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OZET

Kanser, hiicre biliylimesi ve farklilagmasi ile ilgili mekanizmalarin kontrol edilmesi
gibi biyolojik olaylar1 etkileyen mutasyonlarin birikmesi sonucunda meydana
gelmektedir. Tiimor hiicreleri smirsiz cogalabilme ve apoptozdan kagma gibi bircok
ozellik kazanirlar. Brassinosteroidler (BR) diisiik molekiiler agirliga sahip steroid
kokenli igeriklerdir. BR bitki biiylimesini ve gelisimini diizenler ve hayvan steroid
hormonlarinin yapisina benzerlik gosterirler. Cesitli ilaglarla hiicre boliinmesinin
durdurulmasi, apoptozun uyarilmasi gibi dnemli yaklasimlar kanserin tedavisinde
potansiyel ila¢ olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Epibrassinolid (EBR),
BR ailesinin bir iiyesidir. Cesitli hiicre hatlarinda EBR ile yapilan g¢alismalarda,
EBR’ nin mitokondriyal membran potansiyelini arttirdigi, hiicre ici antikor seviyesini
azalttig1, hiicre dongili mekanizmasi ile etkilesimde bulunarak biiylimeyi engelledigi
ve hiicre 6liimii olan apoptozu uyardig1 gosterilmistir. Bu ¢alismada SW480 (ER-3
pozitif, Arg?”His’ te p53 mutant) ve DLD-1 (ER-B negatif, Ser®*'Phe’ te p53
mutant) kolon kanseri hiicre hatlarinda EBR’ nin antikanser ve antiproliferatif
etkileri incelenmeye caligilmistir. Bu nedenle Oncelikle hiicrelerde EBR’ nin
programli hiicre 6liimii olan apoptoz iizerinde etkileri incelenmistir. Daha sonraki
asamalarda EBR’ nin tetikledigi apoptozun MAPK ve PI3K/AKT hiicre sagkalim
yolaklar1 ile iligkisi molekiiler diizeyde incelenmistir. Elde edilen sonuglar, SW480
ve DLD-1 hiicre hatlarinda EBR’ nin hiicre sagkalimi {izerinde farkli sekilde cevap
olusturdugunu gostermektedir. EBR’ nin SW480 hiicrelerinde PI3K ve AKT
ifadesini engelleyerek PI3K/AKT hiicre sagkalim sinyal yolagini inhibe ettigi,
SAPK/INK ve p38 aktivasyonu saglaylpp ERK1/2 ifadesini engelleyerek MAPK
hiicre sagkalim yolagini inhibe ederek hiicre ¢ogalmasmi baskiladigi ve kaspaz
bagimli apoptozu uyardigi belirlenmistir. Fakat DLD-1 hiicrelerinin MAPK ve
PI3K/AKT hiicre sagkalim sinyal yolaklarinin aktive oldugu ve buna bagl olarak
hiicre ¢ogalmasini inhibe edemedigi ve EBR’ ye karst direng gosterdigi
belirlenmistir.
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SUMMARY

Cancer occurs due to the accumulation of mutations that affect the biological events
such as cell growth and differentiation. Tumor cells gain unlimited ability to
proliferate as well as escape from apoptosis. Brassinosteroids (BR) have low
molecular weight and they are steroid based molecules. BR leads to regulate the
plant growth and development and they have similarity to animal steroid hormones.
Some approaches suggest to use some drugs that can prevent the cell division and
induce apoptosis. These strategies can be promising in order to cope with cancer.
Epibrassinolid (EBR) is a member of BR family. It has been shown that EBR
increased the mitochondrial membrane potential, decreased the intracellular antibody
levels, prevented the cell growth and induce apoptosis via interacting with cell cycle
mechanism. In this study, the anticancer effects of EBR were examined in SW480
(ER-B positive, Arg?”*His p53 mutant) and DLD-1 (ER-B negative, Ser**'Phe p53
mutant) colon cancer cell lines. Therefore, particularly, the impacts of EBR on
apoptosis mechanism (known as programmed cell death) have been studied. Later
on, the relationship between the apoptosis and the MAPK and PI3K/AKT survival
pathways was examined. According to the results, EBR had different effects on cell
survival in SW480 and DLD-1 cell lines. EBR inhibited the cell proliferation of
SW480 cells via preventing PI3K and AKT expressions and PISK/AKT cell survival
signaling pathway. Furthermore, cell proliferation was inhibited by EBR by
preventing MAPK cell survival pathway, ERK1/2 expression as well as activating
the SAPK/JNK and p38 pathways. Besides, EBR induced the caspase dependent
apoptosis in SW480 cells. On the other hand, EBR could not inhibit the cell
proliferation DLD-1 cells due to the activation of MAPK and PI3SK/AKT cell
survival pathways. It has been indicated in this research that DLD-1 cells showed
resistance to EBR.
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1.GIRIS

Kolorektal kanser, diinyada goriilen kanserler arasinda iigiincii sirada yer almaktadir.
Kolorektal kanserlerin kalitsal formlarinda bireyler mutant genleri ile dogarlar ve bu
mutasyonlara germ-line mutasyon adi verilmektedir. Ailesel adenomatéz polipozis
(FAP) ve kalitimsal nonpolipozis kolorektal kanser (HNPCC), en ¢ok bilinen
kalitimsal kolorektal kanser tiplerindendir. Bazen genlerde olusan mutasyon,
cevresel faktorlerin etkisiyle dogumdan sonra gelismektedir ve bu mutasyonlara
somatik mutasyon adi verilmektedir bu mutasyonlarin sonucunda sporadik olarak
tanimlanan kanserler ortaya ¢ikmaktadir. Kolorektal kanserlerin cogunlugu, somatik
mutasyonlar sonucu gelisen adenokarsinomlardan kaynaklanmaktadir. FAP, HNPCC
gibi kalitsal kolorektal kanserli kisiler bir allellerinde genetik mutasyonla (first hit)
dogduklarindan, daha sonraki zamanlarda diger normal allelde somatik mutasyonun
(second hit) gelismesi, tiimor gelisimini baglatmak i¢in yeterli olmaktadir ve bu
nedenle bu kisilerde adeno-karsinom dizisi daha kisa siirede tamamlanmaktadir [1].
Proto-onkogenlerin aktivasyonu, timor baskilayici genlerin inaktivasyonu ve yanlis
eslesmeyi onaran genler (MMR) gibi DNA onarmmiyla ilgili genlerdeki bozukluklar
kolorektal kanser gelisiminde rol oynayan genetik degisiklerdir. Bununla birlikte tek
bir gende meydana gelen mutasyonlardan herhangi birinin ortaya ¢ikmasi, kanser
olusumu icin tek basma yeterli degildir. Kanser gelisimi icin, birden fazla gende ve
¢ok sayida mutasyonun zaman igerisinde birikmesi gerekmektedir [2]. Kolorektal
kanserlerde K-ras, N-ras, H-ras gibi Ras onkogeninde [3] ve Adenomatous
Polyposis Coli (APC) gibi tiimor baskilayict genlerde [4] mutasyon goriilmektedir.
Kanser hiicreleri zamanla mutasyonlarm birikmesi sonucunda smirsiz bdliinebilme,
apoptozdan kagma, metastaz gibi Ozellikler kazanirlar [5]. Yapilan c¢aligmalarda
biiylime faktorleri ve biiylime reseptorleri, transkripsiyon faktorleri, mitojenik
aktivite gibi 6nemli hiicresel sinyal iletim basamaklarinda olusan bozukluklarin

kanser olusumunda ve ilerlemesinde 6nemli bir role sahip oldugu goriilmiistiir [6].
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Programli hiicre 6liimii ya da apoptoz ¢ok hiicreli canlilarda normal gelisim sirasinda
gerceklesen olaydir. Tiimdrlii bir hiicre, pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin
dengesinin bozulmasi, kaspaz aktivitesini azalmasi ve 6liim reseptdr sinyallerinin

bozulmasi sonucunda apoptoz olusumunu inhibe etmektedir [7].

Hiicrenin sagkalimini ve biiyimenin kontrolii gibi biyolojik olaylar {izerinde etkisi
olan  mutasyonlarn  birikimi  karsinogenezin  temelini  olusturmaktadir.
Protoonkogenler ve tiimor baskilayict genlerde meydana gelen mutasyonlar farkli
mekanizmalar ile tiimdr olusumuna yol agarlar. Kanser hiicrelerinde, sinyal iletim
yollarmi ve sinyal proteinlerini hedef alan onkogenik mutasyonlar goriilmektedir.
Sinyal iletiminde meydana gelen degisiklikler ¢ogalma ve sagkalim kontroliiniin
kaybma sebep olur. Onkogenik sinyal iletiminin timdr gelisimi ve

invazyon/metastaz stirecinde 6nemli bir etkisinin oldugu bilinmektedir [8].

Protein Kkinazlar, sinyal iletiminde protein fosforilasyonunda/aktivasyonunda gorev
alirlar, reseptor tirozin kinazlar ve sitoplazmik tirozin kinazlar olmak {izere iki ana
gruba ayrilirlar [9]. Reseptor tirozin kinazlar (RTK), membranda yerlesik olarak
bulunurlar ve bu reseptorler biiylime faktorleri ile baglandiklarinda aktiflesirler ve
sitoplazmadaki hedef proteinlerle etkilesime girerek sinyal iletimini gergeklestirirler.
Karsinogenez stirecinde stirekli ve kontrolsiiz RTK aktivitesi goriilmektedir. Src,
Abl, fokal adhezyon kinaz (FAK) ve Janus kinaz ailesi (JAK) gibi proteinler
sitoplazmik protein kinazlara 6rnek olarak verilebilir [10]. Protein kinazlar dinlenme
halindeki hiicrelerde sitoplazmada inaktif halde bulunurlar. Biiylime faktorleri veya
sitokinler tarafindan uyarildiklarinda aktif hale gelerek sitoplazmadaki veya
niikleustaki hedeflerine yonelirler. Sitoplazmik tirozin kinazlarm siirekli aktivasyonu
ve onkojenik sinyal iletimi, transformasyon, tiimor biiylimesi, motilite ve invazyon

artigt ile anjiyogenez gibi hiicresel olaylarini hizlandirmaktadir [11].

MAPK sinyal yolagi gen ifadesini, mitoz boliinmeyi, hiicre ¢ogalmasini, hiicre
hareketini, metabolizmasini ve programli hiicre oliimiinii diizenlemektedir [12]. Bu

sinyal iletim yolu Ras aktivasyonu ile baglar ve sirasiyla Raf (MAPKKK), MEK
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(MAPKK) ve Erk (MAPK) kaskadi ile ilerler. Hiicrenin uyarilmas: ile guanizin
difosfat (GDP)’ nin yerine guanozin trifosfat (GTP) baglanarak Ras-GTP
konformasyonuna doniiserek aktif hale gelir [13, 14]. Aktif hale gelen Ras hiicrenin
kontrolsiiz bir sekilde uyarilmasindan sorumludur ve Raf kinazlara yiiksek afinite ile
baglanir ve Raf kinazlarin hiicre membranina yerlesmesini ve aktivasyonunu saglar.
Onkogenik Ras, fosfotidilinositol-3 kinaz (PI3K) yolaginin giiclii bir aktivatoriidiir
ve PI3K yolagmi aktive ederek apoptozu baskilar [15]. MAPK sinyal yolaginin
calismasinin engellenerek hiicre ¢ogalmasinin baskilanmasi ve apoptozun uyarilarak
hiicre Oliimiin gergeklesmesi, yapilan c¢alismalarda kullanilan kemoterapik

yaklasimlardandir.

PI3BK/AKT sinyal yolag: biiylime ve yasama sinyallerinin iletiminden sorumludur
[16]. Reseptoriin uyarilmasindan sonra PI3K, hiicre membraninda inositol
fosfolipidlerdeki inositol halkasindaki 3’-OH grubunu fosforile ederek ikinci mesaj
olan PIP3; bagiml kinazlar (PDK) ve protein kinaz B (PKB)’ nin aktivasyonundan
sorumlu fosfotidilinositol trifosfat (PIP3)’ 1 tiretmektedir [10]. PKB, Aktl ve Akt2
genleri tarafindan kodlanan bir proteindir. Sitokinler ve biiylime faktorleri PI3K ve
PKB yolunu aktive ederek hiicreler i¢in yasama sinyallerini olusturur. Akt bu
fosfolipidlerle etkilesimde bulunarak i¢ membrana translokasyonuna sebep
olmaktadir [17]. PI3K’ nin sentezinin artmasi, PTEN’ in islev kayb1 veya PKB’ nin
asir1 sentezlenmesi gibi meydana gelen degisikliklerin karsinogenez ile ilgili oldugu
diistinilmektedir [17]. PI3K/AKT sinyal yolaginin inhibe edilerek, hiicre
sagkaliminin azaltilmas1 ve hiicre GSliimiiniin uyarilmasi son zamanlarda yapilan

calismalarda kullanilan kemoterapotik yaklasimlardandir.

