stres ile diizenlenen MAPK olarak kayda
geemektedir. p38'in aktiflesmesini saglayan etkenlerden UV radyasyonu, hipoksi
kosullari, oksidatif stres gibi durumlardan etkilenebilmektedir [106]. p38'in etkiledigi
proteinler goz 6niine alindiginda FoxO3a proteininin fosforlanmanin azalmasina yol
acarak FoxO3a proteininin nukleusa go¢mesini saglamakta, bu durumda FoxO3a'nin
transkripsiyonel aktivitesini tetikleyerek hiicrelerde apoptozu tesvik etmektedir
[107]. FoxO3a p38 MAPK, Akt yolagina alternatif olarak hiicrelerde GSK3p'nin
inhibe olmasina ve hiicre ¢ogalma sinyalinin kesilmesine sebep olabilmektedir [108].
FoxO3a proteininin diger bir transkripsiyon aktivitesini diizenleyen protein olarak
14-3-3 proteinlerinden 14-3-3z karsimiza ¢ikmaktadir [109]. 14-3-3z FoxO3a
proteinine nukleusta baglanarak sitoplazmaya tekrar go¢gmesini saglamakta ve bu

cevabin geri ¢ekilmesinde gorev almaktadir.

Bir diger MAPK sinyal yolagi oyuncusu olan SAPK/JNK yani stres ile iliskili
protein kinazlari/c-jun N-terminal kinazi hiicrelerde farkli MAPK yolaklarindan
etkilenmektedir. SAPK/JINK sinyal kaskadi onkogenlerin anlatimini arttirdigi ve
boylece sagkalim sinyali tetiklenmektedir [110]. Bu baglamda SAPK/JNK
proteininin aktivitesininin azalmasi kanser hiicrelerinde hayatta kalim sinyalinin
kesilmesine ve apoptozun tesvik edilmesi anlamina gelmektedir. Bununla birlikte
yapilan ¢aligmalarda GSK3p'nin SAPK/IJNK fosforlanmasini1 azaltarak hiicrelerde
sagkalim sinyalini kestigi ayn1 zamanda EBR'n farkli hiicre hatlarinda SAPK/JINK
fosforlanmasin1  azaltarak hiicre sagkalim yolaklarinin etkinligini azalttig

belirlenmistir [111] (Sekil 2.10.).

23



Stres Hiicre Disi

Sitozol

Thr180
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Sitozol

Nukleus

Sekil 2. 10. p38 MAPK ve etkiledigi yolaklar.

p38 MAPK proteini fosforlanmasi vasitasiyla diizenlenen p70S6K proteini
hiicrelerde mTOR kompleksi diizenlenmesi saglanan bir protein olarak karsimiza
¢ikmakta olup hiicrelerde translasyon mekanizmasinin diizenlenmesine goérevli bir
protein olarak karsimiza ¢ikmaktadir [112]. Hiicrelerde p38 MAPK fosforlanmasi ile
GSK3p fosforlanmasinin diizenlenmesinin yaninda hiicrelerdeki p70S6K proteininin
de fosforilasyon seviyesini diislirerek hiicrelerde protein anlatiminin azalmasina yol
acmakta ve hiicrelerdeki ER stres durumunun olustugunun habercisi oldugu yapilan

caligmalarda gosterilmistir [113].

24



2.5. Endoplazmik Retikulum Stresi

Hiicrelerde protein anlatiminin ve katlanmasinin diizenlenmesinde gorevli olan
organel olarak karsimiza ER ¢ikmaktadir. Hiicrenin ihtiya¢ duydugu protein anlatimi
seviyesi normal durumlarin istiine ¢iktiginda, hiicrelerdeki ER'da bulunan protein
katlayic1 proteinler yani saperonlar yetersiz kalmaktadir. Bu durumda hiicrelerde
UPR olusmaktadir. Bununla birlikte katlanmamis protein cevabinin hiicrede yarattigi

stres durumuna endoplazmik stres ad1 verilmektedir [114].

ER stres sonucunda olusan UPR hiicrelerde 3 farkli ER reseptor proteini gorev
almaktadir. Bunlar; inositol gerekliligi proteini-loe (IREla), protein kinaz RNA
benzeri ER kinazi (PERK) ve aktiflesen transkripsiyon faktorii-6 (ATF6) olarak
karsimiza c¢ikmaktadir [115]. Bu proteinleri ER saperonlarin immiinoglobine
baglanan protein (BiP) inhibe etmektedir. ER stres durumunda BiP'in saperon
islevini yerine getirmek i¢in bu proteinlerden ayrilmast UPR'm olusumunu
tetiklemektedir [116]. Bu asamada PERK ve IREla proteinleri otofosforlanma
gecirerek dimerize olur ve hedeflerinin tetkilenmesini saglamakatadir. ATF6 ise bu
durumda ER membranindan Golgi aparatina tasmir ve modifikasyon gegirir.
Modifikasyon gegiren ATF6 niikleusa go¢ gergeklestirerek hedef proteinlerinin
anlatimimi gergeklestirir [117-118] (Sekil 2.11.).
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Sekil 2. 11. ER stress durumunda UPR olusturan proteinler ve yolaklari [119].

UPR'1 olusturan proteinlerden IREla, RNAaz aktivitesi sayesinde X-box protein-1
(XBP-1) proteininin RNA'sinin kesilmesini saglayarak islevli XBP-1 proteini
olusturulmas1 saglanir. Bu vasitayla hiicrelerde XBP-1'mn transkripsiyon gorevi
acilarak hiicrelerde stresin Oniine gececek proteinlerin anlatimini arttiracak sekilde
islev gormesini saglar [120]. Bununla birlikte IRE1a TNF reseptorii baglantili faktor
(TRAF2) ve apoptoz sinyali diizenleyici kinaz-1 (ASK1) kompleksi araciligiyla
Janus Kinaz (JNK) proteininin fosforlanmasimi saglar. JNK bu asamada apoptozu
tesvik eden proteinlerin anlatimlarini arttirirken apoptozu baskilayan proteinlerin
anlatimlarini azaltir. Ayn1 zamanda TRAF2 ve ASK1 kompleksi araciligiyla aktive
olan IKK (IxB kinaz) ile NF-kB sinyalini aktiflestirerek hiicrelerde yangi durumunun

olugsmasimi tesvik etmektedir [121]. IREla ayni zamanda ER strese bagli kaspaz
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kaskadinin ilk asamasi olan kaspaz-12'nin aktiflesmesinde rol oynamaktadir [122]
(Sekil 2.12.).

UPR'in olusturulmasindaki diger protein olan PERK; gegirdigi otofosforlanmasindan
sonra Okaryotik baglatma faktorii 2a'nin (elF2a) fosforlanmasini saglayarak
translasyonunun durmasini tetiklemektedir [123]. Bununla birlikte ATF4 proteininin
nukleusa go¢mesini saglayarak CHOP proteininin  anlatiminin  artmasini
saglamaktadir [124]. CHOP proteini anlatimi oldugunda niikleusa FOXO3a proteini
araciligr ile saglanmaktadir. Bu kosullar saglandiginda CHOP proteini hiicrelerde
PUMA, Bim gibi apoptozu tesvik eden, normalde p53 proteini ile anlatimi saglanan

proteinlerin anlatimini tetiklemektedir [124].

UPR
aktiflesmesi

Translasyonun
Durmasi

04’0034.3"). |nﬂamma on W°2 ad ﬁm m sagka“memm Xml.CHOP,
T WL—&‘—] [———J
g J

Sekil 2. 12. Memeli hiicrelerindeki ER stres yolaklari ve hedef proteinleri [125].

L

Bunlarla birlikte ATF6; ER stres olusmasi durumunda Golgi aparatina vesikiil
aktarimi ile gecerek burada bolge-1 ve bolge-2 proteazlari vasitasiyla modifikasyona
ugratilir. Sonucunda modifiye olan ATF6 nukleusa gogerek hedef proteinlerinin
anlatilmalarini saglar. ATF6'nin hedef genleri ER saperonlaridir [126]. Bu asamada

ATF6'nin gociiyle birlikte BiP proteininin yanisira ER membranina bagl kalneksin
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ve ER limeninde serbest sekilde islevini goren kalretikulin gibi saperonlarin
anlatimlarmin da diizenlenmesinde gorev almaktadir. Bu agsamada kalneksin ve
kalretikulin ayn1 zamanda hiicredeki kalsiyum metabolizmasinin da diizenlenmesinde
gorev almaktadir. Bu gorevin yaninda kalneksin ve kalretikulin proteinlerin dogru
katlanip katlanmamalarinin kalite kontroliinde de gorev almaktadirlar [127-128]

(Sekil 2.12.).

2.6. Model organizma olarak Caenorhabditis elegans

C. elegans kendi basina yasayabilen yani parazit olmayan nematod sinifindaki bir
organizmadir. Ik olarak anatomisinin ve davranislarmin iyi bilinmesi sebebiyle 1965
yilinda Sydney Brenner tarafindan model organizma olarak gosterilmistir. Bu bulus
"Doga'nin Bilime Armagant”" adiyla yaymlanmasi sonucunda 2002 yilinda Sydney

Brenner'a nobel 6diilii kazandirmistir [129].

C. elegans genomu az miktarda ve kisa intronlartyla birlikte igerdigi 100 milyon baz
cifti ve 20.000 gen igermekle birlikte insan genomunun %3’i, Escherichia coli
prokaryotik organizma genomunun 20 kati biiylikligiindedir [130]. Biyoinformatik
analizler sonucu C. elegans genomunun memeli genomu gen ve gen riinleri ile %40
homoloji gosterdigi, 6zellikle insan hastalik genleri ile %65 oraninda benzerligi
bulundugu bilinmektedir [131]. 6 ¢ift homolog kromozomu bulunup bunlardan 5
tanesi otozomal kromozomlarini 1 tanesi ise cinsiyet kromozomlarini belirtmektedir.
Nematod hermafrodit ve erkek birey olmak iizere iki farkli cinsiyete sahip
olabilmektedir. Hermafrodit bireyler XX genotipine sahip olup sperm ve yumurtanin
her ikisini de iiretebilmekte, kendi kendini dollemekle birlikte homozigot bireyler
olusturup genetik olarak identik doéller meydana getirebilirken erkek birey tarafindan
da kemotaksis yonlenmeleri ile dollenebilmektedirler. XO genotipine sahip erkek
bireyler yalnizca sperm tiretebilme kapasitesine sahiplerdir ve bir hermafrodit birey
ile ¢iftlesebilirler. Hermafrodit bireyler ile erkek bireyler arasindaki .4 asamasinda

belirginlesen fizyolojik farklardan biri de hermafroditlerdeki kuyruk yapisinin sivri
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ucla sonlanmasi, erkek bireylerdeki kuyruk yapisinin ergin bireylerde kiireksi bir hal

almasidir [132].

B ~1mm

Sekil 2. 13. A) C. elegans model organizmasinin anatomik yapisi [133] ve B) ergin C.

elegans model organismasimin mikroskopik goriintiisii [134]

C. elegans’lar lizerinde genetik, toksikolojik ve hastalik modellemeleri {izerine
deneyler yapilabilmektedir. Bu asamada model organizma olarak mutant bireylerin
olusturulmasi ve farkli suslarin elde edilmesi saglanmistir [135]. C. elegans model
organizmasini Ozellikle diger model organizmalardan ayiran tarafi davranislarinin
bilinmesi ve sinir sisteminin memeli model organizmalariyla kiyaslanabilecek
sekilde gelismis olmasidir (Sekil 2.13.). C. elegans model organizmasinin sinir
sistemi toplamda 302 nérondan olugsmaktadir. Bu noronlar 118 farkl: hiicre ile sinaps
olusturmaktadir. Bu agsamada noronlar organizmadaki neredeyse tiim hiicrelerle
sinaps kurmakta ayrica bu sinapslarin durumu diger hayvanlar ile benzer sekilde

gerceklesmektedir. Bu baglamda bir C. elegans model organizmasimin Sinir
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sisteminin yaptig1 baglantilar yaklasik 5000 kimyasal sinaps, 2000 néromuskular
baglanti ve 600 ara baglantidan olusmaktadir [136].

2.6.1. C. elegans Yasam Dongiisii

C. elegans kisa yasam dongiisii ve gelisimsel evrelerinin tanimlanmis olmasi ile
model organizma olarak kullanilmis, ideal gelisim sicakligi olan 22°C de 2.5,
20°C'de 3.5 giinde yasam dongiisiinii tamamlarken, 8°C'nin altinda gelisimleri
durdugu ve 27°C'nin iizerinde iireme yeteneklerini kaybettikleri bilinmektedir [137].
Embriyonik dénem oncesi gelisimin baslamasi hermafrodit cinsiyete sahip bireyin
sperm kesesinde tirettigi spermler ile kendi kendini déllemesi ya da bir erkek birey
ile dollenmesi sonucu hermafrodit bireyin uterusundaki vulval agikliginda biriktirilir.
C. elegans embriyogenezi proliferasyon, organogenez ve morfogenez agsamalarini
icermektedir. Embriyogenezde hiicre ¢ogalmasi sirasinda tek hiicrenin ilk boéliinme
gecirmesi dollenmeden yaklasik 40 dakika sonrasinda, yumurtadan ¢ikma &ncesine

kadar 558 hiicre iceren agsamaya kadar gelmektedir [138].

Time Elapsed: 00:00:05

Sekil 2. 14. C. elegans embriyogenez asamasi [139].
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Proliferasyon agamasini takiben boliinen hiicrelerin gasturlasyonunun baglamasi ve
hiicrelerin organ sistemlerinin olusturmalar1 i¢in gogii proliferasyon sonrasi hiicre
bliylimelerinin olmasi ve 30 hiicreli asamaya ulasilmasi ile baslamaktadir (Sekil
2.14.). Hipodermis ve sinir sistemi hiicrelerini olusturan ektoderm, kas ve farinks
yapisini i¢eren mezoderm ile ireme ve sindirim sistemini meydana getiren endoderm
olmak iizere temel tabakalanma meydana gelmektedir. Organogenezin meydana
gelmesi ile nematodun temel viicut yapilanmasinin gergeklesmesi tamamlanmis
olmaktadir. C. elegans embriyolari ¢camasir suyu gibi ¢evresel stres faktorlerine
dayanikli yapiya sahip olduklarindan senkronizasyon ya da bakteriyel kontaminantlar
icin yapilan uygulamalarda yalnizca embriyolar yasamsal faaliyetlerini devam
ettirmektedirler [140]. Yumurtadan ¢ikan bireyler ideal kosullar altinda yasam
dongiisii boyunca 3-4 giinde tamamlanan 4 gelisim basamaginin (L1, L2, L3, L4) ilki
olan L1 agamasinda olmaktadirlar (Sekil 2.15.).

Fertilizasyon A
Oogenez Embriyogenez

Spermatogenez Yumurta Birakma

45

Caenorhabditis elegans’in

25°C’daki Yasam Dongilsi

Sekil 2. 15. C. elegans yasam dongiisii [141].
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Nematod yasam dongiisi boyunca L[4 asamasinda kadar gelisimini
tamamlayabilirken, ideal olmayan g¢evre faktorlerinde maruz kalmasi durumunda
alternatif gelisim yolagimi terci etmektedir. Besinsel yoksunluk ve rediiklenme,
yiikksek sicaklik stresi, asiri popiilasyon yogunlugu gibi uygun olmayan gevre
kosullart olustugunda L1/L2 (L2d) ya da L3 (L3d) larval asamalarinda dauer
formuna girmektedirler [142].

Dauer formundaki larvalar gézlemsel olarak diger larvalardan daha kiigiik boyutta,
hareket diizeyleri sabit, gelisimsel olarak tutulma asamasinda olup doku biiyiimeleri
yavaglatilmig durumdadir. Nematodlar bu asamada stres faktorlerine karst normal
larvalara gore stres direngleri yiliksek oranda artmis ve daha uzun yasama
kapasitesine sahip olup, yasamlarini aylarca siirdiirebildikleri bu forma yaslanmayan
gelisim formu adi verilmistir. Ergin bireyler ideal kosullar altinda 2-3 hafta
yasamaktadir. C. elegans uzun siireli saklanmak istendiginde -80°C'de

saklanabilmektedir.

2.5.1. Alzheimer Hastaligi Modeli Olarak C. elegans

Memeli organizmalarda ila¢ denemeleri yapilmadan 6nce daha basit organizmalarda
deneylerin gerceklestirilmesi daha hizli cevaplarin alinmasinda 6nemli bir asama
olarak gboze carpmaktadir. Bazi hastaliklarin hangi genetik etkilesimlerin ve
mutasyonlarin  sonucunda olustuklarinin  bulunmasinda C. elegans model
organizmasinda gergeklestirilen deneyler ile bulunmustur. Bu asamada C. elegans
model organizma olarak hem hizli veri alinmas1 hem de maliyetinin diisiik olmasi
acisinda avantaj saglamaktadir [143]. Bu asamada tedavi siiregleri i¢in arastirmalar
halen Tip 2 diyabet [144], depresyon [145] AD [146] gibi hastaliklarda devam
etmektedir. Adi gegen hastaliklarin genetik  belirteglerinin - C.  elegan’ta

homologlarinin gosterilmesinin ardindan bu organizma kullanilmaya baslanmistir.

AD beyin hiicrelerinde birincil olarak amiloid-p42 (Ap42) plaklarinin olusmasi ve
sonucunda hiicre oliimiiniin gergeklesmesi durumunda olusan hastaliga verilen

isimdir. Birgok model organizmada bu durumun sebepleri arastirilmistir. Ap,
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transmembran amiloid 6ncii proteinin (APP) proteolitik olarak kirilmasi ile meydana
gelen peptid ailesine mensuptur. B- ve y- sekretaz dahil gesitli enzimatik sindirim
APP'yi kirar ve AP proteinin farkli tipleri meydana gelir. Sekretaz aktivitesinin ¢ogu
B-APP kirma enzimi 1 geni (BACE1) tarafindan kodlanan integral membran protein

aspartil proteazdan kokenlenir [147].

Bu arastirmada kullanilan model organizmalardan biri C. elegans'tir. Bu asamada
amiloid-B anlatimi arttirilan C. elegans transgenik suslarinda AD olan bireylerdeki
sinir hiicrelerine benzer sekilde asir1 reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve stres ile
alakali proteinlerin anlatim seviyelerinde artis oldugu gézlemlenmistir [148]. Yapilan
caligmalarda ayrica hastalik gelisiminde bir diger mekanizmasnin tau adi verilen
proteinin asir1 fosforlanmasi gosterilmistir. Tau proteinin hiperfosforile halde
patolojik birikimi norofibriller yumaklar halinde hiicre i¢inde birikime ve apoptotik
hiicre 6liimiine neden oldugu gosterilmistir [149]. Bu hiperfosforlanma da GSK3p3
fonksiyonel olarak gosterilmis ve inhibitdrleri potansiyel AD tedavisi i¢in
onerilmistir [150]. GSK3p in vitro’da ve nérobozunma hiicre kiiltiirii modellerinde
hem primer, hem de ikincil fosforlanma boélgelerinde Tau’nun hiperfosforlanmasini
uyardigr gosterilmistir [151]. Bu da GSK3’lin norofibrillerin olusmasina dahil olan
onemli bir Tau kinaz1 oldugunu gdsterir. Buna uygun olarak, GSK3p transgenik
farede, tau hiperfosforlanmasi ve norodejenerasyonu goriilmiistiir [99] ve kronik
lityum uygulamasi (GSK3 inhibitorii) GSK3p’in ve Tau’nun asir1 anlatimi olan cift
transgenik farelerde Tau hiperfosforlanmasin1 ve nérofibril olusumunu engeller.
Noronlarin AB’ye maruz kalmasi PI3K yolaginin inhibisyonu iizerinden GSK3p3
aktivitesini artirir ve GSK3f anlatimi veya aktivitesinin azaltilmasi AP kaynakli
norodejenerasyonu oOnledigi gosterilmistir [152] (Sekil 2.16.). GSK3 aktivitesinin
artmasi, bu senaryoda hastaligin birincil nedeni olmasa da, artan GSK3 aktivitesi
AD'nin amiloid kaskadi hipotezi dogrultusunda, hem FAD (Ailesel AD) hem de
sporadik olgularda AP iretimini arttiripp devaminda Tau hiperfosforlanmasi ve

ndronal bozunmaya neden olarak etkiledigi belirlenmistir [103].
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Sekil 2. 16. Hiicrelerde GSK3p aktivitesinin kontrol edilmesi ve sonucunda Tau Asir

Fosforlanmasinin Kontrolii [153].

AD gelisiminde rolii olan bu iki mekanizmanin modelleri C. elegans suslar1 arasinda
yer almaktadir. Ornek olarak, CL2120 susunda AP plaklarminin beden duvarinda
birikmesi sonucunda C. elegans suslarinin felg olmalarina sebep oldugu
gosterilmistir [154]. Bununla birlikte, WM104 susunda, tau proteininin asiri
fosforlanmis olmasinda etkili proteinlerden biri olan GSK3PBnin mutant olarak
bulunmaktadir [155] (Tablo 1). AD modeli olan AP anlatimi yiiksek ve GSK3p
anlatim1 olmayan C. elegans suslarinda yapilan deneylerde 25°C'de bekletilen bu
suglarin felg olduklari yapilan deneylerde gosterilmistir [156]. Bununla birlikte
verilen bilgilerde brassinosteroid ailesine ait EBR'nin hiicrelerde potansiyel
GSK3p'nin aktivitesinin arttirict oldugu ve hiicrelerde sitotoksik etki yapabilecegi
belirtilmisti [33]. Ancak ayni sekilde EBR'In diisiik dozlarinin hiicrelerde apoptozu
engelleyecek sekilde de etki gosterebilecegi de literatiirde bulunmaktadir [39]. Bu
noktadan yola g¢ikarak EBR'min potansiyel GSK3p inhibitorii olabilecegi ve bu
durumda AD kars1 kullanilabilecek aday ilaglardan biri olabilecegi arastirilmaktadir.
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Tim bu bilgiler 1s18inda bu ¢alismada birincil amag, oOncelikle EBR'nin p53
bakimindan farkli kanser hiicreleri tizerinde etkisinin hem apoptotik parametreler,
hem sagkalim yolaklar1 hem de stres yolaklar1 bakimindan incelenmesidir. Buradan
elde edilen ¢iktilar dogrultusunda hem kanser hiicrelerinin sagkalimi i¢in 6nem arz
eden, enerji metabolizmasinda gorev alan, hem de norodejeneratif hastaliklarin
meydana gelmesinde fonksiyonel rolleri gosterilen GSK3P proteini iizerinde
durulmus ve etkileri in vivo da farkli C. elegans suslarinda irdelenmistir. Bu kisim ise
calismanin ikinci basamagini olusturmaktadir. Elde edilen bulgular EBR'nin enerji
metabolizmasit yiiksek in vitro kanser modellerinde g¢esitli sagkalim ve stres
yolaklarini etkileyerek apoptotik etki gosterebilecegini, ayni zamanda in vivoda
GSK3p inhibisyonu vasitasiyla nérodejeneratif hastaliklarda irdelenmesi gereken bir
ajan oldugunu ortaya koymustur. Calismanin ilerleyen donemlerinde EBR'nin neden
oldugu GSK3p inhibisyonunun noral sagkalim ile ilgili yolaklara nasil etki ettigi
modellenecektir.

35



3. MATERYAL METOD

3.1. Hiicre Kiiltiirii

HCT-116 (CCL-247), HT-29 (HTB-p53 DNA baglanma bdolgesindeki mutant) kolon
kanseri hiicre hattlar1 American Tissue Culture Collection’dan (ATCC) alinmustir.
HT-29 hiicre hattinda p53 transfeksiyonu iglemi gerceklestirilmistir. Bu islem
konsantrasyonu 1ug/ml olan p53 plazmidinden 1:3 plazmid:lipofektamin (Thermo,
LTX) oraninda hazirlanarak tranfeksiyon gerceklestirilmistir. Bu islem i¢in
antibiyotik ve FBS icermeyen 100 pul McCoy's Medium igerisinde optimizasyon igin
1:1, 1:3 ve 1:6 plazmid:lipofektamin oranlarinda plazmid ve tranfeksiyon ajani
karisgimlart hazirlanmistir. Bu karisimlar 900 pl besiyeri bulunduran 1x10° hiicre
olarak ekilen hiicrelerin tlizerine damla damla eklenecek sekilde birakilmistir. 48 saat
boyunca inkiibatorde bekletilen hiicrelere neomisin uygulamasi yapilmistir.
Neomisin vasitastyla hiicrelerden plazmid alamayan hiicrelerin segilimle Slmeleri
saglanmis, sag kalan hiicrelerin olusturdugu koloniler alinarak yetistirilmistir.
Yetistirilen bu hiicreler stabil hiicre hatti olarak kabul edilmis ve sivi azotta
saklanmigtir. Elde edilen HT-29 p53+/+ hiicre hatti, calismada kullanilan diger hiicre
hatlar1 ile ayn1 kosullarda yasatilmistir. Hiicreler McCoy's Medium igerisinde %10
Fetal Sigir Serumu (FBS), 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin konularak
hazirlanan besiyeri igerisinde %5 CO,, 37°C’deki inkiibatérde yetistirilmistir.

3.2. Doza ve Zamana Bagh Hiicre Canlhilik Testi (MTT)

HCT-116 ve HT-29 hicreleri 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 1x10%
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim gerceklestirildikten sonra hiicreler bir gece
bekletilir. Daha sonra hiicrelerin iizerine 0-50 pM EBR uygulanir ve 24 saat
bekletilir. 24 saat sonra hiicrelerin besiyerine 10 pl 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-
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difeniltetrazolium bromid (MTT) tuzu eklenir. 4 saat icerisinde sadece canli hiicreler
hidrojenaz enzimi vasitasiyla mitokondrilerinde metabolize ettigi MTT tuzunu
formazan kristallerine doniistiiriir. Formazan kristallerinin DMSO’da ¢6ziinmesiyle
hiicre canlilig1 seviyesi 490-655nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapilarak hiicre
canlilig1 hesaplanir. Elde edilen veriler Graphpad programi kullanilarak istatistiksel

analizleri gergeklestirilir.