Bitkilerde biiyiimeyi ve gelismeyi diizenleyen brassinosteroidler (BR) diisiik
molekiiler agirliga sahip steroid igerikleridir ve hayvan steroid hormonlarla (&strojen
ve androjen gibi) yapisal benzerlik gosterirler [18]. Kanser hiicreleri ile yapilan
calismalarda BR ailesinin iiyesi olan Epibrassinolid (EBR)’ in mitokondri membran
potansiyelini arttirdigi, hiicre i¢i antikor seviyesini azalttigi, GO/G1 fazindaki hiicre
sayisint arttirdigl, S fazindaki hiicre oranmi azalttigit ve apoptozu uyardigi

saptanmustir [18].
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Daha oOnce yapilan g¢alismalarda MDA-MB-468 ve MCF-7 gibi meme kanseri
hiicrelerindeki EBR’ nin hiicre canliligi, hiicre c¢ogalmasi ve hiicre dongiisii
iizerindeki etkileri incelenmis olup, EBR’ nin doza bagl olarak hiicre dongiistiniin
Gl fazinda tutulu kalmasma sebep oldugu ve hiicre biiyiimesini engelledigi
belirlenmistir [19]. Daha Once yapilan g¢alismalarda BR ailesi iiyesi EBR’ nin
antikanser etkisi, meme ve prostat kanseri gibi hiicre hatlarinda incelenmistir;
antiproliferatif aktivitede uygulanmasi i¢in mikromolar konsantrasyonlarda olumlu
sonuglar elde edildigi gosterilmistir, fakat hala EBR’ nin hiicre 6liimii iizerindeki
molekiiler mekanizmast tam olarak bilinmemektedir [18, 19]. EBR’ nin meme
kanseri ve prostat kanseri lizerinde etkileri ile ilgili calisma bulunmasina ragmen
EBR’ nin kolon kanseri hiicreleri tizerindeki etkileri ile ilgili cok fazla bir arastirma

bulunmamaktadir.

Yapilan arastirmalarda insan steroid hormonlarindan 6strojenin kolon kanserine karsi
koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir. Ostrojen reseptér P (ERP) kolorektal
epitelde ifade edilen 6ncii dominant Gstrojen reseptoriidiir ve koruyucu etkisiyle
iliskili oldugu diisiiniilmektedir [19]. Hiicre hatlar1 segilirken hem EBR’ nin steroid
hormonlarla yapisal benzerlik gostermesi, hem de ERB’ nin kolon kanserine karsi
koruyucu etkisi goz 6niinde bulundurulmustur. Bu arastirmada SW480 (ER-p pozitif,
Arg?”*His’ te p53 mutant) ve DLD-1(ER-p negatif, Ser®*'Phe’ te p53 mutant) kolon
kanseri hiicre hattinda EBR’ nin antikanser ve antiproliferatif etkileri incelenmistir.
Bu arastrmanin ilk asamasmnda EBR’ nin kolon kanseri hiicre hatlarmda hiicre
canlilig1 ve hiicre proliferasyonu iizerindeki etkileri belirlenmistir. EBR’ nin her iki
hiicre hattinda da hiicre ¢ogalmasini engelledigi goriildiikten sonra, ikinci asamada
EBR’ nin hiicre hatlarinda programli hiicre 6liimii iizerindeki etkilerinin agikliga
kavusturulmasi planlanmustir. Uciincii asamada ise EBR’ nin farkli kaspazlar
aracilig1 ile tetikledigi apoptozun MAPK ve PI3K/AKT hiicre sagkalim yolaklar1 ile

iligkisinin ortaya ¢ikarilmasi amag¢lanmistir.
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2.GENEL BILGIiLER

2.1 Kanser

Kanser, hiicrenin biiyltimesi ve farklilasmasi ile bu mekanizmalarin kontrol edilmesi
gibi birgok biyolojik olaylar1 etkileyen mutasyonlarin birikmesi temeline
dayanmaktadir. Kontrolsiiz boliinmeler gegiren bir hiicrenin meydana getirdigi
primer timor hiicreleri birgok fenotipik oOzellikler kazanmaktadir. Bu degisimler
tiimor hiicrelerine kontrolsiiz ve sinirsiz cogalma yetenegi kazandirmaktadir. Ayrica
kendi ¢evrelerinden bagimsiz olarak yasamlarini devam ettirebilen bu hiicreler, bagka
dokulara yayilabilme olarak adlandirdigimiz metastaz 6zelliklerinden dolay1

organizmanin diger doku ve organlarinin islevlerini etkilemektedirler [5].

Genetik anormallikler sonucu olusan hiicrelerin kazandigir kontrolsiiz ve smirsiz
cogalma ve metastaz gibi 6zellikler hiicre ¢ogalmasy/ 6liimii dengesini bozdugu i¢in
dokunun homeostatik dengesi de bozulmaktadir. Hiicre dongiisii, apoptoz, DNA
onarimi gibi anahtar rol oynayan mekanizmalardan sorumlu olan genlerde ve
protoonkogen/ tiimor baskilayici genlerde meydana gelen mutasyonlarm, malign

fenotipin olusumuna katkida bulundugu saptanmustir [20].

Tiim bunlara ek olarak biiyiime faktorleri ve reseptorleri, transkripsiyon faktorleri,
mitojenik aktivite gibi Onemli hiicresel sinyal iletim basamaklarinda olusan
bozukluklarin kanser olusumunda ve ilerlemesinde kilit rollere sahip oldugu

saptanmustir [6].

2.2 Kolon Kanseri

Kolon kanseri, abdomenin sag iist kadraninda yer alan kor bagirsak ile baslayan ve

rektum ile baglantili abdomenin tim kisimlar1 ile devam eden gastrointestinal bir

18



hastaliktir. Kolon yaklasik olarak 1,5 metre uzunlugundadir ve dort kisma
ayrilmaktadir [21] (Sekil 2.1).

e Ilk bolme ¢ikan kalin bagirsak olarak adlandiriimaktadir. Bu bdlme kolona
eklenen ince bagirsaktaki kiigiik bir kese ile baslar ve abdomenin sag tarafina
kadar devam etmektedir. Kor bagirsak apandisin kolona eklendigi bolgede
yer almaktadir.

e ikinci bolme enine kalin bagirsak olarak adlandirilmaktadir ¢iinkii bu bdliim
iist abdomende viicudun sagindan soluna kadar devam etmektedir.

e Uciincii bdlme inen kalin bagirsak olarak adlandirilmaktadir ve sol tarafta
asagiya dogru devam etmektedir.

e Dordiincii ve son boliim ‘S’ veya ‘sigmoid’ seklinden dolay1 sigmoid kolon

olarak bilinmektedir [22].

Enine kakn bagwrsak

(Transverse colon)
Cikan kalin bagwsak ——-
(Ascending colon) - Inen kalin bagirsak
i (Descending colon)
j Sigmoid kolon
Kor baguwsak —_
{Czcum)

N}j (Sigmoid colon)
Rektum

\‘/ (Rectum)

Sekil 2. 1. Kolon anatomisi. Kolon, kor bagirsak ve kalin bagirsak, enine kalin
bagirsak, inen kalin bagirsak ve sigmoid kolon olmak olmak iizere 4’ e ayrilir.
Rektum, ¢ogunlukla kolonun dis kisminda olusur [23].
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2.2.1 Kolon’ da Anormal Biiyiime

Cogu kolon kanseri genellikle uzun yillar siiresince yavas bir sekilde gelismektedir.
Kanser gelismeden Once, ¢ogunlukla doku veya tiimoriin bliylimesi kolon veya
rektumun i¢ duvarinda kanser olmayan polip ile baslar [24]. Timor anormal bir
dokudur ve benign ya da malignant olabilir. Baz1 polipler kansere doniisebilir fakat

hepsi doniismez, kansere doniisiip doniismemesi polibin tipine baglhidir [25].

1) Adenomat6z polip (adenoma): Kansere doniisebilen poliplerdir, bu nedenle
kanserlesme oncesi durum olarak adlandirilmaktadir.

2) Hiperplastik polip ve inflamatuar polip: Genelde kanserlesme Oncesi durum
olarak degerlendirilmemektedir. Fakat bazi arastiricilar hiperplastik poliplerin
kanserlesme Oncesinde olabilecegini veya adenoma ve Ozellikle kalin
bagirsaktaki polip biliylidiigii zaman kanser gelismesi igin bir risk

olusturabilecegini diistinmektedirler [22].

2.2.2 Kolon Kanserinin Baslamasi ve Yayilmasi

Polip i¢inde kanser olusmasi durumunda, kolon veya rektum duvarinin iginde
biliylimeye baglayabilmektedir. Kolon duvarindaki kanser hiicreleri kan damarlarina
veya lenf damarlara genisleyebilmektedir. Lenf damarlar1 ince kanallarla atiklar1 ve
stvilar1 tagimaktadir. Kanser hiicresi kan veya lenf damarlarina sigradiginda en yakin
lenf nodlarma veya viicudun farkli kisimlarina tasmabilmekte ve bu yayilma
metastaz olarak bilinmektedir. Kolon kanserinin 5 evresi bulunmaktadir. Evre 0
normal hiicrelerin kolon mukozasinda birikmeye basladig1 evredir. Evre 1 kolon
duvarmnin mukozasindan submukozaya sigradigi evredir. Evre 2 de ii¢ farkli durum
bulunmaktadir. Evre IIA olarak adlandirilan evrede kanser kolon duvarindan serosa
tabakasina yayilmaktadir. Evre IIB de serosa tabakasina sicrar, fakat yakinlardaki
organlara atlayamamaktadwr. Evre IIC de kanser yakinlardaki organlara
sicramaktadir. Evre III te kanser kolon duvarinin mukozasimdan submukozaya
gidebilmektedir ve bir veya ii¢ lenf noduna veya dokularmn yakimnindaki lenf nodlarmna
yayilabilmektedir. Evre IV te kan damarlar1 ve lenf nodlar1 ile akciger, karaciger

veya ovaryum gibi viicudun ¢esitli organlarina atlayabilmektedir [26] (Sekil 2. 2).
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Diger organlara yayilma

Sekil 2. 2. Kolon kanseri gelisimi [26].
2.2.3 Kolon Kanseri Epidemiyolojisi

GLOBOCAN 2012 verilerine gore kolon kanseri erkeklerde (746.000 vakanin
toplamin %10’ unda) iiciincii sirada ve kadinlarda (614.000 vaka, toplamin % 9.2’ si)
ise ikinci swrada olarak diinya capmnda goriilmektedir. Tiirkiye’de ise Saglk
Bakanligi’nin 2007-2008 yillarinda on iki ildeki kanser kayit merkezi verilerine gore,
KRK (kolorektal karsinom) goriilme siklig1 agisindan tiim kanserler i¢inde % 7,8 ile
kadinlarda tgiincii ve % 7,5 ile erkeklerde dordiincii sirada yer almaktadir (2). Bu
hastaligm hemen hemen %55° 1 farkli bolgelerde gelismektedir. En fazla
Avusturalya’ da erkek ve kadinlarda sirasiyla 100.000 de 44.2 ve 32.2 oraninda, en
diisiik de Bat1 Afrika’ da 100.000” de 4.5 ve 3.8 oraninda goriilmektedir.
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Male Female

Australia/New Zealand
Western Europe
Southern Eurape
Morthern Europe

More developed regions
Central and Eastern Europe
Northermn America
Micronesia

Eastern Asia

World

Caribhean

South America

VWestern Asia
South-Eastern Asia

Less developed regions
Southern Africa
Polynesia

Melanesia

Central America

Marthern Africa

Eastern Africa
South-Central Asia

Middle Africa

Western Africa

0 40 30 20 10 0 20 30 40 50

M Incidence
GLOBOCAN 2012 [18RC) W Mortality

Sekil 2. 3. GLOBOCAN 2012 verilerine gore kolon kanserinin diinya ¢apinda
goriilme siklig1 (Diinya saglik orgiitii, GLOBOCAN 2012 kanser istatistikler1).