3.3. Zamana Bagh Hiicre Sayisinin Tripan Mavisi Boyamasi ile Gosterilmesi

HCT-116 ve HT-29 hiicreleri hayvan doku kiiltiirii laboratuvarinda 6 kuyucuklu
hiicre petrilerine 5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekimleri gergeklestirilir. Ekilen
hiicrelerin petri yiizeyine yapigmalari i¢in 24 saat beklendikten sonra hiicrelere MTT
sonucunda ortaya ¢ikan %350 hiicre canlilig1 alinan dozunda EBR uygulamasi yapilir.
Hiicreler 4 gilin boyunca her giin ilacin uygulandigi saatte Tripsin/EDTA kullanilarak
kaldirilir ve hiicreler tripan mavisi ile karigtirilarak hemositometre vasitasiyla sayim
yapilir. Tripan mavisi ile 6lii hiicreler boyandigindan sadece canli hiicrelerin
sayimlar1 gergeklestirilir ve sonucunda elde edilen veriler kaydedilir. Kaydedilen

veriler GraphPad programi kullanilarak istatistiksel analizleri gergeklestirilir.

3.4. Akis Sitometrisi ile Hiicre dongiisii Analizi

HCT-116, HT-29 ve HT-29 p53** hiicre hatlarindan hiicre kiiltiiriinde 6 kuyucuklu
hiicre petrilerine 5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekimleri gerceklestirilen
hiicrelere 24 saat sonunda belirlenen EBR dozunda ilag uygulamas1 gergeklestirilir.
24 saat sonunda hiicreler tripsin uygulamasiyla kaldirilip 5009 de santrifiy
yapildiktan sonra PBS ile yikama yapilir. Yikamadan sonra %70'lik etanol ¢ozeltisi
eklenir ve +4°C'de en az 30 dakika hiicrelere fiksasyon uygulamasi yapilir.
Fiksasyon uygulamasindan sonra 1x PBS ile yikanan pellet 850 g de ¢oktiiriiliir ve
riboniikleaz eklenir. Ardindan propidium iodid (PI) boyasi eklenir ve 30 dakika
karanlikta inkiibe edilir. Ardindan akis sitometrisi cthazinda FL-2 filtresinde okumasi

gergeklestirilen orneklerde hiicre fazlarindaki degisimler analiz edilir.

37



3.5. immunoblotlama

Hiicre kiiltiiriinde 100mm’lik hiicre kiiltiirii petrilerine ekilen HCT-116, HT-29 ve
HT-29 p53+/ * hiicreleri 2x10° hiicre/petri olacak sekilde ekimleri gerceklestirilir. Bir
gece yapismasi icin beklenen hiicrelerin iizerlerine belirlenen dozda (30 uM) EBR
uygulanir. Kontrol grubu olarak ila¢ uygulanmamais hiicreler kullanilacak sekilde ilag
uygulamasindan 0-72 saat gectikten sonra protein izolasyonu yapilir. Bu islemde
hiicrelerin hiicre kaziyicisi ile kazinmasindan sonra santrifiijlenen hiicrelerin pelleti
tizerine %10 proteinaz inhibitdrii ihtiva eden memeli lizis tamponu eklenmesi
sonucunda hiicre lizatindan proteinler sivi faza ayrilmasi islemine dayanir. Elde
edilen protein ekstraktinin protein konsantrasyonu belirlenmesi Bradford yontemiyle
gerceklestirilir. Bu islemde protein miktariin standardize edilebilmesi igin
konsantrasyonu bilinen BSA (sigir albiimin serumu) kullanilir. BSA’dan esit
konsantrasyon artisin1 saglayacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrilerine
eklendikten sonra her drnekten birinin hacimde petriye eklenir. Orneklerin {izerine
200 pl Bradford soliisyonu eklenir ve 595 nm de absorbans Ol¢limii yapilir.
Absorbans Olclimlerine gore Microsoft Excel programi kullanilarak BSA
konsantrasyonuna gore olusturulan standart grafigine gore drneklerin konsantrasyonu
hesaplanir. Belirlenen konsantrasyonlara gore her bir 6rnekten 20 pg olacak sekilde
proteinler laemli soliisyonu igerisinde ¢oziilerek 95°C'de 5 dakika kaynatilarak
denatiire hale getirilirler. Bu durumda konsantrasyonu bilinen ve figiinciil yapist
olmayan proteinlerin sadece elektroforez yontemi ile birbirlerinden ayrilmalar
gerekmektedir. Bu islem i¢in SDS-PAGE (Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel
elektroforezi) yontemi kullanilir. Bu yontemde proteinler SDS-PAGE %12 akrilamid
olacak sekilde Bio-Rad jel sisteminde dokiiliir ve Bio-Rad elektroforez sisteminde
yuriitiiliir. Bio-Rad Transblot transfer sisteminde PVDF (Polivinil florid 45mm)
membrana aktarilir. TBS-Tween20 soliisyonu igerisinde ¢6ziilen %5°lik yagsiz siit
tozu igerisinde bloklama yapilan membranlara bir gece 1:1000 birincil antikor
uygulamasi yapildiktan sonra bir gece 1:3000 ikincil HRP (horse radish peroksidaz)
bagl birincil antikora 6zel ikincil antikor uygulamasi yapilir. Hidrojen peroksit

iceren kemiliiminesans madde ile muamele edilen membrandaki 1simalar Bio-Rad
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ChemiDoc jel-membran goriintiileme sisteminde 1simalar goriintiilenerek sonuglar

elde edilir.

3.8. C. elegans Kiiltiirii

C. elegans suslarindan N2 (dogal tip), CL2120 (APi1-42 anlatimi yiiksek), CL2122
(CL2120 kontrol susu) ve WM104 (GSK3 mutant) suslar1 University of Minnesota,
Collage of Biological Sciences, Caenorhabditis Genetics Center (CGC)'dan
almmustir. Litresinde 17g agar, 3g NaCl, 2,5¢g pepton bulunan 1mM CaCl,, 1mM
MgSQO4, 25mM KPO,4, 5Sug/ml kolesterol ve 500ug/ml Ampisilin ile hazirlanan
Nematod Biiyiitme Besiyeri (NGM) tizerinde yetistirilmislerdir. C. elegans suslarinin
beslenebilmeleri icin gereken bakteriler University of Minnesota, Collage of
Biological Sciences, Caenorhabditis Genetics Center (CGC)'dan alinmistir. Alinan
E. coli OP50 susuna mock pc3.1 vektorii ampisilin direnci saglamasi ve segilim
saglamas1 amaciyla tranforme edilmistir. Transformasyon igin kompotent E. coli
OP50'ler dogal tip E. coli OP50 susu LB besiyerinde OD600 0.4 olacak sekilde
cogaltildiktan sonra 4000rpmde 7 dakika santrifiij yapilarak ¢oktiiriiliir ve iist faz
atilir. Daha sonra tizerine soguk 12.5 ml 0.1M MgCl, eklendikten sonra 30 dakika
bekletilir ve 4000rpmde 7 dakika santrifiij yapilir ve st faz atilir. Ardindan 10 ml
soguk 0.1M CacCl; eklendikten sonra da 30 dakika bekletilerek 4000rpmde 7 dakika
santrifiije atilir ve {ist faz atilir. CaCl; asamasi bir kez daha tekrarlandiktan hiicrelerin
tizerine 850 ul 0.1M CaCl; ve 150 ul %100 gliserol eklenir ve -80'e kaldirilir. Daha
sonra pc3.1 vektori kompotent hiicrelerle son konsantrasyon 1000ug/ml olacak
sekilde LB besiyeri igerisinde karistirilir ve 2 saat boyunca inkiibatérde bekletilir.
Daha sonra kompotentler 500ug/ml son konsantrasyon olacak sekilde hazirlanan
ampisilinli LB agar petrilere yayma preperat halinde ekilirler. Olusan kolonilerden
ampisilin direngli E. coli OP50 bakterileri 500pg/ml konsantrasyondaki ampisilinli
LB besiyerine alinarak sivi kiiltiirde saklanirlar. 500ug/ml ampisilin igeren 300 ml
LB besiyerinde ¢ogaltilan E. coli OP50'ler ¢oktiiriildiikten sonra 5.85g NaCl, 1g
K,HPO, ve 6g KH,PO, bulunan S-basal, 1M potasyum sitrat (pH 6), 1.86 ¢
disodyum EDTA, 0.69 g FeS0O,.7H,0, 0.2 g MnCl,.4H,0, 0.29 g ZnS0O,.7H,0,
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0.025 g CuS0O4.5H,0 iceren iz metal soliisyonu ve 1M CaCl; eklenerek hazirlanan

S-basal tamamlanmis soliisyonu ile ¢oziindiriilen OP50'1er 100mg/ml stok
konsantrasyonda olacak sekilde mikrofiij tliplerine aktarilmistir. NGM petrilerinin
tizerine bu stoktan 1:1000 diliisyon yapilacak sekilde aktarilmis ve 1 gece petride
bakterilerin ¢ogalmasi saglandiktan sonra petriler UV crosslinker kullanilarak UV
sterilizasyonuna ugratilmistir. Bu NGM'lere C. elegans suslar1 aktarilarak deneyler
icin yetistirilmiglerdir. Bakteri eklenen NGM petrileri 4°C'de en fazla 1 hafta

bekletilebilirler.

Tablo 1. Deneylerde kullamlacak olan C. elegans suslarinin ézellikleri

C. elegans susu

Ozellikleri

Biyolojik fonksiyonlar

dogal tip (N2)

Hermafrodit bireyler

GSK3 ve CDKS ifadesi dogal tip

WM104 (unc-
101(sy216) gsk-
3(nr2047)/hin1 [unc-
54(h1040)] 1)

GSK3 mutant, hermafrodit
bireyler, paralize, 6l0 yumurta
tretimi.

GSKa3 fonksiyonel degil

RB814 (cdk- Cdk5 mutant, hermafrodit Cdk5 fonksiyonel degil, ok626
5(0k626)) bireyler. alleli 1,6 kb delesyon
icermektedir. CDKS start
kodonu fonksiyonel degil.
GMC101 L4 veya genc bireylerin yasama GFP anlatimi gastrointestinal

(dvis 100 [unc-54p:-A-
beta-1-42::unc-54 3'-
UTR + mitl-2p::GFP].

ortaminin 20°C den 25°C’

cikarlmasi paralize neden oluyor.

Hermafrodit bireyler.

hicrelerinde surekli ve

Kas hucrelerinde myosin
anlatimindan sorumlu unc54

mitl-2p::GFP) kontrolinde insan A-beta-1-42
peptidi birikimi duvari kas
hicrelerinde gosteriimesi
CL2120 Hermafrodit bireyler. GFP anlatimi gastrointestinal
avis14(pCL12(unc- hicrelerinde surekli ve GFP tim
54:hu-Ap 1-42) + gelisim evresinde belirlenebilir
mitl-2:gfp) dizeyde. APs.«; peptidi ifadesi
mevcut ve beta-fibrilleri birikimi
mevcut. Y uksek sicakliklar A-
beta toksisitesi gorulur
CL2122 (dvis 15(mitl- Fenotip olarak dogal tipe benzer, Transgenik kontrol susu,
2:gip)) hermafrodit bireyler. (GMC101, CL2120 icin)

C. elegans suslar1 bakterili NGM petrilerine yerlestirildikten sonra 20°C'de sogutmali

inkiibatorde bekletilirler. C. elegans suglarina yiksek sicaklik iireme hizlarin
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yiikseltmekte ve metabolizmalarin1 degistirmekte, diisiik sicaklik ise liremelerine ket
vurmaktadir. Bu sebeple en uygun sicaklik olarak 20°C'de yetistirilmekte olan C.
elegans suslarinda 3 giin sonrasinda NGM'lerdeki bakteriler sicakliga bagh
yogunlastiklarindan ve C. elegans suslart asir1 {irediginden yasama alani

bulamadiklarindan 3 giinde bir alt kiiltlir alinmas1 gerekmektedir.

3.9. C. elegans Canlihginin Goézlemlenmesi

E. coli OP50 iceren NGM'lerde yetistirilen C. elegans suslari hipoklorit
uygulamasiyla senkronizasyon isleminden gegirilirler. Burada amag¢ C. elegans
suslarindan sadece yumurtalar1 birakmaktir. Bu asamada igerigi litrede 3g KH,PO,,
69 Na,HPO,4, 59 NaCl, ImM MgSQO, igeren M9 soliisyonu ile kaldirilirlar. M9 da
yumurta ve diger fazladaki C. elegans suslar1 karisik sekilde bulunurlar. 2200g'de
20°C'de 2' santrifiij edilen C. elegans suslarindan kalan M9 soliisyonu dikkatlice
uzaklastirilir. Pellet halindeki C. elegans suslarinin {izerine 2 ml evlerde kullanilan
camagsir suyu (hipoklorit), 0,5 ml 10M NaOH ve 7,5 ml dH,O igeren hipoklorit
soliisyonu eklenir. Hipoklorit soliisyonu C. elegans yumurtalarinin yiizeyi kitin
tabakasiyla kapli oldugundan yumurtalara zarar vermeyecek ancak larva ve yetiskin
durumdaki C. elegans suslarinin tamaminin ¢6ziinmesine yol agacaktir. Bu
¢Oziinmeyi saglayabilmek i¢in her dakika 5 saniye vorteks yapilacak sekilde C.
elegans suslart yukari asagi yapilacak sekilde 5 dakika boyunca karistirilirlar.
Diseksiyon mikroskobu altinda ¢6ziinmenin saglandigi gézlenene kadar bu devam
edilmelidir ancak 5 dakikadan daha uzun siirmemelidir. Ardindan reaksiyonu
durdurmak i¢in 1:1 oraninda M9 soliisyonu eklendikten sonra 2200g'de 2' santrifiij
edilen yumurtalar ortamdan hipokloritin uzaklagtirilmasi i¢in seri santrifiij-M9
eklenmesi seklinde 3 kez yikama gerceklestirilir. Bu asamada yumurtalar
kaybetmemek énemlidir. Ust faza kolayca karisabilmektedirler. Yikamalar bittikten
sonra son iist faz atildiktan sonra son kez M9 soliisyonu eklenir ve 1 gece oda
sicakliginda larvalarin  yumurtalardan ¢ikmasi i¢in sallayicida birakilirlar.
Yumurtadan ¢ikan L1 fazindaki larvalardan 10 pl lamin iizerine konularak sayim

yapilir. Her kondiisyonda 15 larva olacak sekilde diliisyon orani hesaplanir. Yapilan
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hesaplamada son hacim 60 pl olacak sekilde; larvalar, 1:1000 oraninda 100mg/ml
konsantrasyondaki ampisilin direngli E. coli OP50 ve uygun ilag kondiisyonu eklenir.
Ik ekim sonunda hayvanlar el hatalar1 sonucunda esit ekilemeyeceginden ilk hayvan
sayilar1 sayim yapilarak kaydedilir. C. elegans suslarinin 6li bireyleri tespit
edilinceye kadar petriler kontrol edilir. Olii bireyler UV 15181 altinda "6liim 1s1mas1”

ad1 verilen 1s1may1 verdiklerinden bu 1s1manin tespiti vasitasiyla 6lii bireylerin sayisi

kaydedilir [157].