2.2.4 Kolon Kanseri Etiyolojisi

Kolorektal kanser gelisiminde rol oynadigi diisiiniilen ¢ok sayida risk faktori

tamimlanmustir [27] (Tablo 2.1).
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Tablo 2. 1. Kolorektal karsinom gelisiminde rol oynayan risk faktorleri [28].
KR: Kolorektal, KRK: Kolorektal karsinom, FAP: Familyal adenomat6z polipozis,
HNPCC: Kalitsal nonpolipozis kolorektal kanser

Risk Faktorii Aciklamalar

Yas >50

Diyet Yagdan zengin, posadan fakir

Kisisel Oykii KR adenom (senkron yada metakron)
KRK

Aile Oykiisii Polipozis sendromlar1 (FAP, Gardner,

Turcot, Muir- Torre, Peutz-Jeghers,

familyal juvenil polipozis )

HNPCC

KRK” 1i birinci dereceden akrabalar
Inflamatuar barsak hastaliklar1 Ulseratif kolit (UK)

Crohn hastaligi
2.2.4.1 Yas

Yas, kolorektal kanser i¢in onemli risk faktorlerinden biridir, insidans 50 yasindan
sonra belirgin bir sekilde artmaya baslamaktadir. Kolorektal kanser olgularinin %90’
1 50 yasidan sonra goriilmektedir. Kolorektal kanser olgularinin %52’ sine 40 yasin
altindaki kisilerde rastlanmaktadir. Bu nedenle ortalama risk grubuna giren

asemptomatik kisilerde tarama testlerinin 50 yasindan sonra baglatilmasi1 yararl

olacaktir [29].

Kolorektal kanser olgularinda, insidans ile cinsiyet arasinda pek fazla belirgin bir
farklilik goriilmemistir, ancak kolorektal kanser insidansmin erkeklerde yas

ilerledikce biraz daha arttig1 belirlenmistir.

2.2.4.2 Kolorektal Adenom ve Karsinom Varhg:

Kolorektal kanserin % 90’dan fazlasi1 daha Once gelismis olan adenomlardan
kaynaklanmaktadir, ancak nadiren non-adenomatéz mukozadan gelisebilir [30]. Bu

olusum siirecine ‘adenom karsinom sekansi’ denilmektedir. Normal bir kolon
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mukozasindan adenom olusumu, adenomdan da displazi, in situ ve invaziv kanser
gelisiminin yaklagik olarak 10 y1l siirdigii gosterilmistir. Kolorektal kanserlerin FAP
(ailesel adenomatdz polipozis) ve HNPCC (kalitsal nonpolipozis kolorektal kanser)
gibi kalitsal formlarinda ise bireyler mutant genlerle dogduklari i¢in adenom
olusumu ve karsinoma doniisiim siirecinin bu bireylerde daha hizli oldugu
gorlilmiistiir. Kalitsal ve c¢evresel mutajenlerin etkisiyle genlerde art arda ortaya
¢ikan mutasyonlar kolon mukozasinda bir takim degisikliklere neden olmaktadir. Bu
degisiklikler; polip olusumu, displastik degisiklikler, in situ karsinom ve invaziv
karsinom gelisimidir ve bu degisikliklerin daha sonra metastaz ile sonlandigi

saptanmustir [31].

Kolorektal kanser tanis1 konan hastalarda, kolonda ayni1 anda ikinci bir kanserin
bulunmasi (senkron kolon kanseri) ya da daha sonra ikinci bir kanser gelisme
(metakron kolon kanseri) olasiliginin, normal popiilasyona gore yaklasik 3 kat arttig1

ve ortalama %5 civarinda oldugu arastirmalarla saptanmustir [32].

2.2.4.3 Kalitsal Risk Faktorler

Giiniimiizde kolorektal kanserlerin genetik bozukluklar yani mutasyonlar sonucunda
gelistigi kabul edilmektedir. Kolorektal kanserlerin kalitsal formlarinda bireyler
mutant genleri ile dogmaktadirlar ve bu mutasyonlara germ-line mutasyon adi
verilmektedir. FAP ve HNPCC, en c¢ok bilinen kalitsal kolorektal kanser
tiplerindendir. Bazen de genlerde olusan mutasyon, c¢evresel faktorlerin etkisiyle
dogumdan sonra gelismektedir ve bu mutasyonlara somatik mutasyon adi
verilmektedir ve somatik mutasyonlarin sonucunda sporadik olarak tanimlanan
kanserler ortaya ¢ikmaktadir. Kolorektal kanserlerin cogunlugu, somatik mutasyonlar
sonucu gelisen adenokarsinomlardan kaynaklanmaktadir. FAP, HNPCC gibi kalitsal
kolorektal kanserli kisilerin bir allellerinde genetik mutasyonla (first hit)
dogduklarmdan, daha sonraki zamanlarda diger normal allelde somatik mutasyonun
(second hit) gelismesi, tiimor gelisimini baglatmak igin yeterli olmaktadir ve bu

nedenle bu kisilerde adeno-karsinom sekansi daha kisa siirede tamamlanmaktadir [1].
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2.2.4.4 Ailesel Kolorektal Kanser Varhgi

Ailesel kolorektal kanseri, kolorektal kanser gelisiminde ikinci siklikta goriilmektedir
ve kolorektal kanserlerin %25-30" unu olusturmaktadirlar. Ailesel kolorektal
kanserin, sporadik olgularda oldugu gibi, somatik mutasyonlara bagli olarak gelistigi
gortilmiistiir. Ailesinde kolorektal kanser bulunmayan bir kiside, kolorektal kanser
gelisme olasilig1 %6 iken, birinci dereceden akrabalarindan (anne, baba, kardes) en
az birinde kolorektal kanser bulunan kisilerde %12, ikiden fazla birinci derece

akrabasinda kanser goriilen kisilerde kanser goriilme olasiligi %35’ tir [1] .

2.2.4.5 Cevre ve Diyetle iliskili Faktorler

Diyet ve cevresel faktorler de kolorektal kanser gelisiminde rol oynamaktadir.
Hayvansal yag ve kirmizi et bakimindan zengin, yiiksek kalorili besinlerle beslenen
toplumlarda kolorektal kanser gelisimi daha sik olarak goriilmektedir. Ayni sekilde
gidalarda doymus ya da ¢oklu doymamis yaglarin fazla olmasi da kolorektal kanser
gelisimini arttrmaktadir. Oleik asit yoniinden zengin diyet (zeytinyagi, balik yagi
vb.) ile beslenen kisilerde kanser olusumunda artma goriilmemistir. Bol posa birakan
bitkisel liflerin tiikketilmesi, kanserojen maddelerin kolon mukozasina temas siiresini
kisaltarak, ayn1 zamanda diski hacmini arttirarak zararli maddelerin seyrelmesine yol
acarak kolon mukozasmna olumsuz etkisini azalttigi bilinmektedir. Kalsiyum,
selenyum, A, C, E vitamini ve karotenoidlerin kullanimmin kolorektal kanser gelisim

riskini azalttig1 belirlenmistir [33].

2.2.4.6 inflamatuar Barsak Hastahklar

Uzun zaman boyunca inflamatuar barsak hastaligina sahip kisilerlerde, kolorektal
kanser gelisme riskinin arttig1 goriilmiistiir. Bu durum 6zellikle kolitis tilseroza (KU)
icin gecerlidir. Kronik enflamasyonun, kolon mukozasini kanserlesmeye egilimli

hale getirdigi arastirmalarla belirlenmistir [27].

2.2.5 Kolorektal Kanserinin Molekiiler Biyolojisi

Kolorektal kanser gelisiminde rol oynayan genetik degisiklikler yani mutasyonlar,
proto-onkogenlerin aktivasyonu ve tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonundaki
bozukluklar olmak {izere incelenebilir. Tek bir gende yukarida deginilen

mutasyonlardan herhangi birinin ortaya ¢ikmasi, kanser olusumu i¢in tek basina
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yeterli olmamaktadir. Kanser gelisimi i¢in, birden fazla gende, c¢ok sayida

mutasyonun zaman igerisinde birikmesi gereklidir (Sekil 2. 4) .

l IS S |

Normal Hiperproliferetif Erken Intermediate ) .
[ Epitel ] => [ Epitel ] => [ Adenom ] [ Adenom ] [ Ge¢ Adenom ] [ Kanser ]

A N
< ) d
~N L4
DNA MMR Eksikligi

Sekil 2. 4. Normal kolon epitelinden kolon kanserine doniisiim siirecinde ¢ok sayida
genetik mutasyonun birikimi (borovac ve arkadaslari, 2003). APC: Adenomatous
Polyposis Coli, K-ras: Kirstein Rat Sarkoma , DCC: Kolorektal kanserlerde silinen
bolge, pS3: Tiimor proteini 53.

1. Proto- Onkogenler

Proto-onkogenler hiicrede uyarmin iletiminde ve hiicre biiyiimesinin kontroliinde rol
oynayan genlerdendir ve normalde inaktiftirler. Bu genlerin uygun olmayan
aktivasyonlari, hiicre yiizeyinden niikleusa gelecek mesajlarin anormal bir sekilde
iletilmesine, anormal hiicre proliferasyonuna ve sonug¢ olarak da tiimér olusumuna
yol agmaktadir. Proto-onkogenler mutasyona ugradiginda onkogen admni almaktadir.

Onkogenler dominant olarak fonksiyon gostermektedirler [8].

Ras Geni: iizerinde en ¢ok c¢alisilan onkogendir. Insanda hiicre i¢i uyari iletisini

diizenleyen li¢ ras geni (K-ras, N-ras, H-ras) bulunmaktadir [3].

K-ras Geni:12. Kromozomun kisa kolunda yer almaktadir. Allellerden birindeki
mutasyon, bu genin etkili olmasi i¢in yeterli olmaktadir. K-ras geni mutasyona
ugradiginda, hiicre i¢cinde GTP (guanozin trifosfat) hidrolizinin yapilamadigi, G
proteinin devamli olarak aktif formunda kaldigi, bunun sonucunda da kontrolsiiz

hiicre boliinmesine yol agtig1 diistiniilmektedir [34].
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2. Tiamér Baskilayier Genler

Mutasyona ugradigi zaman kolorektal kanser gelisiminde rol oynayan belli bash
timor baskilayici genler: APC, DCC (Kolorektal Kanserde Silinen Bolge) ve p53°
tiir. Timor baskilayic1 genler resesif karakterde oldugundan her iki allelde de

mutasyon oldugu zaman tiimdr olusumu baslayabilmektedir.

APC Geni: Bu gende yer alan hasar, ilk kez FAP’ 11 hastalarda tanimlanmustir. FAP,
kolorektal kanserlerin yaklasik olarak %1’ ini olusturmaktadir ancak, mutant APC
geni sporadik kolorektal kanserlerin %80’ inde goriilmektedir. Bu gende ortaya ¢ikan
mutasyonlar daha hafif seyirli olan AAPC (Attenuated Adenomatous Polyposis Coli)
varyantina yol agmaktadir. Genin orta boliimlerinde goriilen mutasyonlarda daha agir
seyirli olan klasik FAP formlar1 ortaya ¢ikmaktadir. AAPC olarak adlandirilan tipte,
klasik FAP olgularina oranla daha az miktarda polip bulunmaktadir [4].

DCC Geni: 18. Kromozomun kisa kolunda (18q21) lokalize olmus bir diger timor
baskilayici1 gendir. Malign dejenerasyon i¢in her iki allelde de mutasyon
gerceklesmesi gerekmektedir. Mutant DCC, kolorektal kanserinin % 70’ inde

goriilmektedir ve prognozu olumsuz yonde etkilemektedir [2].

P53 Geni: 17. Kromozomun uzun kolunda yer almaktadir. Onarmmi miimkiin
olmayan genetik degisikliklere maruz kalan hiicrelerde programlanmis hiicre
Olimlerinden biri olan apoptozu baglatmakta 6nemli bir role sahiptir. Mutasyona
ugradiginda, bu fonksiyonunu yerine getirememektedir ve insanda cesitli tipte
timorlerin gelisimine yol agmaktadir. Bu gene ait mutasyon kolorektal kanserin
%75 inde goriilmektedir. Kolorektal adenomlarda nadiren goriildiigiinden, bu
gendeki mutasyonun adenom- karsinom sekansmin ge¢ donemlerinde ortaya ¢iktigi
diistiniilmektedir [35].

2.3 Apoptoz

Apoptoz ya da programli hiicre Olimii ¢ok hiicreli canlilarda normal gelisim

sirasinda gerceklesen hiicresel bir olaydir. Hiicreler gesitli uyaranlara yanit olarak
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oliirler ve bunu programli bir yol izleyerek yaparlar. Bir diger hiicre 6liim sekli olan
nekrozda hiicreler kontrollii olmayarak lizize ugrar ve buna bagl olarak gelisen
inflamatuar yanitlar ve Onemli problemler ortaya c¢ikmaktadir. Apoptozda ise
hiicreler kendi Olimleri igin aktif rol iistlenmektedir yani hiicresel intihar

gerceklestirmektedirler [36].

Apoptoza giden hiicrelerde biyokimyasal ve morfolojik olarak degisiklikler meydana
gelmektedir. Apoptozun erken donemlerinde, normal hiicresel fonksiyonlar igin
gerekli olan, hiicre iskeleti yapisal proteinleri ve DNA tamirinde gorevli niikleer
proteinlerin parcalanmasindan sorumlu bir protein ailesi olan kaspazlar aktive
olmaktadirlar. Kaspazlar, DNaz gibi niikleusta DNA’ y1 parcalayan yikict enzimleri
aktive etmektedirler. Gergeklesen bu biyokimyasal degisikliklerin sonucunda hiicre
sitoplazmasmin biiziilmesi, aktin filament yapisinin bozulmasi, niikleer laminlerin
bozulmasi, kromatin ve niikleer yapisal proteinlerin pargalanmasi ve apoptotik
hiicrelerin niikleuslarmin at nali seklinde bir yapiya doniismesi gibi ¢esitli morfolojik
degisiklikler meydana gelmektedir. Biiziilmeye devam eden hiicreler makrofajlar
tarafindan kolayca fagosite edilebilmeleri i¢in kendilerini paketlerler ve buna bagh
olarak plazma membraninda makrofaj yanitini tetiklemek i¢in membranda bazi
degisiklikler meydana gelmektedir. Fosfotidil-serinin hiicrenin i¢ yiiziinden dis
yiiziine translokasyonu buna o6rnek olarak verilebilir. Membrandaki degisiklikler
cogunlukla membranda kabartilar seklinde gergeklesmektedir ve apoptotik silirecin

sonunda apoptotik cisimcik adi verilen kii¢iik vesikiiler yapilar goriilmektedir [36]

(Sekil 2. 5).
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Sekil 2. 5. Apoptoz sirasinda meydana gelen morfolojik degisikliklerin elektron
mikroskop goriintiisii. A) Normal hiicre, B) Hiicre membraninin biiziilmesi, C)
kromatinin yogunlasmasi ve niiklear fragmentasyon D) Nekroz [37].

2.3.1 Kaspazlar

Kaspazlar (Sistein Aspartat Spesifik Proteazlar ) apoptotik hiicre 6liimii esnasinda
onemli rol oynayan sistein-proteaz grubu enzimlerdir [38]. Inaktif protein olarak
sentezlenen bu enzimler ¢esitli yollarla aktive edildikten sonra, hiicresel
hedeflerindeki tetrapeptid motifleri tanir ve substrati bir aspartat rezidiisiiniin
karboksil tarafindan ayirir. Hiicre 6limii sirasinda meydana gelen pek ¢ok hiicresel
ve morfolojik degisimler bu enzimlerin rol oynadig1 birtakim basamaklar sonucunda

meydana gelmektedirler [39].

2.3.2 Apoptozun Molekiiler Mekanizmasi

Apoptozun mekanizmasi olduk¢a karigiktir ve molekiiler olaylarin enerji bagimh
kaskadini igermektedir. Arastirmalar iki ana apoptotik yolagin oldugunu gostermistir:
ekstrinsik (6liim reseptorii aracili yolak) ve intrinsik yolak (mitokondri aracili yolak).
Bu iki yolak birbiri ile iligkilidir ve bir yolak diger yolag: etkileyebilmektedir [7]
(Sekil 2. 6).
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DNA fragmentasyonu IAPs
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Sekil 2. 6. Ekstrinsik ve intrinsik apoptoz yolaklar1 [29].

Kaspaz
Bagimsiz
Apoptoz

2.3.2.1 Ekstrinsik Yolak: Hiicre Yiizey Reseptorleri Aracihigr ile Tetiklenen
Apoptoz

Ekstrinsik sinyal yolag1 transmembran reseptor aracili baglantilarla apoptozu baglatir.
Bunlar Fas ligand gibi bir 6liim faktorii veya tiimor nekroz faktorii (TNF) gibi 6lim
reseptorlerini igermektedir [40]. Fas ligandinin Fas reseptoriine baglanmasi Fas
aracili 6lim domaini (FADD) adaptor proteinin baglanmasina yol agar ve TNF
ligandinin TNF reseptoriine baglanmasi FADD ve RIP’ in toplanmasi ile TNFR1
aracili 6liim domaini (TRADD) adaptor proteinin baglanmasina yol agar [41, 42].
FADD o6liim efektdor domaini ile dimerizasyon olusturur ve bunun sonucunda

prokaspaz 8’ i aktive eden sinyaller meydana gelir [43] (Sekil 2. 6).

Kaspaz 8 aktive oldugunda apoptozu tetikler ¢linkii reseptor ile apoptotik proteazlar
arasindaki ilk baglantidir ve bir anahtar niteligindedir. Aktive olan kaspaz 8§, diger
kaspazlar1 (kaspaz 3, 6, 7) kirar ve aktive eder. Sonug olarak enzim kaskad1 spesifik

hedef proteinini kirar ve apoptoz meydana gelir. Oliim reseptdr aracili apoptoz
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FADD ve kaspaz 8 e baglanarak onlar1 inaktif hale getiren c-FLIP adi verilen

protein tarafindan engellenebilir [44].

2.3.2.2 Mitokondri/Sitokrom C Aracih Intrinsik yolak

Apoptozun intrinsik yolagi, DNA hasar1 ve oksidatif stres gibi hiicre i¢inden gelen
uyartilar tarafindan tetiklenmektedir. Bu uyartilar sonucunda i¢ mitokondri
membraninda degisiklikler meydana gelmektedir. Bu degisiklikler, mitokondri
transmembran potansiyelinin kayb1 ve iki ana pro-apoptotik proteinin intermembran
boslugundan sitozole salinmasmma sebep olmaktadir [45]. Smac/DIABLO,
mitokondriden serbestlenen bir regiilatordiir ve apoptoz inhibitdr proteinleri (I1AP)’
lar tarafindan meydana getirilen inhibisyonu elimine etmekte gorev alirlar. Bu
proteinler kaspaz bagimli mitokondriyal yolagi aktive etmektedirler. Smac/DIABLO,
aktive olan kaspaz 9 ile X kromozomu baglantili apoptoz inhibitérii (XIAP)’ ye
baglanmak icin rekabete girer. Her iki molekiill de XIAP ye baglanan benzer
tetrapeptid domaini icerir. Boylece kaspaz aktivitesi kaspaz kaskadmi olusturmak
iizere devam eder, sitokrom C baglanir ve APAF-1 ve prokaspaz 9’ u aktive

etmektedirler [46].

Apoptotik mitokondriyal olaylarin diizenlenmesi ve kontrolii Bcl-2 ailesi iiyeleri
tarafindan gergeklestirilmektedir [47]. Timor baskilayici protein p53 Bcel-2 ailesi
iyelerinin diizenlenmesinde Onemli rol oynamaktadir [48]. Pro-apoptotik ve
anti-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri mitokondri membran: gegirgenligini kontrol

etmektedirler.

Simdiye kadar, Bcl-2 ailesinin yaklasik 25 tiyesi oldugu bulunmustur (Tablo 2. 2).
BCL2 geni tarafindan kodlanmaktadir ve adi1 B-hiicre lemfoma 2 (B-cell lymphoma
2)’ den tiirevlenmektedir. B-hiicre lemfomanin t(14;18) kromosomal lokasyonunda

bulunmaktadir [49].
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Tablo 2. 2. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi tiyeleri [50].

Anti-apoptotik iiyeler Pro-apoptotik iiyeler BH3-only pro-apoptotik
uyeler

Bcl-2 Bax Bid

Bel-X, Bak Bad

Bel-w Bok Bim

Mcl-1 Bcl-G Bik

Bcl2110 Bcl-rambo Bmf

Bfl-1 Btk Noxa

Bcl2112 Puma

Bcl-2 iiyeleri dis mitokondri membraninda bulunmaktadir. Iyon kanallarinin olusumu
icinde veya porlarin olusturulmasi ile membran gecirgenliginden sorumlu oldugu
durumlarda dimer halinde bulunmaktadirlar [51]. Bcl-2 iyeleri en az bir Bcl-2
homoloji (BH) domaini icerir. BH domainleri sayesinde protein-protein iligkisini
gergeklestirirler.  Fonksiyonlarina ve Bcl-2 homolojilerine goére {i¢ gruba
ayrilmaktadirlar. Ilk grup, 4 BH domain iceren ve hiicreyi apoptotik sinyalden
koruyan anti-apoptotik proteinlerdir. Bcl-2 proteinlerinin anti-apoptotik iiyeleri
apoptozu inhibe etmektedir. Bu proteinlere Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-w, A1/Bfl-1 ve

Bcl-B/Bcl2L10 6rnek olarak verilebilir [52] (Sekil 7).

Anti-apoptotik
ey o |
BH4 {BH3} {BH1} BH2
(Bcl-2, Bal-¥X,, Mcl-1, Bel-w, Bfl-1, Bel-B)
Pro-apoptotik
Multi-Domain: {BH3 }——BH1] BH2
[Bax, Bak, Bok)
Sadece BH3
. [eranl HE P
Domain: IBHI:!. '_1'?_1..'!_:

(Bid, Bim, Fuma, Bad, Moxa,
Hrk, Bik, Brmnf, Bel-G, Splke)

Sekil 2. 7. Bcl-2 ailesi iiyelerinin domain yapisi [52].

Ikinci grup, pro-apoptotik molekiillerden olusan grup icinde sadece BH3 bdlgesini
iceren proteinler olarak isimlendirilen gruptur. Bu grup icinde Bid, Bim, Puma,

Noxa, Bad, Bmf, Hrk ve bik yer almaktadir. Sadece BH3 bolgesini i¢eren proteinleri
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pro-apoptotik molekiillerin aktivitesini ya indiikler (BH3 only aktivatorleri) ya da
anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerine baglanarak inhibe eder [52] (Sekil 2. 7).

Ucgiincii grup ise pro-apoptotik proteinlerden olusmaktadir ve 4 tane BH domaini
icermektedirler. Bax, Bak ve Bok/mtd bunlara 6rnek olarak verilebilir. Mitokondri
dis membrani iizerinde bir araya gelen Bcl-2 ailesinden Bax ve Bak molekiilleri,
oligomerize olarak membran tizerinde bir kanal olusturur. Alt1 ya da sekiz molekiiliin
oligomerizasyonu, Bax ve Bak proteinlerinin sekilsel degisikligi sonrasi
insersiyonundan sonra meydana gelir [52] (Sekil 2. 7). Apoptozun Fas yolagi iginde
mitokondriyal hasar BH3 only proteinlerinden olan Bid’ in kaspaz 8 kirilmasi ile
birlikte gerceklesir ve bu da apoptozun intrinsik ve ekstrinsik yolagmim birbiri ile
etkilesim halinde oldugunu gostermektedir [7] (Sekil 2. 6). Bad, Bcl-xL veya Bcl-2
ile heterodimerize olur. Bcl-2 ve Bcl-xL mitokondriden sitokrom C nin salinmasini
engeller. Yapilan arastirmalar Bcl-2 ve Bcl- xL’ in kaspaz proteazlarin
aktivasyonunu kontrol ederek apoptotik olimii engelledigini gostermektedir [53]
(Sekil 2. 6). Mitokondri iginde bulunan sitokrom C ve prokaspaz 9’un salmimini
saglar. Sitoplazmaya serbestlenen sitokrom C ve prokaspaz 9 apoptozom adi verilen
komplekste birikir ve ayn1 zamanda dATP de bir kofaktor protein olan ve prokaspaz
9 aktivasyonu igin gerekli olan Apaf-1’e baglanir. Sitokrom C nin Apaf-1’ ¢
baglanmasiyla halkasal bir kompleks olusur. Bu halkasal kompleks igerisinde
prokaspaz 9’un APAF-1’ e baglanmasini saglayan CARD adi verilen bir domain
bulunur. Kaspaz 9 intrinsik yolagin baslatic1 kaspazidir. Kaspaz 9 aktivasyonundan

sonra kaspaz 3, 6 ve 7 aktive olur (Sekil 2. 6).

Puma, Bcl-2 ailesinin {iyesidir ve pro-apoptozda rol almaktadir ve p53 aracili
apoptozda 6nemli rol oynamaktadir. |n vitro’ da yapilan ¢alismalar Puma’ nin asir1
ifadesinin Bax ekspresyonunun artmasi, Bax konformasyonel degisikligi,
mitokondriye translokasyonu, sitokrom C salinmasi ve mitokondriyal membran

potansiyelindeki azalma ile beraber gerceklestigini gostermistir [54].
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2.4 Hiicre Sagkalhm Sinyal Yolaklan

Karsinogenezin temelini, hiicrenin yasamasi ve biiylimenin kontrolii gibi biyolojik
olaylar1 etkileyen mutasyonlarin birikimi olusturmaktadir. Kanserin gelisim
siirecinde timor hiicreleri bir¢cok fenotipik Ozellik kazanarak hizli ve simirsiz
cogalma, 0zgiin mikrogevreden bagimsiz olarak yasamini devam ettirme ve metastaz
gibi Ozelliklere sahip olurlar. Protoonkogenlerin ve tiimor baskilayici genlerin seri

mutasyonlar1 farkli mekanizmalar ile tiimor olusumuna yol agarlar [5].