3.10. C. elegans suslarmin Fertilite Durumlarinin Gézlemlenmesi

C. elegans suslarinin yumurtlama seviyelerinin degisiminin gézlemlenmesi amaciyla
bir dnceki asamada belirtilen senkronizasyon islemi yapildiktan ve L1 larvalar elde
edildikten sonra larvalar bakterili NGM besiyerlerine alinirlar ve burada L4 fazindaki

larvalar haline gelene kadar bekletilirler (yaklasik 3 giin).

Bu asamada igerisinde 120 uM FUdR (5- fluoro-2-2deoxyuridine) bulunan NGM 6
kuyucuklu hiicre petrilerine hazirlanr. FUdR'un stok ¢o6zelti konsantrasyonu 40
mM'dir. L4'ler petrilere yerlestirilmeden 6nce uygun ilag konsantrasyonu saglanmis
petrilerde ilaglar bakterilerle birlikte steril kondiisyonlarda petrilere eklenir. Tlaglar
eklendikten sonra solucan-tutucu (ucu kivrik platin ¢ubuk) kullanilarak C. elegans
suslart FUdR ve ilaglar1 bulunduran NGM petrilerine her kondiisyona 2 tane L4
gelecek sekilde yerlestirilirler. Tk ekimden sonra takip eden 3 giin boyunca her giin

petrilerdeki yumurta sayilar1 kaydedilir.

3.11. C. elegans Yasam Siirelerinin Hesaplanmasi

NGM petrilerinde farkli fazlarda bulunan C. elegans suslar1 solucan tasima ¢ubugu
vasitastyla sadece ergin bireyler segilecek sekilde yeni NGM petrilerine aktarilirlar.
Aktarilan ergin bireyler bir giin gectikten sonra bu yeni petriden uzaklastirilarak bir
gece icerisinde biraktiklar1 yumurtalarin ¢ikmasi beklenilir. Bakterisiz petriye ergin
birey konulmasi neslinin devamini stres durumunda arttiracak sekilde bir davranig

gosterdiklerinden yumurtlama miktarin1 arttiracaktir. Bu asamda elde edien
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yumurtalardan ¢ikan larvalar yaklagik 3 giin boyunca L4 fazina gelene kadar
beklenir. Elde edilen L4 fazindaki larvalar 6nceden belirlenmis konsanstrasyonlarda
ilag eklenmis 12 kuyucuklu NGM petrilerine her kuyuya 10 hayvan gelecek sekilde
solucan aktarma ¢ubugu vasitasiyla aktarilirlar. Ilag uygulanan bu NGM petrileri
hazirlanirken NGM'e 120 uM FuDR eklenir. Bu sekilde ortamda yasayan ergin
bireylerin olusturduklari yumurtalarin deneyin devamini saglayacak olan C. elegans
suslart ile karigmasimi engellemektir. Bu asamada her kuyuda esit sayida solucan
olmasi dnemlidir. Bu asamadan sonra C. elegans suslar1 her hafta 2 giin haftanin ayn
giinlerinde olacak sekilde son C. elegans 6lene kadar sayilir. Yapilan her bir sayimda
asir1 bakteri iiremesini engellemek i¢in yeni 12 kuyucuklit NGM petrilerilerine

aktarilirlar.

3.11. istatistiksel Analiz

Elde edilen immiinoblotlama sonuglart "Image J" [158] piksel analizi programi
kullanilarak kontrole goére oran alinarak anlatim miktarinin ka¢ kat degistigi
hesaplanmistir. Akis sitometrisi sonuglart "BD Accuri C6" programi ile analizi
yapilarak hiicre dongiislindeki fazlarda ne kadar hiicre oldugu yiizde orani olarak
hesaplanmistir. Yapilan C. elegans yasam siiresi deneyleri Kaplan-Meier istatistiksel
yontemi kullanilarak "GraphPad Prism" programi kullanilarak grafige dokiilmustiir.
MTT testi, sagkalim grafigi i¢in elde edilen veriler ile C.elegans farkli suslarina
EBR’nin sagkalim, fertilite ve 6liim deneylerinin istatistiksel verileri en az {i¢ deney
tekrarimin ortalamasidir. Veriler "Graph Pad Prism 6" [159] istatistik programi ile
analiz edilmistir. Gruplarin karsilastirilmasinda 2 way ANOVA testi kullanilmis ve
Bonferroni dogrulama yontemiyle anlamli degisimler i¢in p degeri < 0.05 olarak

belirlenmistir.
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4. SONUCLAR

4.1. MTT ve Tripan Boyamasi ile Hiicre Canliligi'nin Degisiminin Gosterilmesi

HCT-116, HT-29 ve HT-29 p53+/+ hiicre hatlarinda gergeklestirilen doza baglit EBR
uygulamasinin MTT analizi sonucunda EBR'nin bagil hiicre canlilig1 iizerine etkisi
sonucunda kolon kanseri hiicre hatlarinda %50 canlilik gdsteren dozunun
belirlenmesi amaglanmistir. Bu durumda yapilan deneyde kullanilan tiim hiicre
hatlarinda dozun artigina bagli olarak bagil hiicre canliliginda azalma tespit edilmistir
(Sekil 4.1.) . Belirlenen hiicre hatlarinda MTT deneyi ile tespit edilen %50 canlilik
elde edilen dozda (30 uM) EBR uygulamasi gergeklestirilen hiicrelerde 24, 48, 72 ve
96. saatlerde tripan mavisi boyamast ile canli ve oOli hiicrelerin tespiti
gerceklestirilmistir. Hemositometre ile yapilan sayimlardan elde edilen sonuglara
gore, 30 uM EBR uygulamasimin HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarinda ilk 24 saatte
herhangi bir etkisinin olmadigi ancak 48. saatten itibaren HT-29 hiicre hattinda canli
hiicre sayisinda zamanla azalma gozlemlenmis olup bu hiicre hattinda EBR'm
sitotoksik etkisinin oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Bununla birlikte HCT-116
hiicre hattinda EBR uygulamasi ile birlikte 48. saatte hiicre sayisinda ani sekilde
diisme oldugu tespit edilmis olup 72. saatten itibaren EBR'In hiicrelere olan etkisinin
sitostatik oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Bu sonuclarin yamsira HT-29 p53**
hiicre hattinda 24. saatten itibaren EBR uygulamasinin bu hiicre hattinda sitostatik

etkisinin oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4. 1. Doza baghh EBR uygulamasinin pS3 durumlari farkl kolon kanseri hiicre
hatlarinda bagil hiicre canlilig iizerine etkisinin gosterilmesi. (A) HT-29, (B) HCT-116
hiicre hatlarinda 0, 10, 15, 20, 30, 50 pM, HT-29 p53+’ *(C) hiicre hattinda 0, 10, 20, 30,
50 uM dozlarinda 24 saat EBR uygulamasi sonucu bagil hiicre canhliklar: dl¢iilmiistiir.

*% < 0,001, *p<0.05.

Bu azalma ozellikle HCT-116 ve HT-29 p53+/+ hiicre hatlarinda 30 uM EBR
dozunda %50 canlilik gosterdigi (p<0.001), bagil hiicre canliliginin %50 ye
distiigiinii gostermektedir. Bununla birlikte HT-29 hiicre hattinda 30 uM EBR
uygulamasi sonucunda bagil hiicre canliliginda %50'nin iizerinde bir hiicre

canliligina sahip oldugu gozlemlemistir (p<0.05) (Sekil 4.1.).
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Sekil 4. 2. Zamana bagh EBR uygulamasinin hiicre sagkalim iizerine ekisinin tripan
mavisi boyamasi ile gosterilmesi. (A) HCT-116, (B) HT-29 ve (C) HT-29 p53** hiicre
hatlarindan MTT ile belirlenen 30 pM EBR uygulamasi yapilmis, uygulamadan
sonraki her giin tripan mavisi ile boyama yapildiktan sonra 6lii hiicrelerin sayisi

hesaba katilmaksizin canh hiicre sayisi belirlenmistir. * p<0,05.

4. 2. Akis Sitometrisi ile Hiicre Dongiisii Asamalarinin Hiicrelerdeki p53

Durumundan Bagimsiz Olarak Degisiminin Gosterilmesi

p53 proteini anlatimi bakimindan farkli hiicre hatlarinda PI boyamasi ile hiicre
dongiisii analizi gerceklestirilmis olup EBR uygulamasinin bu hiicre hatlarindaki
hiicre dongiisiinii ne sekilde degistirdigi gosterilmistir. Elde edilen akis sitometrisi
sonuglarma gore hiicrelerdeki p53 durumu degisken olmasina karsin hiicrelerdeki
SubG1 populasyonunda EBR uygulamasiyla birlikte artis oldugu gézlemlenmistir.
Hiicrelerdeki SubG1 popiilasyonundaki artis hiicrelerdeki DNA igerigi olan hiicre

agregatlarinin  miktarin1  gosterdiginden hiicrelerin apoptotik cevap verme
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durumlarim1 gostermektedir. Bu bilginin 1518inda EBR uygulamasinin

hatlarinda p53 kondiisyonundan bagimsiz bir

gosterilmistir.
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Sekil 4. 3. Akis sitometrisi vasitasiyla hiicre dongiisiiniin degisiminin gosterilmesi. (A)

HCT-116, (B) HT-29, (C) HT-29 p53*"* hiicre hatlarinda 30 pM EBR uygulamasindan

sonraki 48 saat sonunda fikse edilen hiicrelere PI boyamasi gerceklestirilmis, hiicreler

akis sitometrisinde FL2 filtresinde okutularak incelenmistir.
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4.3. EBR Uygulamasimin p53 ile Baglantih Apoptotik Yolaklarin ve Apoptoz
Belirte¢i Olan Proteinlerin Anlatim Seviyelerine Olan Etkisi

Akis sitometrisi sonucunda elde edilen veriler 1s181inda hiicrelerin apoptotik cevabi
p53 ve baglantili yolaklardan gerceklestirip gerceklestirmedigi arastirilmistir. Elde
edilen sonuglar HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarinda p53 proteininin anlatim
seviyesinin diizenlenmesinde gorev alan MDM-2 proteininin seviyesinin EBR
uygulamasiyla birlikte 24. saatten itibaren artis gosterdigi belirlenmistir. HT-29
p53+/+ hiicre hattinda ise p53 seviyesi kontrolde halihazirda asir1 anlatimi
gerceklestiginden yiiksek vaziyette gozlemlenmekte ve p53 seviyesinin EBR
uygulamasiyla birlikte diigmesiyle birlikte MDM-2 anlatimmin da distiigi
gozlemlenmektedir. Bununla birlikte MDM-2 ile p53'in baglanti gosterdigi p53
domenindeki Serl15 fosforlanmasi EBR uygulamasiyla birlikte artis gosterdigi p53'in
islevsellik ~ durumlarma  goére hiicre hatlarindan HCT-116'da  zamanla
fosforlanmasimin azaldigi, HT-29 ve HT-29 p53*'* hiicre hatlarinda 72 saat sonunda
fosforlanmanin azalma gosterdigi gozlemlenmistir. Tiim bunlarin 1s181nda p53'in
anlatimin1  diizenledigi apoptozu tetikleyen proteinlerin anlatim seviyeleri
incelendiginde p53 mutant olan HT-29 hiicre hattinda dahil olmak iizere tiim hiicre
hatlarinda p53 anlatimi azalsa veya islevini yitirse dahi 72 saat boyunca proteininin
anlatim seviyesi artmaya devam etmektedir. Puma proteininin anlatim seviyesi HCT-
116 ve HT-29 hiicre hatlarinda 72 saat boyunca artmakta, HT-29 p53+/+ hiicre
hattinda ise p53 anlatimi seviyesi ile birlikte azalmaktadir. Bim proteininin anlatimi
ise HCT-116 ve HT-29 p53** hiicre hatlarinda 24. saatte artis gosterirken, HT-29
hiicre hattinda 72. saatte azalma oldugu gosterilmistir. Ancak Bax proteinin anlatim
seviyesi her kosulda artmaya devam etmektedir. Bu durum hiicrelerde EBR ile
tetiklenen apoptozun farkli mekanizmalar ile diizenlendigi sonucunu ortaya

¢ikartmaktadir.
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Sekil 4. 4. HCT-116, HT-29 ve HT-29 p53** (Sirastyla A,B,C) hiicre hatlarinda yapilan

immiinoblotlama vasitasiyla p53 ve p53'iin anlatimim diizenledigi proteinlerin anlatim

seviyelerinin gosterilmesi. MDM-2, Puma, Bim, Bax, p53 ve fosfo-p53 (Ser 15) protein

anlatimlarimin seviyeleri gosterilmis, sonuglarin dogrulanmasi amaciyla hiicrelerde

anlatiminin degismesi ongoriilmeyen B-tubulin kullamlmistir ve en az 2 tekrarh olarak

gerceklestirilmistir.
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4.4. EBR uygulamasmin GSK3p ve Iiliskili Oldugu Hiicre Sagkalim

Yolaklarindaki Protein Seviyelerinin Gosterilmesi

GSK3p hiicrelerde glikojen metabolizmasinda gérevli bir protein olup hiicrelerdeki
sagkalim yolaklariin kontroliinde ve bununla baglantili olarak programli hiicre
6liumii yolaklarinin ¢alistirilmasinda gorevli bir protein olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Bu baglamda GSK3p hiicrelerde AKT (Protein Kinaz B) araciligiyla fosforlanmasi,
GSK3B'nin inhibisyonu ve sonucunda hiicre sagkalim yolaklarinin ¢aligtirilmasindaki
aract molekiil olan [-katenin'in proteozomal degredasyonunu saglayarak hedef

genlerin anlatimini engeller.