Kanser hiicrelerinde sinyal iletim yollarin1 ve sinyal proteinlerini hedef alan
onkogenik mutasyonlar siklikla goriilmektedir. Sinyal iletiminde meydana gelen
degisiklikler cogalma ve/veya yasama islevlerinin kontroliiniin kaybina yol acar. Bu
nedenle onkogenik sinyal iletimi tiimor gelisimi ile invazyon/metastaz siirecinde

onemli bir role sahiptir [5].

2.4.1 Protein Kinazlar ve Sinyal lletimindeki Rolleri

Protein kinazlar, sinyal iletimi sirasinda protein fosforilasyonunda/aktivasyonunda
gorev alirlar ve membran yerlesimli olanlar ve sitoplazmik tirozin kinazlar olmak
iizere iki ana gruba ayrilirlar. Katalitik 6zelliklerine gore (fosforilasyona ugrayan

aminoasit tiirii) tirozin ve serin/treonin kinazlar olarak da smiflandirilmaktadirlar [9].

RTK, membranda yerlesim gosteren proteinlerdir. RTK” lar sitoplazmik kisimlarinda
aktivasyondan sorumlu olan bdlge yani tirozin kinaz bdlgesi igerirler. Dinlenme
halinde olan hiicrelerde RTK’ nin inaktif ve aktif konformasyonlar1 arasinda bir
denge bulunur. Bu reseptorler biiylime faktorleri ile baglandiktan sonra aktiflesirler
ve sitoplazmadaki hedef proteinleri ile etkilesime girerek sinyal iletimini
gerceklestirirler. RTK aktivasyonu reseptoriin kendi kendini fosforile etmesi ile
baglar ve fosforlanan bu bdlgelere ¢esitli adaptor proteinler baglanarak uyarinin
hiicre i¢ine iletilmesini saglar. RTK aktivasyonunun sonlandirilmasinda fosfataz
grubu proteinler gérev almaktadir. Karsinogenez siirecinde siirekli ve kontrolsiiz

RTK aktivitesi bulunmaktadir [10].
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Sitoplazmik protein kinazlara 6rnek olarak Src, Abl, fokal adezyon kinaz (FAK) ve
Janus Kinaz Ailesi (JAK) proteinler, ornek olarak verilebilir [10]. Dinlenme
halindeki hiicrelerde sitoplazmada inaktif haldedirler. Biiyiime faktorleri veya
sitokinler ile uyarildiklarinda aktif hale gelerek sitoplazmadaki veya niikleustaki
hedeflerine yonelirler. Sitoplazmik tirozin kinazlarin siirekli aktivasyonu ve
onkogenik sinyal iletimi, transformasyon, timdér biiylimesi, motilite ve invazyon
artig1 ile anjiyogenez gibi hiicresel olaylar1 hizlandirmaktadir [11]. Src tirozin kinaz
proteinin c-ucunda meydana gelen kisalma, proteinin inaktif hale gelmesini

engeleyerek onkogenik potansiyel kazandirir [55].

2.4.2 MAPK Yolag

Mitojen aktive protein kinaz (MAPK) sinyal yolagi gen ekspresyonunu, mitozu,
hiicre ¢ogalmasini, hareketini, metabolizmasini ve programli hiicre 6liimii apoptozu
diizenlemektedir [12]. MAPK’ lar ekstraselliiler sinyal-diizenleyen kinaz (ERK), c-
Jun NH2- terminal kinaz (JNK) ve p38-MAPK olmak fiizere 3 aile iiyesinden
olugsmaktadirlar. ERK’ lar biiyiime sinyaline cevap olarak MAPK lar1 aktive
etmektedirler. JNK’ lar ve p38-MAPK hiicresel ve osmolarite ve metabolizma, DNA
hasar1, oksidatif stres gibi gevresel streslere cevap olarak aktive olmaktadirlar [12].
MAPKIar serin/treonin kinaz ailesidir. MAP kinaz yolu reseptor aracili sinyalin
hiicre i¢ine iletiminden sorumlu bir kinaz kaskad1 olarak gorev yapmaktadir. Kaskad
sistemi hem sistemin amplifikasyonu hem de sinyal siiresi, siddeti ve kinetigi gibi
diizenleyici  etkilesimler acisindan O6nem taswr. MAPK’ lar niikleusa
girebildiklerinden dolay1 plazma membran tizerinde aktive olan RAS ve gen ifadesi
arasinda sitoplazmik baglant1 saglamaktadir. Sinyal iletimi G-protein aktivasyonu
(Ras aktivasyonu) ile baslar ve MAPKKK’ nmn (MAP kinaz kinaz kinaz)
aktivasyonundan sonra sirasiyla MAPKK (MAP kinaz kinaz) ve MAPK (MAP
kinaz) aktive olur. MAPK lar uyarilmalar1 ile beraber 6zel substratlarini serin ve
treonin rezidiilerinden fosforillenir. Bazi fosforilasyon olaylar1 substrati olumlu veya
olumsuz bir sekilde diizenlemekte ve bu yiizden biitiin kaskadlar1 aktive etmektedir.
Boylelikle MAPK’ lar fosforilasyon ile birgok transkripsiyon faktorlerinin
aktivitesini etkileyebilirler [12] (Sekil 2. 8).
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2.4.2.1 Ras/Raf/MEK/ERK Sinyal Iletim Yolu ve Kanser Tliskisi:

Hormonlar, biiytime faktorleri ve tiimdr promotor maddeler bu sinyal yolunu
kullanir. Bu sinyal iletim yolu Ras aktivasyonu ile baglar ve sirasiyla Raf
(MAPKKK), MEK(MAPKK) ve Erk (MAPK) proteinleri ile kaskat ilerler. Ras ve
Raf protoonkogenlerdendir. Ras proteinlerinin aktif hale gelmesi i¢in translasyon
sonrast modifikasyondan (farnesilasyon) sonra membrana yerlesmesi gerekir.
Dinlenme halinde RAS-GDP bagli halde bulunur ve inaktiftir. Hiicrenin uyarilmasi
ile GDP’ nin yerine GTP baglanarak Ras-GTP konformasyonuna dontiserek aktif
hale gelir. Ras aktivasyonu tersinir bir siiregtir ve bu aktivasyonda Son of Sevenless
(SOS) ve biiylime faktorii reseptoriine baglanan protein 2 (Grb2) adaptor proteinleri
rol oynamaktadir. Bu yolagin efektér molekiilleri, SOS iizerinde negatif diizenleyici
olarak rol oynar ve Ras aktivasyonunu sonlandirirlar [13, 14]. Aktive olan Ras Raf
kinazlara yiiksek afinite ile baglanir ve Raf kinazlarin hiicre membranina

yerlesmesini ve aktivasyonunu saglar.
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Sekil 2. 8. MAPK sinyal patogenezi [56].

Insan tiimérlerinin %30° unda Ras/Raf/MEK/ERK yolaginm asir1 aktivasyonu
goriilmektedir [13]. Bu oran tiimorlerdeki Ras mutasyonu sikligi ile uyumludur.
Mutant Ras proteinleri, aktif RAS-GTP formunda kalir ve bu ylizden hiicrenin

kontrolsiiz bir sekilde uyarilmasindan sorumludur.

Normal kosullarda EGF ve PDGF gibi biiyime faktorlerinin fosfoinositid-3 kinaz
(PI3K) yolagmin uyarilmasinda Ras’ m etkinligi minimum diizeydedir. Bununla
birlikte, onkogenik Ras, PI3K yolaginin gii¢lii bir aktivatoriidiir ve PI3K yolagni
aktive ederek apoptozu baskilar [15].
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2.4.2 PI3K/ AKT Yolag

PI3K ailesi, biilylime ve yasama sinyallerinin iletiminden sorumlu proteinlerdir [16].
Reseptoriin -~ uyarilmasindan sonra  PI3K, hiicre membraninda inositol
fosfolipidlerdeki inositol halkasindaki 3°-OH grubunu fosforile ederek ikinci mesaj
olan fosfotidilinositol trifosfat (PIP3)’ 1 tiretmektedir. PIP; PIP; bagimli kinazlar
(PDK) ve protein kinaz B (PKB)’ nin aktivasyonundan sorumludur [10]. PKB, Aktl
ve Akt2 genleri tarafindan kodlanan bir proteindir. Sitokinler ve biiylime faktorleri
PI3K ve PKB yolunu aktive ederek hiicreler i¢in yasama sinyallerini olusturur. Akt
bu fosfolipidlerle etkilesimde bulunarak i¢ membrana translokasyonuna sebep
olmaktadir [17] (Sekil 2. 9). Tiimdr baskilayict proteinlerden PTEN, PIP3 olusumunu
inhibe ederek negatif diizenleyici olarak gorev yapar [57]. Karsinogenezde etkili olan
PI3K sinyal yolagindaki degisiklikler su sekilde siralanabilir: PI3K’ nin sentezi
artabilir, PTEN tiim6r baskilayict proteini mutasyon ile fonksiyon kaybina
ugrayabilir, PKB sentezi kanser hiicrelerinde artabilir, PTEN’ in islev kayb1 veya

PKB’ nin agir1 sentezlenmesi mTOR aktivasyonunun siireklili§ine yol acabilir.

Son yillardaki ¢alismalar, PI3K/Akt sinyal yolagindaki gorevli proteinlerde kanser
hiicrelerinde siklikla degisiklikler oldugunu gostermektedir. Bu yolak sadece tiimor
gelisiminde degil kanser uygulamalari i¢in tiimore potansiyel cevap olarak da dnemli
bir role sahiptir. Yeni kemoterapotik ilaglarin gogu PI3K/Akt sinyal yolagi ile iliskili
hedeflere 6zgii olarak tasarlanmaktadir. Bu yiizden, PI3K/Akt sinyal yolagini iyi
anlamanin pek ¢ok kanser tipinin tedavi edilmesinde 6nemli bir role sahip olabilecegi

diistiniilmektedir [17].

38



TSR SAiAITIAa
IR eI T
\Ef \& &/

""\—_/'\ e

P[_] p110 ' ! |m‘|

7308
PI3K gl Pe PDK1
sa73 | <

PDK2 — "I
- _P. - / \‘ e ]
#* 5 I \ P> N
i \ Bad | Ag,\\
Niikleus | mTOR |
Apoptozun Hiicre biiylimesi
engellenmesi ve farkhlasma

Sekil 2. 9. PI3K/AKT sinyal yolagmnin sematize edilmesi [58]. RPTK: Reseptor
protein tirozin kinaz, PI3K: Fosfotidilinositol-3 Kinaz, PTEN: Fosfataz ve tensin
homologu, AKT/PKB: Protein Kinaz B, PDK1: Piriivat dehidrogenaz lipoamid kinaz
izozim 1, PDK2: Piriivat dehidrogenaz kinaz izoform 2, Bad: Bcl-2 aracili 6liim
promotor, mTOR: rapamisinin memeli hedefi

2.5. Brassinosteroidler

Yakim bir zamana kadar, bitki biiyiime ve gelisimini diizenleyen hormonlar olarak
oksinler, gibberellinler, sitokininler, absisik asit ve etilen hormonlar1 bilinmekteydi.
Fakat son yillarda bitki hormonlarinin altinc1 grubu olarak brassinosteroidi de goz
Oniine almay1 gerektiren kanitlar ortaya konmustur. Steroidlerin biiyiime ve
fizyolojik asamalarin kontroliinii igeren sinyal molekiilleri i¢cin gerekli oldugu
bilinmektedir. Bitkilerden izole edilen steroidal maddeler olan brassinosteroidler
(BR’ler), bitki biiyiimesini ve gelisimini diizenler ve hayvan steroidal hormonlarla
yapisal benzerlik gosterirler [18]. BR’ ler bitkilerde gen ekspresyonunun
diizenlenmesi, hiicre boliinmesi ve uzamasi, c¢imlenme, vejetatif ve reprodiiktif
gelisim, damar farklilagmasi, kdk biliylimesi, programl hiicre 6liimii ve homeostaz
iceren gelisimsel ve fizyolojik asamalarin kontroliinii saglar. Hiicresel seviyede, BR’
ler uzama ve fizyonu uyarir, protein ve niikleik asit sentezini aktive eder, fotosentetik
kapasiteyi arttirir, hiicre duvarinin 6zelliklerini ve hiicre permeabilitesini degistirir

[59].
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2.5.1. Brassinosteroidlerin Cesitleri

Grove ve ark. (1979), ilk kez kolzadan brassinolidi [(22R, 23R, 245)-2a, 3a, 22,23
tetrahidroksi-24-metil-B-homo-7-oksa-5a-koleston-6-on)] izole etmeyi
basarmiglardir. BR’ ler kolestanin hidroksile edilmis tiirevleridir ve BR’ lerin yapisal
varyasyonlari, C17 yan zincirinin yani sira A ve B halkasi iizerine farkli gruplarin
gelmesi ile elde edilir. Farkli BR’ ler, yan zincir uzunluguna (yan zincirdeki C
sayilarina) gore, C27, C28 ve C29 BR’ leri olarak smiflandiriimaktadir [60]. C27,
C28 ve C29 steroidlerini iceren BR’ler, benzer yan zincir yapilarma sahiptir ve genel
olarak Sa-kolestan iskeletini tagimaktadir. C27 BR’ leri, C24 pozisyonunda alkil
grubu icermemektedir ve kolesterolden iiretilmektedir. C28 BR’ leri, C24
pozisyonunda bir metilen, a-metil veya [B- metil gruplarina sahiptir ve 24-
metilenekolesterol, kampesterol ya da 24-epikampesteroldan tiirevlenebilmektedir.
C29 BR’ leri, C24’de etil veya a-etil grubuna sahiptir ve isofukosterol veya
sitosterolden tiirevlenmektedir. Ayrica, C24° de bir metilen ve C25° de ilave bir
metil grubu iceren C29 BR’leri, 25-metil-24-metilenekolesterolden tiirevlenmektedir.
C28 BR’ lerin ara bilesikleri, bitkilerde en yaygin bulunan formlardir. Dogadaki BR’
lere ardigik sayisal numaralandirma yapilmistir. BR1, brassinolidi ifade etmekte ve
digerleri BR2, BR3, BR4...BRn olarak devam etmektedir. Bununla birlikte tiim BR’
ler, daima biyolojik olarak aktif degildir. Brassinolid (BL), 24-epibrassinolid (24-
epiBL) ve 28-homobrassinolid (28-homoBL) fizyolojik ¢alismalarda yaygin olarak
kullanilan biyolojik aktif brassinosteroidlerdir. Biyolojik olarak en aktif BR olan BL,
C28 BR’leri igersinde yer almaktadir [61].

2.5.2 Brassinosteroidlerin Biyosentezi

BR biyosentezi ve biyosentezinden sorumlu genler, ilk olarak Arabidopsis (tere),
piring ve domateste tanimlanmistir. BR’ ler kampesterol, sitosterol ve kolesterolden
sentezlenirler. Kampesterol ve sitosterol hiicre membraninda fazla bulunurken,
kolesterol olduk¢a az miktarda bulunur. BR' in en aktif formu olan brassinolid,
kampesterolden bir¢ok yol ile sentezlenir. Basamak basamak yapilan metabolik
caligmalar, kampesterolden kastasterona erken ve ge¢ C-6 oksidasyon yolagi olmak
tizere 2 baglantili paralel yolak oldugunu gostermistir (Sekil 2. 10). Son
basamaklarda, kastasteron B halkasinin laktanizasyonu ile brassinolide doniistiiriiliir.

BR biyosentezindeki oksidasyon basamaklar1 sitokrom P450 monooksigenaz
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enzimleri tarafindan sentezlenir. C-22, C-23 hidroksilasyon ve C-6 oksidasyon
reaksiyonlar1 BR biyosentezinde anahtar regiilatér basamaklardir [62]. Karmasik
olan BR metabolik yollari;; dehidrojenasyon, demetilasyon, epimerizasyon,
esterifikasyon, glikozilasyon, hidroksilasyon ve siilfonasyon gibi metabolik siiregleri
gerektirmektedir [60]. Bitkilerde organa 6zel regiilasyonda, BR biyosentez genlerinin
ekspresyonuna bakildiginda BR6ox ve DWF4 genlerinin ekspresyonunun maksimum
olarak siirgiin uglarinda ve sonrasinda da meyvede olmasi, bu organlardaki endojen
BR seviyeleri ile de uyusmasina baglh olarak, BR’lerin gen¢ ve gelismekte olan
organlarda oldukca aktif olarak sentez edildigini ortaya koymaktadir [4, 10]. BR

biyosentezinin subselliiler lokalizasyonu heniiz tam olarak tanimlanmamustir.

Bitki sterollerinin biyosentezi
Kampesterol
DET2
Kampestanol » 6-Oksokampestanol
bwra/cyr | | owrs
6-Deoksokathasteron S Kathasteron
cPD ‘L cPD
Geg C-6 Br6éox " Erken C-6
oksidasyon 6-Deoksoteasteron B T BENEN oksidasyon
yolag ,L ¢ olag:
= Br6ox 2
6-Deoksotifasterol —_—— " Tifasterol
6-Deoksokastasteron e Fenatrrato ron
Brassinolid

Sekil 2. 10. Brassinosteroidlerin Biyosentez Mekanizmasi [62].
2.5.3 Epibrassinolid (EBR)

BR ler diisiik molekiiler agirliga sahip steroid igerikleridir ve bitkilerde biiylimeyi ve
gelisimi diizenledikleri bilinmektedir. BR’ ler, BR tiirevli antikanser ilaclarin
iiretilebilmesi i¢in antikanser ve antiproliferatif yaklagim icin ¢esitli sistemlerde
denenmigtir. Dogal BR’ ler olan EBR’ nin kiiltiire edilmis hibridoma fare hiicreleri

iizerine etkisi incelenmistir. EBR’ nin tipik etkileri olarak sunlar belirlenmistir:
I.  Mitokondriyal membran potansiyelini arttirmaktadir.

Il.  Hiicre i¢i antikor seviyesini azaltmaktadir.
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1. Hiicrelerin GO/G1 fazinda tutulu kalmasini saglamaktadir .
IV. S fazindaki hiicre oranini azaltmaktadir [63].

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda BR ailesi tiyesi EBR’ nin antikanser etkisi, meme ve
prostat kanseri gibi hiicre hatlarinda incelenmistir. Antiproliferatif aktivitede
uygulanmast i¢in mikromolar konsantrasyonlarda olumlu sonuglar elde edildigi
gosterilmistir, fakat hala EBR’ nin hiicre 6limii lizerindeki molekiiler mekanizmasi

tam olarak bilinmemektedir [18, 19].

BR’ ler ve insan steroidleri arasinda benzerlik bulunmaktadir. Insan steroid
reseptorleriyle BR’ ler etkilesimleri reporter assay ve yarismali baglanma
deneyleriyle (competition binding assay) ile belirlenmeye calisilmistir. Reporter
assay EBR’ nin Ostrojen reseptor-o (ER-a)’ ya zayif bir antagonist etkisi oldugunu
gostermektedir, cholestanon ve BR4848 gibi sentetik BR’ ler ER-a, Ostrojen reseptor
o (ER-a) ve androjen reseptor (AR) {izerinde agonistik etkisi oldugunu
gostermektedir. Yarismali baglanma deneyi ile de ER-a ve ER-B’ ya baglanmasi
incelenmistir ve EBR’ nin ER-a ve ER-f’ ya zayif baglanma gosterdigi anlasilmistir.
Bu sonuglar EBR, 28-homoCS ve BR4848’ in dstrojen reseptorlerine baglanmadigini
gostermektedir [19]. Yapilan baska bir arastirmada BR uygulamasindan sonra MCF-
7 hiicrelerinde immuno floresan belirleme yontemiyle ER-a ve ER-B
lokalizasyonlarinin ~ degisimleri  incelenmistir. Ilag¢  uygulanmamis MCF-7
hiicrelerinde ER-o’ nin niikleusta daha fazla, 28-homoCS ve EBR uygulanan MCF-7
hiicrelerinde ER-o’ nin ise sitoplazmada bulundugu gosterilmistir. ER-a’ ya zit
olarak, ER-B ilag uygulanmamigs MCF-7 hiicrelerinde sitoplazmada predominant
olarak bulunur. ER-B 28-homoCS uygulamasindan sonra niikleusta yeniden
bulunabildigi, EBR uygulanan hiicrelerde niikleusun periferinde daha fazla
saptandig1 belirtilmistir. Bu degisimler BR uygulamasmi ardigik ER’ nin ifadesinin
azalmasiyla birlikte gerceklesmektedir. Yapilan calismalar BR’nin hiicre dongiisii
mekanizmas1 etkilesimiyle biiylimeyi engellemede potansiyel bir ila¢ oldugunu

gostermektedir [19].

Yapilan arastirmalarda Ostrojenin kolon kanserine karsi koruyucu etkisi oldugu

gosterilmistir. Ostrojen reseptor B (ER-B) kolorektal epitelde ifade edilen &ncii
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dominant dstrojen reseptordiir ve koruyucu etkisiyle iligkili oldugu diistiniilmektedir

[19].

Hormon duyarli ve duyarsiz meme kanseri (MCF-7/MDA-MB-468) ve prostat
kanseri hiicre hatlarinda (LNCaP/DU145) daha 6nce yapilan bir calismada EBR’ nin
canlilik, proliferasyon ve hiicre dongiisii tizerindeki etkisi incelenmistir. BR’ nin
sitotoksik etkisinin BR-niikleer reseptor etkilesimi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir
[19]. BR’ nin kanser hiicrelerinde doza bagl olarak hiicre biiylimesini engelledigi
goriilmiistiir. Flow sitometri sonuglarmma gére BR’ nin MDA-MB-468, LNCap ve
MCF-7 hiicre hatlarinda hiicre dongiisiinin G1 fazinda tutulu kalmasma sebep
oldugu ve MDA-MB-468, LNCaP ve az miktarda Dul45 hiicre hatlarinda apoptozu
uyardi@i  gOriilmiistir. Bu sonuglar 1s1¢inda dogal BRlerin  mikromolar

konsantrasyonlarda hiicre biiyiimesini engelledigini gostermektedir [19].

Yapilan baska bir arastrmada EBR uygulamalarinin MCF-7 hiicre hatlarinda anti-
apoptotik Bcl-2 ve Bcl-xL proteinlerinin ekspresyonunu uyardigi goriilmiistiir [18].
p53 ve MDM-2 protein seviyeleri BR uygulamasindan az miktarda etkilendigi
gosterilmistir. MDA-MB-468 meme kanseri hiicre hatlarinda 24 saatlik BR
uygulamasindan sonra kaspaz-3’ iin fragmentlere ayrildigi goriilmiistiir. MDA-MB-
468 meme kanseri hiicre hatlarindaki BR uygulamasinin G1 fazinda tutulu kalmayla,
subG1 fraksiyonunun artmasiyla sonuglandigi ve apoptotik cisimciklerin olusmasina

onciiliik ettigi goriilmiistiir [18].

Bu arastirmada ise SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicre hatlarinda EBR’ nin
antikanser ve antiproliferatif etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir. Bu nedenle
hiicre hatlarindaki EBR’ nin etkileri 3 asamada incelenmistir: hiicre canlilig1 ve hiicre
proliferasyonu iizerindeki etkileri, programli hiicre 6liimii apoptoz lizerindeki etkileri
ve EBR’ nin farkli kaspazlar araciligi ile tetikledigi apoptozun MAPK ve PISK/AKT
hiicre sagkalim yolaklar1 ile iligkisi. EBR’ nin hiicre hatlarinda hiicre 6limii ve

hiicre sagkalimi tizerindeki etkilerinin agikliga kavusturulmasi planlanmastir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 KULLANILAN MALZEMELER

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar ekler béliimiinde Tablo 1’ de sunulmustur.

3.1.2 Hiicre Kiiltiirii Donanimlar

Hiicre kiiltiirtinde kullanilan donanimlar ekler boliimiinde Tablo 2’ de sunulmustur.

3.1.3 Kullanilan Kimyasallar

Calisma kapsaminda kullanilan kimyasallar ekler bolimiinde Tablo 3’ de

sunulmustur.

3.1.4 Kullanilan Tamponlar

3.1.4.1 10X TBS Hazirlanisi

86,6 gr NaCl, 12,11 gr Tris- Baz karisimi1 pH: 8’ e ayarlandiktan sonra distile su ile
1000 mlI’ e tamamlanir. Hazirlanan 10X TBS kullanilmak i¢in 1X TBS’ e

doniistiiriliir.

3.1.4.2 1X TBS-Tween Hazirlanisi

1X TBS i¢ine 500 ul Tween 20 konularak hazirlanir.
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3.1.4.3 Yiiriitme Tamponunun Hazirlanisi

30,3 gr Tris-Baz, 114 gr Glisin ve 10 gr SDS tartilarak 1000 ml distile su iginde
¢ozilir. Hazirlanan 10X Yiiriitme Tamponu, jel yiiriitme esnasinda kullanilmak

lizere 1X’ e doniistiiriiliir.

3.1.4.4 Transfer Tamponunun Hazirlanisi

200 ml 10X yiiriitme tamponunun ilizerine 100 ml metanol konularak distile su ile

1000 ml’ e tamamlanir.

3.1.4.5 Yiiriitme Jelinin Hazirlanmasi

Proteinler agirliklarma gore ayrilmalari i¢in %12’ lik SDS poliakrilamid jelde

yiriitiiliirler. Jel igerigi Ekler Boliimiinde Tablo 4’ te sunulmustur.