Yapilan ¢alismada Akt proteininin Ser473 ve Thr308 fosforlanma bdlgelerinden
fosforlanmasinin p5S3 anlatim1 farkli kolon kanseri hiicre hatlarinda zamana bagl
EBR uygulamasi sonucunda gerceklestirilen immiinoblotlamalarin 1s1¢inda HCT-116
ve HT-29 p53+/+ hiicre hatlarinda hiicre sagkalimini uyaracak sekilde artig gosterdigi,
bu artis1t HCT-116 hiicre hattinin 72 saat sonunda HT-29 p53+/+ hiicre hattinin 24 saat
sonunda gosterdigi gozlemlenmektedir. Bununla birlikte HT-29 hiicre hattinda
zamana bagli sekilde AKT fosforlanmasinda azalma gozlemlenmektedir. Bu
baglamda GSK3B'nin Ser9 fosforlanma seviyesi incelendiginde tiim hiicre hatlarinda
zamana bagl olarak 48 saat sonunda fosforlanmanin azaldigi, 72 saat sonunda
kontrol grubundan daha yiiksek bir seviyeye c¢iktigi goézlemlenmektedir. Bu
baglamda 72 saat sonrast GSK3p fosforlanmasinin AKT yolagindan bagimsiz bir

mekanizmayla kontrol edildigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

GSK3p proteinin degredasyonunu kontrol ettigi [-katenin proteinin seviyesine
bakildiginda HCT-116 hiicre hattinda 48 saat ve sonrasinda seviyesinde azalma
oldugu, HT-29 hiicre hattinda 24 saat sonrasinda azalma gergeklestigi, HT-29 p53™"*
hiicre  hattindaki  B-katenin  seviyesinin etkilenmedigi  gdzlemlenmektedir.
Hiucrelerdeki GSK3p fosforlanmasindaki degisim ile kontrol edilen B-katenin

seviyesi p53 anlatimi farkliligr ile degisiklik kazanmistir.

50



Hiicre sagkalim yolaklari ile GSK3 iliskisinin durumu, p53 anlatiminin farkliligi ile
degiskenlik gosterirken, apoptotik isaretcileriden kaspaz-3 ve PARP proteininin
aktiflik durumlar1 gézlendiginde p53 dogal tip olan HCT-116 hiicre hattinda 24 saat
sonunda PARP kesiliminin gergeklestigi ancak bu durumun 72 saat sonrasinda
azaldig1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bununla birlikte HT-29 hiicre hattinda 72 saat

*™* hiicre hattinda

gecmesine karsin PARP kesiliminin ger¢eklesmedigi, HT-29 p53
PARP kesiliminin sadece 24. saatte gerceklestigi gosterilmistir. Bununla birlikte
kaspaz-3'iin aktiflesmesi incelendiginde HCT-116 hiicre hattinda kaspaz kesiliminin
48. saatte {list seviyelerde oldugu, HT-29 ve HT-29 p53+/+ hiicre hatlarinda zamanla
artan kaspaz-3 kesiliminin gergeklestigi gozlemlenmektedir. Bu sonuglar PARP
kesiliminin HCT-116 ve HT-29 p53** hiicre hatlarinda GSK3B fosforlanmas: ile
baglantili  olarak  gergeklestigini ancak HT-29 hiicre hattinda GSK3p
fosforlanmasinin apoptotik cevabi geri ¢ekmedigi sonucuna varilabilir. Bu duruma
karsin kaspaz-3 kesiliminin HT-29 ve HT-29 p53*"* hiicre hatlarinda GSK3p ile
bagimsiz olarak gerceklestigi gézlemlenmis olup HCT-116 hiicre hattinda 48. saatte

farkli bir yolagin apoptotik mekanizmanin kesilime yol agtigi sonucu ortaya

cikartlmistir.
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Sekil 4. 5. Belirtilen hiicre hatlarinda GSK3p ve GSK3p ile iligkili proteinlerin (Akt, -

kateinin) anlatim ve aktivasyon durumlarinin belirlenmesi bunlarin apoptotik

kondiisyonu belirten proteinlerin (Kaspaz 3 ve PARP) eskpresyon ve diizenlenme
durumlarinin western blot ile gosterilmesi. p-Akt (ser473), p-Akt (Thr308), Akt, p-
GSK3p (ser9), GSK3p, p-katenin, Pro-Kaspaz 3, Aktif-Kaspaz 3 ve PARP

proteinlerinin anlatim seviyeleri gosterilmis, sonuclarin dogrulanmasi amaciyla

hiicrelerde anlatiminin degismesi ongoriilmeyen -Aktin kullanilmistir ve sonuglar en

az 2 kere tekrarlanmstir.
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4.5. EBR uygulamasimin Hiicresel Stres ile Iligkili Yolaklar ile Baglantisinin

Gosterilmesi

p53 anlatimi bakimindan farkli kolon kanseri hiicre hatlarinda hiicresel stres
durumunda fosforlanma seviyesi artan p38 MAPK proteininin anlatim seviyesi ve
Thr180/Tyr182 aminoasitlerinden fosforlanmasi incelendiginde HCT-116 ve HT-29
hiicre hatlarinda fosforlanma seviyelerinde degisiklik gbézlemlenmemistir. Bununla
birlikte HT-29 p53** hiicre hattinda hiicreler p53 seviyesinin artigt ile baglantili
olarak p38in fosforlanma seviyesinde zamana bagh artis gerceklestigi
gozlemlenmektedir. Hiicresel stres durumunda fosforlanmasi saglanarak hiicrenin
apoptotik cevap vermesini saglayan SAPK/IJNK proteininin fosforlanma durumu
incelendiginde HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarinda SAPK/INK anlatim seviyesi
diismesine ragmen fosforlanmis formlar1 sabit kalmaktadir. Bu baglamda
hiicrelerdeki fosforlanmis olan SAPK/JNK seviyesi yiiksek kalmakta, EBR
uygulamasiyla birlikte zamanla fosforlanma degismediginden EBR'in hiicresel stresi
uyardig1 gézlemlenmektedir. Bunlarla birlikte hiicresel stres ile baglantili olarak Akt
proteini araciligiyla Thr389 iizerinden fosforlanmasiyla translasyon mekanizmasinin
kontroliinii saglayan p70s6k proteininin fosforlanma durumu goézlemlenmistir. Bu
baglamda HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarinda p70S6K proteininin anlatim
seviyesine kiyasla fosforlanma seviyesinde zamana bagli azalma gozlemlenmis olup
hiicrelerde protein translasyonunun durdurulmasi 6zellikle 48. saatte gergeklestigi

+/+

gozlemlenmistir. Ancak HT-29 p53™" hiicre hattinda fosforlanma seviyesindeki
azalma sadece 24. saatte gergeklesmis olup bu durumun Akt fosforlanmasiyla

baglantili olabilecegi gozlemlenmistir.

Tiim bunlarla birlikte hiicresel stresin olusmasi durumunda hiicrede apoptotik cevabi
olusturan nukleer traskripsiyon faktorlerinden FoxO3a'min fosforlanma durumu
incelenmistir. Bu durumda fosforlanmis formu nukleusa gé¢meyen, ubikuitin aracili
yikima ugrayan ve sonucunda tiimor olusumuna sebep olan FoxO3a proteininin
HCT-116 hiicre hattinda Ser253 fosforlanmasinin 48. saatte azaldigi, HT-29 ve HT-
29 p53** hiicre hatlarinda 48. saatten itibaren her iki fosforlanma bolgesinde azalma
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meydana geldigi ve 72. saatte azalmaya devam ettigi gozlemlenmektedir. Bu

baglamda EBR uygulamasi hiicrelerde FoxO3a baglantili apoptozu 48. saatten

itibaren tetikledigi diisiiniilebilir.
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Sekil 4. 6. Yukaridaki hiicre hatlarinda GSK3f'nin baglantili oldugu MAPK, FoxO3a,

SAPK/JINK ve p70s6k proteinlerinin anlatim ve aktivasyon durumlarimin western blot

ile gosterilmesi. p38, p-p38 (Thr180/Tyr182), FoxO3a, p-FoxO3a (Ser253), p-FoxO3a
(Ser318/Ser321), SAPK/INK, p-SAPK/INK (Thr183/Tyr185), p70S6K, p-p70S6K

(Thr389) proteinlerinin anlatimlari gosterilmis, sonuglarin dogrulanmasi amaciyla

hiicrelerde anlatiminin degismesi ongoriilmeyen B-Aktin kullanilmis ve her sonuc¢ en az

2 kez tekrarlanmistir.
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4.6. EBR ile Tetiklenen Endoplazmik Retikulum Stresinin p53 Durumu Farkh

Hiicre Hatlarinda Gosterilmesi

EBR uygulamasiyla birlikte hiicrelerde gergeklesen hiicresel stresin ER stres olarak
ortaya ¢iktig1 ve programlanmis hiicre 6liimiinii ER stres araciligiyla tetikledigi p53
anlatimi bakimindan farkli hiicrelerde incelenmistir. Bu baglamda ER liimenindeki
ve hiicredeki kalsiyum iyon dengesini kontrol eden ve saperon protein iglevi goren
iki protein olan Kkalretikulin ve kalneksin proteinlerinin anlatim seviyeleri
incelendiginde biitiin hiicre hatlarinda kalretikulinin zamana bagli olarak artis
gosterdigi, en yiiksek anlatim seviyesine 48. saatte ulastig1 gosterilmistir. Kalneksin
proteini incelendiginde HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarinda zamana bagl artis

*™* hiicre hattinda 48 saat sonrasinda kalneksin

gbzlemlenmesine karsin HT-29 p53
anlatim seviyesinde azalma gozlemlenmistir. Bununla birlikte BiP saperon
proteininindeki artis ER limeninde katlanmamis proteinlerin EBR uygulamasiyla
birlikte arttigini, bu durumun tiim hiicre hatlarinda benzer sekilde gézlemlendigi ve

bu durumun p53 anlatim durumundan bagimsiz gerceklestigi gosterilmistir.

Bu baglamda ER stres sonucunda hiicresel cevaplart olusturan ER membran
proteinlerinden IREla, PERK ve ATF6 protein anlatim seviyelerine bakildiginda
IREla, HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarinda 48 saat sonrasinda, HT-29 p53+/+ hiicre
hattinda 24 saat sonrasinda artis gosterdigi gozlemlenmistir. BiP proteini artisiyla
birlikte heterodimer olusturacak IREla seviyesinin de arttigi gosterilmistir. Ayni
zamanda PERK proteini anlatim seviyesi HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarinda

+/+

zamanla artig gostermekte olup HT-29 p53™" hiicre hattinda ekpresyon seviyesi p53
artisiyla artmasina karsin EBR uygulamasiyla birlikte 24. saatten itibaren artis
gostermektedir. Bunlarla birlikte ER proteinlerinin anlatimlarini saglayan ATF6
proteininin anlatim seviyesi HCT-116 hiicre hattinda sabit kalmasiyla birlikte HT-29
ve HT-29 p53+/+ hiicre hatlarinda EBR uygulamasiyla birlikte artis gerceklestigi
gosterilmistir. Anlatim seviyeleri artis gdsteren ER membran proteinlerinin UPR
durumunda tetikledigi yolaklarin durumlari incelendiginde IREla ile tetiklenen

SAPK/JNK araciligr ile gergeklesen apoptozun tetiklendigi giris kisminda
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belirtilmistir. Bununla birlikte PERK artig1 ile baglantili olarak sirayla fosforlanmis

elF2a, ATF4 ve CHOP proteinlerinin aktiflestigi ve p53'ten bagimsiz apoptotik

yolaklarin ¢alistirildigr gosterilmistir.
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Sekil 4. 7. HCT-116, HT-29 ve HT-29 p53** (Sirasiyla A,B,C) hiicre hatlarinda yapilan

immiinoblotlama ile endoplazmik retikulum stresi ile baglantil proteinlerin anlatim

seviyelerinin gosterilmesi. Kalretikulin, Kalneksin, BiP, PDI, Irela, ATF6, PERK,

ATF4, CHOP, p-elf2a (Ser51) proteinlerinin anlatim seviyeleri incelenmis, sonuclarin

dogrulanmasi amaciyla hiicrelerde anlatimunun degismesi 6ngoriilmeyen B-aktin

kullamlmistir ve her sonug en az 2 kere tekrarlanmstir.
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4.7. EBR'nin Farkh C. elegans Suslarinda ila¢ Toksisitesinin Belirlenmesi

Amiloid-p ve GSK3p anlatim durumlar agisindan farkli C. elegans suslari artan
dozlarda EBR ve pozitif kontrol olarak LiCl uygulamasina tabi tutulmustur [160].
Oliimlerin hangi giinlerde gerceklestigi ve hangi sayida gerceklestigi not edilmistir.
Oli C. elegans "6liim 1s1mas1" adi verilen, 6lii C. elegans organizmalarinda
gozlemlenen ve UV 1s1k altinda 6lii C. elegans organizmalariin tespitini saglayan
yontemle tespit edilmistirler. Elde edilen verilere gore her {i¢ C. elegans susunda
EBR uygulamasi sonucunda ilk 5 giin 6liim gézlemlenmemektedir (Sekil 4.8.). 6 giin
sonrasinda elde edilen verilere gore artan EBR dozlarma gore 6lii sayist N2 (dogal
tip) (p<0.0001) ve WM104 (GSK3pB mutant) (p<0.001) suslarinda 6li sayilarinda
artis gozlemlenmistir. Artan sayilarin yaninda LiCl ile karsilastirildiginda 6lii sayilar
daha diisiik sayilarda tespit edilmistir. CL2120 (APs.42 anlatimi olan) susunda ise
diisiik EBR dozlarinda (10, 20 pM) daha fazla 6liim gozlemlenirken artan dozla (30
UM) birlikte daha diisiik 6li sayis1 tespit edilmistir (p<0.05). CL2120 susunda 30 uM
EBR dozunda elde edilen 6lii sayist LiCl uygulanmig CL2120'lerden daha diisiik
sayida olduklar1 tespit edilmistir. Elde edilen veriler C. elegans suslarinda tespit

edilen "6liim 1s1masi1" ile kontrol edilmistir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4. 8. (A) N2 (Dogal tip), (B) CL2120 (Ap3-42 anlatimi olan) ve (C) WM104 (GSK3p mutant) suslarina artan dozlarda EBR ve LiCl uygulamasi

soncunda olen C. elegans verilerinin alinmasi.
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Sekil 4. 9. N2 (Dogal Tip) ve CL2120 (AB3-42 anlatimi olan) suslarinda LiCl ve EBR
uygulamsiyla birlikte 6liim 1s1masinin tespit edilmesi. (eksitasyon/emisyon: 340 nm/430

nm)
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4.8. EBR'nin GSK3p ve Alzheimer Hastahg Modeli C. elegans Suslarinda

Fertilite Durumlarinin Incelenmesi

C. elegans suslarinda yapilan fertilite deneyi C. elegans suslarinin davranis
durumlarina gore verdikleri tepkiyi degistirmekte, dis etkenlere bagli olarak
yumurtlama seviyelerini degistirebilmektedirler. Bu degisimler incelendiginde
literatiirde GSK3p inhibitorii olan ve EBR':n bu etkisi i¢in pozitif kontrol olarak
secilmis olan LiCl'in fertiliteye ket vurdugu tespit edilmistir. Bu durum literatiirdeki
verilerle GSK3f mutantlariyla yapilan deneylerle uyusmaktadir [160]. Bu
degisimlerde EBR uygulamasinin C. elegans suslarinda gosterdigi fertilite
sonuglarina gore C. elegans suslarinda doz artisiyla birlikte zaman igerisinde EBR
uygulamasi sonucunda yumurta olusturma miktarlarinda azalma gerceklestigi
gozlemlenmektedir (Sekil 4.10.) (p<0.0001). Bu bilginin yanisira EBR
uygulamasindan fertilite seviyesinde etkilenen suslardan CDK5 mutant olan RB814
ve APs.42 anlatimi olan CL2120 C. elegans suslarinin EBR'dan daha fazla etkilendigi,
kontrol susundaki yumurtlama seviyesi bagil olarak kontrole gore daha az diistiigii

gozlemlenmistir (p<0.0001).
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Sekil 4. 10. C. elegans suslarinda yapilan yumurta sayimlarina gére CL2120 (Ap3-42 anlatimi var) (A), CL2122 (CL2120 icin kontrol susu) (B),
RB814 (CDK5 mutant) (C) C. elegans suslarinda farkli EBR konsantrasyonlarindaki (10, 20, 30 pM) C. elegans suslarinin yamurtlama miktarlari.

Her kondisyon i¢in 2 L4 larva kullamlmis olup 72 saat sonrasinda asir1 bakteri iiremesi sebebiyle yamurta sayimm miimkiin olmamistir. i1k 48 saatlik

veriler sekildeki gibidir. **** p< 0.0001.
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4.9. EBR'nin Farkh C. elegans Suslarmin Yasam Siirelerine Olan EtKisinin

Gosterilmesi

Farkli C. elegans suslarinda gerceklestirilmis olan sagkalim deneyinde C. elegans
suglarina uygulanan 30 uM EBR, 10 uM LiCl ve EBR ile ayn1 miktarda uygulanmis
¢oziicli olan DMSO'nun N2, CL2120, CL2122 ve WM104 suslarinin 6liim zamanlari
kaydedilmistir. Deney sonucunda son C. elegans oldiigiinde elde edilen sonuglara
gore EBR dogal tip C. elegans susunda toksik gelerek yasam siirelerini kisalttigi
sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Ancak amiloid-f3 anlatimi yiiksek AD modeli CL2120 C.
elegans susunda bu durum tam tersine donmekte oldugu, EBR'In yasam siiresinin
kontrol ve ¢oziicliye gore daha fazla oldugu saptanmistir. Bununla beraber GSK3f
mutant olan WM104 C. elegans susunda EBR'in kontrol grubu ile hemen hemen ayni
yasam siiresine sahip oldugu sonucu ortaya ¢ikmistir. Bu baglamda GSK3p
inhibitorii olan LiCl'iin sonuglar incelendiginde EBR ile benzer sonuglar verdigi,
hatta GSK3B mutant olan susta EBR'a gore daha toksik gelerek yasam siiresini
kisalttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.11.).
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Sekil 4. 11. EBR ve pozitif kontrol olan LiCl'iin GSK3p ve Ap durumlarina gore farkliik gosteren N2 (Dogal tip), CL2120 (Ap3-42 anlatim olan),
CL2122 (CL2120 i¢in kontrol susu) ve WM104 (GSK3p mutant) C. elegans suslarinin yasam siirelerine olan etKkisi
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5. TARTISMA

Kolon kanseri gelismis ve gelismekte olan iilkelerde siklikla goriilen kanser
tiplerinden biridir ve cografi bolgelere, c¢evresel Kosullara goére farklilik
gostermektedir. Yag bakimindan zengin ve lif oran1 diisiik diyet de kanser gelisimini
tetikleyen etkenlerdendir. Bu yiizden endiistrilesmis tilkelerde kolon kanseri orani
gelismekte olan llkelere gore daha fazladir [161]. Bununla birlikte, kolon kanseri
gelisim siireci genetik faktorlerle de tetiklenmektedir. Kolon kanseri teshisi konulan
hastalarin % 30-35’inde kaliimin rol oynadigi disiiniilmektedir [162]. Kanser
tedavilerini daha etkin ve sonug alict hale getirmek i¢in yapilan ¢ok sayida ¢alisma
olmasina ve her gegen giin yeni tedavi yontemleri gelistirilmesine ragmen, kansere
bagli 6liimler hala ilk siralarda gelmektedir. Ayrica mevcut tedavi yontemlerinde,
yan etkiler, belirli bir siire sonra tedavinin etkisiz hale gelmesi ya da tedaviye direng
gibi sebeplerden dolayir alternatif tedavi yoOntemlerinin gelistirilmesi veya yeni
biyolojik, kimyasal, farmakolojik, genetik, hedefe yonelik veya daha farkli ajanlarin

gelistirilmesi ¢alismalarinin daha hizli sekilde siirdiiriilmesini gerektirmektedir.

EBR, bitkilerde biiylimeyi tesvik eden, memelilerdeki steroid hormonlara yapisal
benzerlik gosteren brassinosteroid ailesi {iiyesidir. Bitkilerde rolleri ve sinyal
mekanizmas1 uzun yillardir bilinmekle beraber, insan hiicrelerine etkisi ilk defa 2008
yilinda Malikova ve ark. tarafindan incelenmistir. Bu ¢alisma EBR’nin ¢esitli kanser
hiicrelerinde hiicre canlilifina ket vurucu etkisini ortaya koymustur. Bu c¢alismayi
takiben, EBR’nin meme, prostat gibi farkli kanser tiirleri tizerindeki apoptotik etkisi
arastirilmis ve EBR’nin hiicre dongiisiine etki ederek apoptotik hiicre oliimiinii
indiikledigi gosterilmistir  [4-8-9-42-43]. EBR’nin neden oldugu apoptozun
molekiiler temellerinin anlasilabilmesi i¢in hiicre i¢i proteomik degisimler SILAC
(stable-isotope labelled aminoacid in cell culture) yontemi laboratuvarimizca

belirlenmistir. Kiitle spektrometrisine dayali proteomik bir yaklasim olan SILAC
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metodu ile radyoaktif isaretleme olmaksizin proteinlerin anlatimlart ve
modikikasyonlar1 belirlenebilmektedir. Yapilan ¢alisma sonucu EBR uygulamasina
maruz kalan hiicrelerde hiicre sagkalimi, apoptoz, endoplazmik retiikulum (ER) stresi
ve ubikutinlenme ile ilgili pek ¢ok proteinin anlamli bir sekilde ilag uygulanmamis

o

kontrol hiicrelere gore degistigi laboratuvarimizca gosterilmistir [51].

Bu bilgiler dogrultusunda bu ¢alismada EBR’nin alternatif kanser terapotiklerinden
biri olup olamayacagi arastirilmistir. Ilk olarak yapilan MTT testi ile, p53 durumu
acisindan dogal tip (HCT-116), DNA baglanma bdolgesinde mutasyon olan p53
tagtyan (HT-29) ve mutant p53 tasiyan hiicre hattina dogal tip p53 transfeksiyonu

+/+

yapilmis ve sabit hiicre hatt1 olusturulmus (HT-29 p53™") hiicre hatlar1 kullanilarak
farkli konsantrasyonlarda EBR uygulamasimin bagil hiicre canlilig1 ilizerine etkisi
incelenmistir. Bu baglamda p53 kondiisyonu farkli olmasina karsin ortak olarak 30
uM EBR dozunda %50'ye en yakin hiicre canliligt degerleri alinmistir. Bu durum
benzer sekilde prostat kanseri hiicre hatlarinda benzer sekilde 25 uM dozunda elde
edildigi daha once yapilan ¢alismalarla gosterilmistir [9]. Bu durumda %50 hiicre
canliligr alinan dozda yapilan sagkalim analizine gore hiicre hatlarinda farkli direng
durumlar1 olugsmasina karsin tiim hiicre hatlarinda EBR'm 30 pM'lik dozunda
sitostatik etki yaptigi, HT-29 hiicre hattinda p53 durumundan dolay: ilk 24 saatte
diren¢ gozlenmesine karsin bu direncin 48. Saatten sonra kirilldigr goézlemlenmistir.
Bu durumlar 1s1ginda EBR'in hiicre hatlarinda p53 durumu ne olursa olsun hiicre
biiyiimesini engelleyici etki yaptig1 gosterilmistir. Daha dnce prostat p53 anlatimlari
bakimindan farkli prostat kanseri hiicre hatlarinda yapilan aragtirma da bu durumun

benzer sekilde oldugu ortaya ¢ikartilmistir [9].

Literatlirde yer alan bilgilere gore EBR ile yapilan ¢aligmalarda dstrojen reseptorii
anlatimlarma gore farkli meme kanseri hiicre hatlarinda EBR'!n hiicre dongiisiinii
durdurabildigi ve apoptotik 6liimii tetikleyebildigi gosterilmistir [42]. Bu ¢alismaya
bagl olarak, PI boyamasi sonucunda subGl populasyonundaki artis oldugu, bu

durumun p53 durumu farkli hiicre hatlar1 s6z konusu oldugunda her hiicre hattinda
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SubG1'nin arttig1 gosterilmistir. p5S3 dogal tip ve HT-29 p53*"* hiicre hatlarinda EBR
ile birlikte gelen apoptotik hiicre toplulugu daha az HT-29 hiicre hattinda daha fazla
olmustur. Sagkalim ve bagil hiicre canlilig1 testlerinde HT-29 daha yiiksek direng
gostermesine karsin apoptotik hiicre populasyonu agisindan HT-29 hiicre hattinda
daha fazla apoptotik hiicre gozlemlenmesi EBR'In p53'ten bagimsiz yolaklarinda
apoptozu tetikleyebilecegi durumunu ortaya c¢ikartmistir. Literatiirde p53 ile
baglantili olacak sekilde ER stres durumunda hiicre dongiisiiniin durdugu, hiicre
dongiisiiniin p53'ten bagimsiz sekilde etkilenmesinin GSK3p aktivitesiyle iliskili
olabilecegi sonuglart bulunmustur [163-164].