3.1.4.6 Hiicre Dondurma Medyasinin Hazirlanmasi

9 ml filtre edilmis Fetal sigir serumu ve 1 ml dimetilsiilfoksit (DMSO) ile hazirlanan
dondurma medyas1 yardimiyla hiicreler uzun siireli olarak sivi azot tanki iginde

saklanabilir.

3.2 YONTEMLER

3.2.1 Hiicre Kiiltiirii

SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicre hatlar1 American Type Culture Collection’
dan temin edilmigstir. SW480 kolon kanseri hiicreleri Alpha MEM Eagle besiyerinde
% 10 1s1 ile inaktive olmus fetal sigir serumu (FCS) ve 10 U/ml
penisilin/streptomisin antibiyotik katkisi ile, DLD-1 kolon kanseri hiicreleri McCoy’s
5A besiyerinde % 10 1s1 ile inaktive olmus fetal sigir serumu (FCS) ve 10 U/ml
penisilin/streptomisin antibiyotik katkisi ile ve %5 CO; iceren 37°C inkubatorlerde

biiyiitiilmiistiir. Hazirlanan besiyeri 0,22 uM por capma sahip hiicre kiiltiirii ile
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uyumlu filtrelerden gegirilerek steril hale getirilip, 50 ml’ lik falkon tiiplerinde +4°C

de saklanmustir.

Hiicreler 75 cm? lik petri kaplarinda yetistirilmistir. Protein izolasyonu igin 100 ve 60
mm’ lik, DNA izolasyonu igin 75cm? lik petri kaplarina, floresan mikroskobu ve
florometre ¢alismalari i¢in 12 kuyucuklu petrilere hiicre ekimleri gergeklestirilmistir.
Hiicrelerin gece boyunca petri kaplarina yapismalar1 beklendikten sonra gerekli ilag
uygulamalar1 belirlenen stirelerde uygulanmis ve 37°C’ de %5 CO; iceren etiivde
bekletilmistir. Hiicre ekimi ya da petri kabindaki hiicre sayilarinin artmasi sonucunda
hiicre pasajlanmasi iglemi i¢in ortamdan besiyeri uzaklastirildiktan sonra hiicreler 75
cm? lik petri kaplarinda 2 ml fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikanip 2 ml
tripsin-EDTA (etilen daimin tetra asetik asit) (%0,25) ile CO; igeren etiivde 3 dakika
bekletilmistir. Bu siire sonunda hiicrelerin zarar gérmesinin engellenmesi i¢in petri
kabina 2 ml McCoy2s SA veya Alpha MEM Eagle besiyeri eklenerek tripsinin
aktivitesi durdurulmus hiicreler santrifiij tiipiine alinmistir. 2000 rpm’ de 5 dakika
santrifiij edildikten sonra siipernatant atilmis, hiicrelerin tizerine 1 ml taze besiyeri
eklenmistir. Iyice pipetaj yapilip homojen bir hale gelen hiicre siispansiyonu hiicre

saymmina hazirlanmis bulunmaktadir.

Hiicre silispansiyonundan 10 pl almarak Neubauer hemositometresinin kanalina
aktarilmis ve iizeri lamel ile kapatilmistir. Hemositometrede 25 karede sayilan hiicre
sayist, 1 ml’ deki hiicre sayismnimn bulunabilmesi amaci ile 10* ile carpilmustir. 1,5x10%
hiicre, 75 cm?® lik petri kaplarma ekilerek hiicrelerin pasajlama islemi

gerceklestirilmistir.

3.2.2 Hiicre Canhhginin Belirlenmesi

MTT belirteci, canli hiicrelerde hidrojenaz enzimi ile indirgendiginde ¢dziinemeyen
mor formazan tuzu olusturmasi sonucu kolorimetrik yontemle hiicre canliligina
bakilmigtir. SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicreleri 96 kuyucuklu petrinin her
kuyucugunda 1X10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmis ve 24 saat boyunca

hiicrelerin petriye yapigmasi i¢in beklenmistir. EBR uygulamasi doza bagl olarak
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(10-50 uM) 24 saat boyunca uygulanmistir. Her kuyucuga 10 ul MTT her kuyucuga
eklenmis ve 4 saat boyunca etiivde bekletilmistir. Bu siire sonunda MTT ayirac1
eklenmis besiyeri hiicrelerden ¢ekilmis ve her kuyucuga 100 pl DMSO eklenmistir
ve karanlikta 5 dakika bekletilmistir. Mikroplaka okuyucuda, ikili dalga boyunda 570

nm ve 655 nm’ de absorbans 6l¢iimii ile okutulmustur.

3.2.3 Hiicre Sagkalim Tayini

EBR’ nin hiicreler iizerindeki sitostatik etkisi degerlendirilmistir. 6 kuyucuklu
petrinin her kuyucugunda 5x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir ve hiicreler
yapismasi i¢in 37°C’ de bir gece inkiibe edildikten sonra hiicrelere 30 uM EBR 24,
48, 72 ve 96 saat boyunca uygulanmistir. Hiicreler tripsin ile toplanarak 2000 rpm’
de 5 dakika boyunca santrifiij yardimiyla ¢oktiiriilmiistiir. Hiicre pelleti 50 pl besiyeri
ve 50 ul 0.4 % ( w/v) Tripan Mavisi boyasi ile karistirildiktan sonra bu karisimdan

10 pl ¢ekilerek Neubauer hemositometre ile sayim yapilmaistir.

3.2.4 Soft-Agar Koloni Olusum Testi

Hiicrelerin yilizeye yapigsmasmin engellendigi ortamda hiicrelerin biliyiiyebilme
yeteneginin dlciilmesi amaci ile soft-agar koloni olusum testi yapilmistir. Onceden
hazirlanmig ve otoklavlanmis %0,5” lika agaroz ¢ozeltisi donmamasi i¢in 37°° lik
etiivde bekletilmistir. Hiicreler ekilmeden 6nce 6 kuyucuklu petriler daha 6nceden
hazirlanmig ve filtre ile siiziilerek steril hale getirilmis %20 FCS igceren 2X’ lik
medya ile 1:1 oraninda %0.5” lik agaroz ile kaplanmistir ve agarin donmasi ig¢in 30
dakika laminar flowun i¢inde bekletilmistir. SW480 ve DLD-1 kolon kanseri
hiicreleri 6 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 2,5x10% hiicre olacak sekilde 1:1
oraninda olacak sekilde 333 pul 2X medya, 333 pl %0.3 agaroz ve 333 ul hiicreler
karistirilip, %0,5 agaroz ile kaplanan petrilere ekilmistir. Hiicreler 30 uM EBR ve 30
uM DMSO ile 15 giin muamele edilmistir ve %5 CO; iceren 37°C inkubatorlerde
biiytitiilmistiir. Hiicreleri beslemek icin {list medya 2 gilinde 1 yeni 1X medya ile
degistirilmistir. Olusan kolonileri gozlemleyebilmek i¢in 0,5 ml %0,005 lik kristal
viyole ile 20 dakika bekletilmistir. Soft agarda hiicrelerin olusturdugu koloniler 151k

mikroskobu ve floresan mikroskobunda 100X biiyiitme ile incelenmistir.
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3.2.5 Metastatik Etkinin Belirlenmesinde Kullanilan Parametreler

3.2.5.1 Koloni Olusum Testi

EBR’ nin hiicrelerdeki metastatik etkisini ve hiicreler tek basina birakildiginda nasil
davrandiklarmi belirlemek igin koloni olusum testi yapilmistir. 6 kuyucuklu petrinin
her kuyucugunda 4x10°% hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir ve hiicreler yapismasi
icin 37°C’ de bir gece inkiibe edildikten sonra hiicrelere 30 uM EBR 24, 48, 72 ve 96
saat boyunca uygulandiktan sonra ilaghh medya cekilip atilarak ilagsiz medya ile
degistirildikten sonra hiicrelerin biiylimesi incelenmistir. 14 gilin sonunda hiicreler
metanol asetik asit (3:1) ile 5 dakika muamele edilerek fikse edilmistir. Hiicreler 0,5
ml %0,5” lik kristal viyole ile 20 dakika muamele edildikten sonra yikanmistir ve

morfolojik goriintiiler trans UV ile ¢ekilmistir.

3.2.5.2 Anti-metastatik Etkinin Belirlenmesinde Kullanilacak Parametreler:

Yara lyilesme Analizi

EBR’ nin SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicrelerinde lateral hiicre hareketi
tizerindeki etkileri yara iyilesme analizi ile tespit edilmesi amaglanmistir. EKimden
once 6 kuyucuklu petri kaplarmin alt yiizeyleri birbirine paralel 15 adet ¢izgi ve bu
cizgilere dik birbirine paralel 3 ¢izgi ¢izilerek hazirlanan ¢ikartma kagitlar ile
kaplanmustir. 6 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 5x10° hiicre olacak sekilde ekim
yapilmustir ve hiicreler yapigsmasi i¢in 37°C’ de bir gece inkiibe edilmistir. EKimden
24 saat sonra birbirine paralel uzanan 3 ¢izgi hizasindaki hiicreler 200 pul’ lik steril
pipet ucu ile kazinarak yara olusturulmustur. Birbirine paralel uzanan 15 ¢izgi ile
yara ¢izgilerinin kesistigi noktalardaki yara genislikleri, invert mikroskopta
mikrometrik okiiler ile dlgiilerek bunlar 0. saat degerleri (Wo) olarak kaydedilmistir,
Ol¢timiin hemen ardindan petrilere kontrol ve ilagli medya eklenmistir. Her giin ayn1
saatte Ol¢lim yapilmistir ve bu isleme 72 saat devam edilmistir. Asagidaki formiille
motilite indeksi (Mol) (migrasyon indeksi) hesaplanarak o6lglim sonuglari

degerlendirilmistir.

Mol=1- (Wt/Wo)
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3.2.6 Apoptotik Hiicre Oliimiiniin Belirlenmesi

3.2.6.1 Propidyum iyodiir (PI) Boyama

6 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 5x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir.
Hiicrelerin yapismasi i¢in 37°C’ de bir gece inkiibe edilmistir. Yapisan hiicrelere 30
uM EBR 24 ve 48 saat boyunca uygulanmistir. Her bir kuyucuga 2 pg/ml PI
(anastok: 50 mg/ml) uygulanarak 15 dakika etiivde inkiibe edildikten sonra yesil

filtrede 6l hiicrelere bakilmistir.

3.2.6.2 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) Boyama

6 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 5x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir.
Hiicrelerin yapigmasi i¢in 37°C’ de bir gece inkiibe edilmistir. Yapisan hiicrelere 30
uM EBR 24 ve 48 saat boyunca uygulanmistir. Her bir kuyucuga 1 pl/ml DAPI
uygulanarak 30 dakika etiivde inkiibe edildikten sonra mavi filtrede DNA kiriklarina
bakilmstir.

3.2.6.3 3,3’-diheksilkarboksisiyanin iyodiir (DiOCg)

6 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 5x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir.
Hiicrelerin yapigmasi i¢in 37°C’ de bir gece inkiibe edilmistir. Yapisan hiicrelere 30
uM EBR 24 ve 48 saat boyunca uygulanmistir. Her bir kuyucuga 1 pl/ml DiOCg
uygulanarak 15 dakika etiivde inkiibe edildikten sonra aqua mavi filtrede canh

hiicrelere bakilmuistir.

3.2.6.4 Mitokondri Membran Potansiyelinin Belirlenmesi

EBR uygulamasi sonucunda hiicrelerdeki mitokondriyal membran potansiyelindeki
kayiplarmn dl¢iilmesi hedeflenmistir. SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicre hatlar1 6
kuyucuklu petrilere her kuyucugunda 1x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir.
Hiicrelerin yapismast i¢in 37°C’ de bir gece inkiibe edilmistir. Yapisan hiicreler 48
saat boyunca 30uM EBR ile muamele edilmistir. Kuuyucuklarda bulunan medyalar
uzaklastirilmistir ve her bir kuyucuga 1 pl/ml DiOCg uygulanarak 15 dakika etiivde
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inkiibe edilerek hiicreler Diocs floresan probla boyanmistir. Inkiibasyon siiresi
sonucunda floresan boyali medya ortamdan uzaklastirilmistir. Ardindan hiicreler 500
pul 1xPBS ile yikanmistir ve hiicrelerin yapistiklar1 ylizeyden kalkmasi i¢in her
kuyucuga 300 pl tripsin-EDTA (etilen daimin tetra asetik asit) (%0,25) ile CO;
iceren etiivde 3 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda hiicrelerin zarar gérmesinin
engellenmesi i¢in petri kabma 300 p medya eklenerek hiicreler santrifiij tiipline
almmustir. 2000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant atilmis,
hiicrelerin tizerine 200 pl 1xPBS eklenerek pipetaj yapilmistir. Hiicreler
mitokondriyal membran potansiyel (MMP) kaybini 6lgmek i¢in 6zel olan 96
kuyucuklu petrinin kuyucuklarina 50 pl olarak 4 tekrarl olacak sekilde konulmustur.
Hiicrelerdeki Mitokondriyal membran potansiyel (MMP) kaybi Fluoraskan Ascent
microplate  fluorometer  (Thermo  Labsystems, Beverly, MA, USA)

(eksitasyon/emisyon=485 nm/538 nm) ile 6l¢iilmiistiir.