Hiicrelerdeki p53 anlattmi durumu farkli olmasma karsin her 3 hiicre hattinin da
apoptozun goriildiigli tespit edilmistir. pS3 metabolizmasi incelenecek oldugunda
stres durumunda p53'in aktivitesini diizenleyen MDM-2'nun anlatiminin artmasi
p53'in ubikuitine bagli proteozomal yikilmayla etkisinin azalmasina sebep olacagi
tespit edilmistir [165]. Bu baglamda 6ncelikle p53 kondisyonlar1 ve p53 ile iligkili
yolaklar 3 farkli hiicre hattinda tarandiginda p53 kondisyonlar1 degisse bile igsel
apoptotik yolagi tetikleyen Bax proteininin anlatim seviyesinin her 3 hiicre hattinda
da zamana bagl sekilde artis oldugu gosterilmis, HT-29 hiicre hattinda p53 mutant
olmasina karsin PUMA proteininde zamana bagl artis oldugu gosterilmistir. PUMA
proteininin p53 anlatim durumu farkli dahi olsa ER stres veya farkli transkripsiyon
faktorleriyle anlatiminin saglanabilecegi yapilan calismalarla gdsterilmistir [166].
p53'iin Serl5'ten fosforlanmis olmast durumu her 3 hiicre hattinda da gergeklestigi
gosterilmistir.  p53'in Serl5 fosforlanmas1 hiicrede stres cevabi olarak
olusturulmaktadir vee MDM-2 vasitasiyla fosforlanmis p53 proteininin dengede
tutulmas: saglanmaktadir [167]. Bu sonuglar 1s1ginda EBR''n p53 ile iligkili
yolaklardan da hiicreleri apoptoza tesvik ettigi, p53'iin islevsel olmadigr durumlarda
da apoptozu tesvik eden proteinlerin anlatimini arttirdigi gésterilmistir. Bu durumun
p53 anlatim durumlart farkli erkek esey hiicresi kanserlerinde sisplatin adl

kemoterapotik ile tetiklenebildigi belirlenmistir [168].

66



Yapilan arastirmalarda GSK3f'min  hiicrelerde  apoptozu ig¢sel yolaktan
tetikleyebilecegi, bu duruma GSK3B'nin fosforilasyonunu tetikleyen hiicresel stres
etmenlerinin  sebep olabilecegi, bu durumun p53'ten bagimsiz sekilde
gerceklestirebilecegi  sonucu ortaya konmustur [169]. Bu durum agisindan
GSK3B'nin fosforlanma durumu incelendiginde EBR'in aktif bir sekilde ilk 48 saat
icerisinde fosforlanmasinin azaltilarak tiim hiicre hatlarinda bu proteininin sagkalim
islevinin sonlandirildigr gosterilmistir. Bununla birlikte 72 saat sonununda bu
islevine daha yiiksek fosforlanma ile ulastigi gosterilmistir. Bu baglamda GSK3B'nin
etkiledigi ve etkilendigi yolaklar incelendiginde AKT tarafindan degistirilen
fosforlanma durumunun [170] AKT fosforlanma durumuyla uyusmadigi, bu kisimda
farkli yolaklarin gorev alabilecegi diisiincesi olusmustur ve bu yolagin p38 MAPK
olabilecegi lizerinde durulmaktadir [108]. Bu baglamda esas olarak GSK3f'nin
etkiledigi protein olan (-kateninin ubikuitine bagli proteozomal bozunmasi sonucu
olarak [-katenin seviyelerinde diisiis gerceklestigi gosterilmistir. Bu baglamda
sagkalim yolaginin kapatilmastyla birlikte apoptotik belirte¢ olarak gosterilebilecek
kaspaz-3 ve PARP kesilim durumlar: incelendiginde HCT-116 ve HT-29 p53**
hiicre hatlarinda ortak olarak 24. saatte hiicreler apoptotik cevap vermis olmakta olup
24 saat sonrasinda bu cevabin kayboldugu gozlemlenmektedir. Bu durumun karsiti
olarak HT-29 hiicre hattinda bu cevabin geri ¢ekilmedigi bu durumun p53'tiin mutant
olmas1 diger hiicre hatlarinda p53'iin apoptoz ve sagkalimda denge gorevi goriirken
EBR ile tetiklenen stres durumunu tersine doniistiirecek sekilde tepki vermesine
sebep oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum MDM-2 artisina karsin artmakta
olan dogal tip p53 anlatiminin artis1, pS3 anlatimi arttirilan HT-29 hiicre hattinda
p53'tin anlatimimin diislisii de bu durumu desteklemektedir. Ayn sekilde literatiirde
dogal tip p53'lin de asir1 anlatimi gergeklestigi durumlarda hiicre sagkalimini

tetikledigi sonucu ortaya ¢ikartilmigtir [171].
Yapilan arastirmada hiicrelerde EBR''n sagkalimi engelledigi, bunu da GSK3p

proteininin fosforlanmsimi degistirerek gergeklestigi bulunmustu. Bu duruma hangi

proteinlerin sebep oldugu arastirildiginda AKT proteini disinda bir proteininin bu
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durumu etkiledigi 6ngoriilmiis bu konuda daha once yapilan ¢alismalarda EBR'in
ayn1 zamanda MAPK yolag iizerinde sagkalim iizerinde engelleyici 6zelligi oldugu
tespit edilmistir [111]. Bu baglamda MAPK yolagina ait stres ile baglantili p38
proteini incelendiginde GSK3B'nin inhibe oldugu zamanlarda p38'in de fosforlanmis
oldugu tespit edilmistir. p38'in diger bir islevinin de forkhead yolag: proteinlerinden
FoxO3a proteinin de fosforlanmasini engelleyerek niikleusa gogilinii saglayarak
hiicreleri  apoptoza tesvik etmek oldugundan bu durumun gerceklesip
gerceklesmedigi incelendiginde FoxO3a proteininin fosforlanmasinin azaldigi tespit
edilmistir. Bu durum doksorubisin ad1 verilen ila¢ vasitasiyla meme kanseri hiicre
hatlarinda gergeklestigi bulunmustur [107]. SAPK/JNK proteininin p-katenin
proteininin  etkinliginin azaltilmasiyla birlikte etkinliginin azaldig1 yapilan
arastirmalarla gosterilmistir [172]. Bu calismalarin 1s1ginda GSK3B'min etkisinde
hiicre sagkalimini diizenleyen SAPK/JNK proteinlerinin fosforlanmasinin da
GSK3pmin inhibe olmastyla birlikte azaldig tespit edilmis, hiicre sagkalimina ket
vurma durumunun buradan da desteklendigi gosterilmistir. Tiim bunlarin yaninda
hiicredeki translasyonel mekanizmada gorevli p70S6K proteininin ER stres kosullari
durumunda protein anlatim mekanizmasinin durdurulmasi gerektigi durumlarda
fosforlanmasi engellenerek protein anlatimi durulmasi saglanmis, bu durum her 3

hiicre hattinda ortak olarak gerceklestigi gosterilmistir.

Bu baglamda taranan ER stres ile alakali proteinlerin anlatim durumlar1 48 saatlik
zaman diliminde incelendiginde EBR'in 3 hiicre hattinda da kalretikulin, PDI ve BiP
saperonlariin anlatim seviyelerinin arttig1, bu durumun asir1 protein anlatimi
durumu olusumundan kaynaklandigi, bu durumu saglayan ve ER saperonlarinin
anlatimin1 arttiran ATF6 proteininin de anlatiminin arttigi, bu baglamda ER
membranindaki ER stres ile aktiflesen reseptor proteinlerden PERK proteininin de
anlatim seviyelerininin EBR uygulamasiyla birlikte arttigi, bu proteinlerin islevlerini
yerine getirmeleri durumunda UPR olusturacak ve hiicrede apoptozun tetiklenmesini
saglayacak ATF4, CHOP gibi proteinlerin de anlatim seviyelerinde artis oldugu

gbzlemlenmistir. Bu sonuclar EBR ile yapilan 6nceki calismalarla baglantili olacak
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sekildedir. Arabidopsis thaliana ile yapilan deneylerde brassinosteroidlerin bitkisel
ER stres yolakarini aktiflestirdigi tespit edilmis [173], bununla birlikte prostat
kanseri hiicre hatlarinda kalretikulin anlatimi seviyesini etkileyerek UPR olusumuna
sebep oldugu tespit edilmistir [51]. Bu baglamda PERK ile ilk aktiflesen ve fosfor
baglanan elF2a proteininin fosforlanmasinin artmasi bu yolagin calistigin
gostermektedir. Tiim bunlarla birlikte yapilan baska bir ¢aligmada gosterildigi lizere
CHOP proteini hiicrede BH3 domaini bulunan apoptozu tetikleyen proteinlerin
anlatim seviyelerini arttiran bir transkripsiyon faktorii gorevi iistlenmektedir. Bu
durumun olusmasi icin CHOP proteininin FoxO3a ile birlikte niikleusa go¢mesi
gerektigi belirtilmistir [124]. Bu durumu EBR'm da olusturdugu p38 araciligiyla
FoxO3a'min fosforlanmasin1 engelleyerek niikleusa gogiinii sagladigi, ER stresi
tetiklemesi sonucunda da CHOP anlatimini arttirmasi ve apoptotik proteinlerden
Ozellikle Bax proteininin anlatimimin p53'ten tamamen bagimsiz bir sekilde

artmasinin sebebinin bu oldugu sonucu ortaya ¢ikarilmistir.

Tim bu sonuglarin 1s18inda GSK3p proteininin 72 saatlik zaman diliminde asir1
fosforlanmasinin gergeklesmesi, GSK3p'nin aktivitesinin tekrar azalma gostermesi
ve bu mekanizmayla tedavi edilen bir hastalik olan AD’ye EBR'nin alternatif bir ilag
olabilecegi diisiincesini olusturmustur [174-175]. AD, beynin belirli bolgelerinde
(korteks ve hippokampus) hiicre yitimi ile karakterize ndrodejeneratif bir siirectir.
Daha 6nceki calismalarda ile diger norodejeneratif hastaliklardaki hiicre 6liimiinde
apoptozun rolii olabilecegi gosterilmistir [145]. Ayrica, AD gibi ndrodejeneratif
hastaliklarda apoptozun aktive olmasiyla artmig hiicre kayiplar1 (ndron)
gergeklesmektedir [129]. Genetik ve epidemiyolojik ¢aligmalarda, AD'de yukar1 Wnt
ve insulin sinyal yolu ara maddelerinin degisiklikleri nedeniyle GSK3’iin deregiile
oldugu goriilmektedir. Wnt sinyalinin ko-reseptorii olan diisiik yogunlukta
lipoprotein reseptorii ile iliskili protein (LRP6), apolipoprotein E4-e4 negatif
bireylerde ge¢ baslangicli AD i¢in bir risk gen olarak tespit edilmistir; bu da AD

patolojisinde anormal Wnt sinyalinin neden oldugu belirlenmistir.
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Daha Once literatiirde brassinosteroidlerin C. elegans model organizmasinda
irdelendigine dair bir veriye rastlanilmamistir. Bu noktadan ve EBR’nin GSK3p
tizerindeki in vitro da elde edilen etkisinden yola ¢ikarak bu ¢alismada oncelikle ilag
uygulamast  sonucunda EBR'In  toksik etkisi Olii saymmlar1  yapilarak
gerceklestirilmistir. 6 giiniin sonunda yiiksek EBR dozunda daha az 6lii tespit edilen
sus AD modeli CL2120 susu oldugu ortaya ¢ikmig, EBR'mn CL2120 susunda daha az
toksik etki gosterdigi belirlenmistir. EBR AD modeli C. elegans suslarin1 daha az
toksik olarak etkiledigi belirlenmistir. Bu baglamda AD modeli ve GSK3p islevini
yitirmig C. elegans suslarinda yapilan sagkalim analizlerinde EBR uygulamasiyla
birlikte  AD modeli C. elegans suslarinda yasam siiresinin artiy gosterdigi
belirlenmistir. Bu anlamda LiCl ile yapilan yasam siiresi tayinlerinde dogal tip C.
elegans susunun yasam siiresinin arttigi tespit edilmistir [160]. Bu durum yapilan
deneyle de gosterilmis, EBR'in 6zellikle AP anlatimi yiiksek CL2120 susunun yasam
siiresini LiCl ile benzer sckilde fazladan arttirmasi AD iizerine EBR'!n etkili
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Daha once LiCl ile yapilan ¢alismada dogal tip C.
elegans susunda yapilan g¢alismada LiCl'nin yumurtlama miktarini azalttigi tespit
edilmistir [160]. Burada yapilan yumurtlama miktarlarlarinda yapilan analizlerde ise
doza bagli EBR uygulamasiyla birlikte C. elegans suslarindan AD modellerinde
yumurtlama seviyesinin LiCl'e gore daha az azaldigi, bu durumun EBR'in C. elegans
suslarindan Ozellikle AD modeli suslarmma LiCl'den daha az toksik etki yaptigini

gostermektedir.

Tiim bu bilgilerin 1s518inda, EBR'nin kanser hiicrelerinde apoptozu tetikledigi bunu
hiicre sagkalim yolaklarinin durdurulmasi ve bununla birlikte ER stresin tetiklenmesi
vasitastyla apoptotik proteinlerin anlatimlarini arttirarak yaptigi belirlenmistir (Sekil
5.1.). EBR’nin kanser hiicrelerindeki apoptotik etkisinin in vivo etkilerinin C.
elegans veya fare modellerinde saptanmasi gelecek ¢alismalar1 olusturacaktir.
Bununla birlikte uzun siireli EBR uygulamasinda GSK3f'min tekrar fosforlanmig
olmas1 AD durumunda alternatif tedavi olabilecek ilaglardan olabilecegi C. elegans

model organizmalarinda bu c¢alisma ile ilk defa gosterilmistir Sekil 5.1.). AD
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terapisinde ozellikle GSK3pB fosforilasyonun Ser9 domeninden saglanmasi hiicre
igerisinde bir¢cok kinaz molekiilii tarafindan saglandigi bilinmektedir [176]. Bu
dogrultuda, EBR'nin C. elegans model organizmasinda hangi yolaklar tizerinde etkili
olarak AD tedavisinde kullabilecegi modellenecektir. Ayrica, fosforlanma saglayan
diger kinaz molekiilii inhibitorleri ile kombine uygulamalarda etkili terapi igin

denemelerin gerceklestirilmesi planlanmaktadir.

Kolon kanseri in vitro modelleri
(HCT 116, HT29, HT29 p53 /%)

P38
MAPK

Caenorhabditis elegans
// - Alzhei Hastalig modelleri
/ ( GSK3B
S b
/ T ,,
yd —~—— o
Hiicre

Apoptoz [ !
Pop . Sagkalmi

Sekil 5. 1. EBR kolon kanseri hiicrelerinde apoptozu tetiklerken sagkalimi
baskilamaktadir. AD modeli C. eleganslarda ise GSK3p aracihig: ile sagkalim
tetiklemektedir.
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7. EKLER

7.1 KULLANILAN CIHAZLAR

Kullanilan cihazlar Tablo 2’ de verilmistir.

Tablo 2. Kullamlan Cihazlar

DI URUN KODU FIRMA

Buzdolabi ( No frost ) 4263TMB Arcelik

Derin Dondurucu 2041D Arcelik

Distile Su Cihaz1 TANKPE030 Millipore Direct Q-

Dondurucu (-80°C) Ultra Low  TemperatureNew Brunswick
Freezer, U725 Innova Scientific

Dry heat sterilizer FEN120 Niive

Elektroforez Aletleri BioRad

Facs Flow Cihaz1 AC6531180147 BD ACCURL1 C6

Fluoresan Mikroskobu Model: 1X71 Olympus

Gii¢ Kaynagl PowerPac/Basic BioRad

Hassas Tarti LE6202S Sartorius

Inkiibator Heracell 150 Thermo

Inverted Mikroskop Model: XDS-1B SOIF

Laminar Flow Model: 12469,2000 HeraSafe

Laminar Flow LNO090 Niive

Manyetik Karistirici SB162 Stuart/ProLab

Mikropipet (0,5ul-10ul) EH52836 Thermo

Mikropipet (200ul-1000ul)  [T27274 Thermo

Mikropipet (20ul-200ul) EH46925 Thermo

Diseksiyon Mikroskopu Ivyman System

Otoklav 0TO32 Niive

pH Metre N315 SEM/Mettler Toledo

Santrifiij 5417R Eppendorf

Santrifiij(Biiylik) 5810R Eppendorf
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Sogutmal1 Etliv ES120 Niive
Spektrofotometre Ultraspec 2100 pro Biosciences
Spin mini spin plus 22331 Hamburg Eppendorf
Stereo Mikroskop Discovery.V12 Zeiss
Transfer Cihazi 10016505C BioRad

UV - Crosslinker CL1000 UVP

Vorteks SA8 Stuart/ProLab
Yatay elektroforez sistemi  |Gel XL ultra v-2 BioRad

7.2. HUCRE KULTURU DONANIMLARI
Hicre kiiltiiriinde kullanilan donanimlar Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Hiicre kiiltiirii donanimlari

ADI URUN KODU FIRMA ADI
6 kuyucuklu petri 92006 TPP

12 kuyucuklu petri 92012 TPP

96 kuyucuklu petri 92096 TPP

75cm? hiicre bityiitme kaplar1 (90076 TPP

25cm? hiicre biiyiitme kaplarr (90026 TPP
100mm hiicre biiyiitme kaplari[93100 TPP

60mm hiicre biiyiitme kaplar1 93060 TPP

Steril pipetler (5ml) 94005 TPP

Steril pipetler (10ml) 94010 TPP

Siringa filtreleri (0.22 pm) 09722 TPP
Enjektor set P1G Yesil ug igneli ASTRAJE
Tripsin-EDTA 25200-056 Gibco
Penisilin/Streptomisin 15140-122 Gibco

Fetal Bovine Serum 10500-064 Gibco
McCoy's Medium P04-05500 PAN Biotech
Hemositometre Neubauer
Pipet uglar CAPP
HCT-116 CCL-247 ATCC
HT-29 HTB-38 ATCC
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7.3. KIMYASAL MADDELER
Caligsma kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler Tablo 4’de gésterilmistir.

Tablo 4. Kullanilan kimyallarin listesi

ADI URUN KODU FIRMA ADI
2-merkaptoetanol S4805940 517 MERCK
Agaroz A9539 SIGMA-ALDRICH
Akrilamid / Bis-Akrilamid A9099 SIGMA-ALDRICH
30% c¢ozelti
Amonyum persiilfat A2941 Applichem
Ampisilin P06-07100 PAN Biotech
Asetik Asid 27225 SIGMA-ALDRICH
Bakar [122] siilfat 02791 Merck
Coomassie Blue Belirteci A3480 Applichem
Cinko siilfat 08883 Merck
Disodyum EDTA 2937 Applichem
Disodyum fosfat A4229 Applichem
DMSO K46505343 517 MERCK
DMSO D2650 SIGMA-ALDRICH
Etanol CAS 64-17-5 ALKO MED
Fetal Bovine Serum (FBS) P290310 Pan Biotech
Floksuridin F0503 SIGMA-ALDRICH
Glisin 3570 CALBIOCHEM
Hidrojen peroksit K39218400838 MERCK
Hidroklorik Asit K43804717 239 MERCK
Hipoklorit (Camasir Suyu) ACE
Izopropanol K44518295 321 MERCK
Kalsiyum kloriir 02382 Merck
Kolesterol C8667 SIGMA-ALDRICH
Kristal Viyole FN1048735 MERCK
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Laemli Tamponu S3401-1V SIGMA

Luminol A2185 Applichem
Magnezyum Siilfat 05886 Merck

Manganaz [122] Klorit 2087 Applichem
Metanol 24229 SIGMA-ALDRICH
MTT Soliisyonu M2128-5G SIGMA-ALDRICH
Page Ruller Plus Prestained | 26619 Fermentas

Protein Ladder

p-Coumaric Asid C9008-1G SIGMA-ALDRICH
Phosphate buffered saline BE17-51-5F LONZA
Propidyum iyodiir P4170-100MG SIGMA-ALDRICH
Ponceau kirmizi Belirteci A1405 Applichem
Potasyum dihidrojen fosfat A2946 Applichem
Potasyum Sitrat 89306 Fluka

Protein izolasyonu Tamponu | 78501 Thermo

Saf Etanol 32221 SIGMA-ALDRICH
SDS UN1888 Applichem

Sigir Serum Albumin A2153-10G SIGMA-ALDRICH
Sodyum Kloriir A2941 Applichem

Super Block T20 37536 Thermo

TEMED A1148,0100 Applichem

Tris Baz 648310 CALBIOCHEM
Tris-HCI 648317 CALBIOCHEM
Tween 20 S6740684 348 MERCK

Yagsiz Siit Tozu SC-2325 Santa Cruz

Biotechnology
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7.4 Kullanilan Antikorlar

Calisma kapsaminda kullanilan antikorlar Tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo 5. Kullanilan antikorlar

ADI KATALOG NO FIRMA ADI

MDM-2 C-18 Santa-Cruz Biotech

Puma 4976 Cell Signaling Technology
Bim 2933 CST

Bax 610982 BD Biosciences

p53 554293 BD Biosciences

Fosfo-p53 (Serl5) 9284 Cell Signaling Technology
Fosfo-Akt (Serd73) 4060 Cell Signaling Technology
Fosfo-Akt (Thr 308) 9275 Cell Signaling Technology
Akt (Pan) 4691 Cell Signaling Technology
Fosfo-GSK3p (Ser9) 9336 Cell Signaling Technology
GSK3p 610202 BD Biosciences

B-katenin 610153 BD Biosciences

Kaspaz-3 9662 Cell Signaling Technology
Aktif Kaspaz-3 9661 Cell Signaling Technology
PARP 9542 Cell Signaling Technology
p38 MAPK 612169 BD Biosciences

p-p38 MAPK 612280 BD Biosciences

(Thr 180/Tyr182)

FoxO3a 12829 Cell Signaling Technology
Fosfo-FoxO3a (Ser253) 13129 Cell Signaling Technology
Fosfo-FoxO3a (Ser318/321) | 9465 Cell Signaling Technology
SAPK/INK 610627 BD Biosciences
p-SAPK/INK (Thr183/Tyr 612541 BD Biosciences

185)

p70s6k 611261 BD Biosciences
Fosfo-p70s6k (Thr389) 9234 Cell Signaling Technology
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Kalretikulin 12238 Cell Signaling Technology
Kalneksin 2679 Cell Signaling Technology
BiP 3177 Cell Signaling Technology
PDI 3501 Cell Signaling Technology
IREla 3294 Cell Signaling Technology
ATF-6 H-280 Santa-Cruz Biotech

PERK 5683 Cell Signaling Technology
ATF-4 C-20 Santa-Cruz Biotech

CHOP 2895 Cell Signaling Technology
Fosfo-eIF2a (Serl5) 3398 Cell Signaling Technology
[B-aktin 12620 Cell Signaling Technology
B-tubulin 5346 Cell Signaling Technology

93




8. OZGECMIS

1. Ad1 Soyadi: Utku OZBEY

Iletisim Bilgileri:

Adres: Latilokum Sokak. Sedef Sitesi, A Blok Nu:48/8 34381 Mecidiyekdy-Istanbul
Telefon: 0 538 941 11 42

e-posta: utkuozbey@gmail.com

2. Dogum Tarihi: 28.03.1992
3. Unvam: Yiiksek Lisans Ogrencisi

4. Ogrenim Durumu:

Derece Alan Universite Yil

Lisans Molekiiler Biyoloji Istanbul Kiiltiir 2014
ve Genetik Universitesi

Yiiksek Lisans Molekiiler Biyoloji Istanbul Kiiltiir 2014-
ve Genetik Universitesi

5. Yayinlar

5.1. Uluslararasi hakemli dergilerde yaymlanan makaleler (SCI & SSCI & Arts
and Humanities)
1. Coker-Gurkan A, Arisan ED, Obakan P, Akalin K, Ozbey U, Palavan-Unsal
N. Purvalanol induces endoplasmic reticulum stress-mediated apoptosis and
autophagy in a time-dependent manner in HCT116 colon cancer cells. Oncol
Rep. 2015;33(6):2761-70.

94



mailto:utkuozbey@gmail.com

5.2. Uluslararasi bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitabinda
(Proceedings) basilan bildiriler
1. Utku Ozbey*, Deniz Coskun, Pinar Obakan, Ajda Coker-Gurkan, Elif Damla
Arisan, Narcin Palavan Unsal, " Epibrassinolide induces p53-independent
apoptosis in colon cancer cell lines" EACR-Sponsored 3rd Anticancer Agent
Development Congress, PP124, Sayfa: 181, Mayis 18- 19, 2015 izmir,
Tiirkiye (Poster Sunum: Utku Ozbey)

2. U. Ozbey, P. Obakan, E. D. Arisan, A. Coker-Gurkan, N. Palavan-Unsal, "
EBR promotes p53 independent apoptosis in colon carcinoma cell lines",
40th FEBS Congress, The Biochemical Basis of Life, P11-028, Sayfa:227, 4-
9 Temmuz 2015, Berlin, Almanya.

6. Ulusal & Uluslararasi Projeler
e “Epibrassinolid ve(ya) roskovitin’in potansiyel GSK3b inhibitorii olarak

Caenorhabditis elegans modelinde molekiiler hedeflerinin terapotik agidan

incelenmesi” (COST Action BM1408 (GENIE), 2015-2018, Bursiyer)

e “Epibrassinolidle Tetiklenen Hiicre Oliimiiniin Endoplazmik Retikulum
Stresi Ile Iliskisinin Kolon Kanseri Hiicre Hatlarinda Arastirilmas1” (3001-
TUBITAK Baslangi¢ Ar-Ge Projeleri Destekleme Programi, 1137845, 2014-
2016, Bursiyer)

e " Purvalanol'iin neden oldugu apoptotik hiicre 6liimiiniin otofaji ve
endoplazmik retikulum stresi ile iligskisinin HCT-116 kolon kanseri
hiicrelerinde aragtirilmas1" (2209-a Universite Ogrencileri Yurt I¢i Arastirma

Projeleri Destek Programi, 2012, Esytiriitiicii)

95



7. Bilimsel ve Mesleki Kuruluslara Uyelikler
» 2015: Molekiiler Kanser Arastirma Dernegi (MOKAD)

8. Katildigr Uluslararasi Bilimsel Etkinlikler:

1. 40th FEBS Congress, The Biochemical Basis of Life, 4-9 Temmuz 2015,
Berlin, Almanya.

2. EACR-Sponsored 3rd Anticancer Agent Development Congress, PP124,
Sayfa: 181, Mayis 18- 19, 2015 izmir, Tiirkiye

3. International Congress on Polyamines: Clinical and Biological Perspectives,
September 2-7, 2012, Istanbul- TURKEY.

96