3.2.7 Total Protein izolasyonu

100 mm’ lik petrilere 1,5x10° hiicre ekilmistir. Hiicrelerin yapismast icin 37°C’ de
bir gece inkiibe edilmistir. Yapisan hiicrelere 30 uM EBR 12, 24 ve 48 saat hiicrelere
uygulanmistir. Hiicreler 1XPBS ile toplanarak 2 dakika 13200 rpm’ de
coOktiiriilmiistiir. Bu igslem petrideki biitiin hiicreler toplanana kadar tekrarlanmistir.
Santrifiijle ¢oktiiriilen hiicrelere lizis tamponu eklenmistir. Ornekler 20 dakika oda
sicakliginda calkalayicida inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda 20 dakika
13200 rpm de +4 °C’ de santrifiij yapilmustir. Ust faz yeni Ependorf tiipiine alinarak

miktar tayini yapilmistir.

3.2.8 Bradford Protein Miktar Tayini

Protein igeriginin belirlenmesi i¢in Bradford yontemi kullanilmistir. Konsantrasyonu
1,5 pg/ pl olan BSA (sigir serum albumin) kullanilarak once standart egri
olusturulmustur. Bu egri hazirlanirken; 1,5 pg/ pl, 3 ng/ pl, 4,5 pg/ pl, 6 pg/ nl BSA’
nin iizerine Bradford ¢ozeltisi eklenerek 595 nm dalga boyunda absorbanslari

Olclilmils, elde edilen proteinlerden 1 pg/ pl alinarak ayni dalga boylarinda
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absorbanslar1 belirlenmistir. Standartlarin absorbans/ konsantrasyon grafigi elde
edildikten sonra, bu grafigin egim esitligi kullanilarak absorbans degerleri bilinen

orneklerin konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

3.2.9 immunoblotlama Yontemi

3.2.9.1 Proteinlerin Hazirlanmasi ve SDS-PAGE’ de Yiiriitiilmesi

Immunblotlama yontemi i¢in laemmli tamponu (4x) ve 30 pg protein drnekleri 1:4
oraninda karistirilarak 95°C’ de 5 dakika tutulmustur. Tablo5’ te verilen miktarlara
gore %4 yiikleme ve % 12’ lik ayrma SDS PAGE hazirlanarak, proteinler bu jel
sistemine yiiklenmiglerdir. Jel sisteminde ilk kuyucuk daima protein belirtec ile

birlikte 100V’ da 2 saat yiiriitme tamponunda yiiriitiilmiistiir.

3.2.9.2 Membrana Transfer ve Bloklama

SDS-PAGE sonrasi, ylikleme jeli kesilerek ortamdan uzaklastirilmistirg Ayirma jeli
boyutunda kesilen poliviniliden fluorid (PVDF) membranlar jellerin altina konduktan
sonra, membranlar jellerin her iki tarafinda transfer tamponunda islatilmis filtre
kagitlar1 yerlestirilmistir. Membran ve filtre kagitlar1 kasetlere yerlestirilerek 6
dakika 25 voltta 25 mili amperde transfer islemi gerceklestirilmistir. Transfer islemi
sonrast membranlar, 2 saat oda sicakligma, %5’ lik yagsiz siit tozu(%0,1 Tween 20

iceren 1XTBS) icerisinde bekletilerek bloklama yapilmistir.

3.2.9.3 Primer ve Sekonder Antikor isaretlemeleri

Siit tozu igerisinden aliman membranlar, 1X TBS-Tween ile 5 dakika olmak iizere 3
kez yikandiktan sonra, primer antikorlarla gece boyu +4°C sicaklikta
bekletilmiglerdir. Birincil antikorlar %5’ lik yagsiz siit tozu (%0,1 Tween20 igeren
1xTBS) i¢inde asagida belirtilen diliisyonlarda uygulanmistir.

Beta Aktin, PARP, kesilmis PARP, kaspaz 9, kaspaz 3, kaspaz 7, kaspaz 8, Puma,
Bak, Bax, Bid, Bad, Bim, Bcl-xL, Mcl-1, Src, c-Raf, ERK1/2, p38, p-p38
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(T180/Y182), SAPK/INK, p-SAPK/INK, c-Jun, p-PTEN, PI3K, AKT, p-
AKT(T308) her bir antikor super block T-20 ¢6zeltisi ile (Pierce) 1:500- 1:1000
araliginda ¢aligilmistir. HRP-konjuge sekonder antikorlar 1:5000 araliginda
calisilmustir.

Primer antikorlarin uygulanmasini takiben membranlar 5° er dakika boyunca 3 kez
TBS-Tween ile yikanmistir. Yikamanin ardindan, membranlar anti-tavsan ve anti-
fare ikincil antikorlar (1:3000) ile gece boyunca +4°C sicaklikta bekletilmistir.
Ikincil antikor uygulamasmin ardindan 10 ar dakika 3 kez TBS-Tween ve 10 dakika
TBS yikamas1 sonrasinda Ornekler kemiliminisans tamponu (A ve B ¢ozeltilerinin

1:1 karigimi) ile 1 dakika muamele edilmistir.

3.2.9.4 Blotlarin Goriintiillenmesi

Membranlar kemiluminisans tamponu ile bekletildikten sonra, rontgen kasetleri
icerisine streg¢ filmle sarilarak yerlestirilmistir. Membranlarin tizerine rontgen filmleri
yerlestirilerek elde edilen kemiluminisansin filmi yakmasi saglanmistir. Gelistirici ve
sabitleyici ¢ozeltileri ile istenilen goriintii elde edilinceye kadar yikanarak, en son

filmler suda yikanarak kurumaya birakilmistir.

3.2.9 istatiksel Analiz

Elde edilen veriler en az ii¢ deney tekrarinin ortalamasidir. Veriler Graph Pad 4.04
istatistik programi ile analiz edilmistir. Gruplarin karsilastirilmasinda bagimsiz t-testi

kullanilmis ve anlamli degisimler i¢in p degeri <0.05 olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Epibrassinolid’ in SW480 ve DLD-1 Kolon Kanseri Hiicre Hatlarinda Hiicre
Canhihgina Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda (10-50 uM) EBR ile muamele edilmeleri sonucunda
SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicre hatlarinda EBR’ nin hiicre canlilig1 {izerine
etkisini belirleyebilmek icin MTT hiicre canliligi testi uygulanmistir (Sekil 4. 1).
EBR uygulamasi sonucunda SW480 ve DLD-1 hiicre hatlarinda hiicre canliliginin
sirasiyla en fazla %64 ve %69 oraninda azalmasina sebep oldugu goriilmiistiir.

SW480 ve DLD-1 hiicre hatlarinda kullanilacak uygun EBR dozu 30 uM olarak

belirlenmistir.
1040+
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Sekil 4. 1. EBR’ nin SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicre hatlarinda
konsantrasyona bagli olarak hiicre canliligima etkisi. SW480 ve DLD-1 kolon
kanseri hiicreleri 96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucugunda 1x104 hiicre olacak
sekilde 3’ er tekrarli olacak sekilde ekilmistir. MTT testi 3 defa tekrarlanip
sonuglarm ortalamasi alinmistir. ****p<0.0001.
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SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicre hatlarinda 30 pM EBR’nin zamana baglh
olarak hiicre canlilig1 iizerindeki etkisini belirleyebilmek i¢cin ge¢ zamanli MTT
hiicre canliligi testi uygulanmistir. Hiicre canliligindaki azalmanin EBR’ nin
kendisinden mi yoksa i¢inde ¢oziindigi DMSO’ dan mi kaynaklandigini
anlayabilmek i¢in hiicreler 30 ul DMSO ile muamele edilmistir. 30 ul DMSO
uygulanmasmin nedeni, kullanilan EBR dozunun total hacmi 1 ml olan DMSO EBR
karisimmda 30 uM EBR konsantrasyonunun 30 pl DMSO igermesidir, yani
kullanilan ilag dozunun ayni olmasi i¢in 30 ul DMSO ve 30 uM EBR uygulanmasi
uygun goriilmiistiir. DMSO uygulamasi sonucunda SW480 hiicrelerinde %92.70 ve
DLD-1 hiicrelerinde %93.69 hiicre canlilig1 goriilmiistiir. Buna dayanarak DMSO’
nun her iki hiicre hattinda hiicre canlilig1 tizerinde kayda deger bir etkisinin olmadig1
goriilmiistiir. EBR zamana bagh olarak (12 saat, 24 saat, 48 saat) SW480 ve DLD-1
hiicrelerinde canliligin azalmasina sebep oldugu goriilmistiir (Sekil 4. 2). Bundan
sonraki yapilacak deneylerde, EBR uygulamasi1 sonucunda SW480 ve DLD-1 hiicre
hatlarinda sirastyla %35,7 ve %67 oraninda hiicre canliliginda azalma goriilen 48

saatlik EBR uygulamasina karar verilmistir.
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Sekil 4. 2. EBR’ nin SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicre hatlarinda zamana bagl
olarak hiicre canliligmna etkisi. SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicreleri 96
kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 1x10* hiicre olacak 2’ ser tekrarli olacak sekilde
ekilmistir ve 24 saat sonunda farkli zamanlarda (12-48 saat) uygulanan EBR nin
hiicrelerin zamana bagl olarak canliliga olan etkisi arastirilmistir. MTT testi 3 defa
tekrarlanip sonuglarin ortalamasi alinmigtir. ***p<0.001; ****p<0.0001.
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4.2 Epibrassinolid’ in SW480 ve DLD-1 Kolon Kanseri Hiicre Hatlarinda Hiicre
Sagkalimina Etkisi

SWA480 ve DLD-1 hiicrelerinde 30 uM EBR’ nin zamana bagli olarak hiicre sagkalim
iizerindeki etkisini belirleyebilmek i¢in hiicre sagkalim testi yapilmistir. Hiicre
sagkalimindaki azalmanin EBR’ nin kendisinden mi yoksa i¢inde ¢oziildiigii DMSO’
dan mi1 kaynaklandigin1 anlayabilmek icin yani hiicrelere 30 upul DMSO
uygulanmistir. SW480 ve DLD-1 kontrol gruplarinda zamana bagl olarak hiicre
sayisinin arttigi goriilmistiir. 30 ul DMSO uygulanan hiicrelere oranla 30 uM EBR
uygulanan hiicrelerde zamana bagli olarak hiicre sayisinda kayda deger oranda
azalma oldugu goriilmiistiir (Sekil 4. 3). Sonug olarak EBR’ nin SW480 ve DLD-1

hiicrelerinin sagkaliminda sitostatik bir etkisi oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4. 3. EBR’ nin SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicre hatlarinda hiicre
sagkalimma etkisi. SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicre hatlar1 100X10° hiicre/
kuyu 6 kuyucuklu petrilere 2’ ser tekrarl olacak sekilde ekildi ve 30 uM EBR ile 24
saat, 48 saat, 72 saat ve 96 saat zamana bagli olarak muamele edildi. Hiicreler %0,4
(w/v) tripan mavisi (50 pl) ve 1xPBS (50 pl) 1:1 oraninda ecklendi. Hiicreler
Neubauer hemositometre ile sayildi. Hiicre sagkalim testi 3 kez tekrarlanip
ortalamas1 almmustir. **p<0.01.

Hiicrelerin ylizeye yapigsmasinin engellendigi ortamda hiicrelerin biiyliyebilme
yeteneginin Sl¢iilmesi amaci ile soft-agar koloni olusum testi yapilmistir. Her iki
hiicrenin, higbir ila¢ uygulanmamis kontrol gruplarinda hiicre biiylimesine paralel
olarak koloni olusumu gozlemlenmistir. 30 pM DMSO uygulanan hiicrelerde,
kontrol gruplarina benzer sekilde DMSO’ nun hiicre biiyiimesini ve koloni
olusumunu engellemedigi goriilmiistiir. 30 uM EBR uygulamasmin SW480 kolon
kanseri hiicrelerinde yiizeye bagimsiz olarak koloni olusumunu ve biiylimesini
engelledigi belirgin bir sekilde goriiliirken, DLD-1 kolon kanseri hiicrelerinde koloni

olusumu ve biiyiimesini engelledigi belirgin bir sekilde goriilmemistir (Sekil 4. 4).
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Kontrol EBR DMSO

Sekil 4. 4. Hiicrelerin ylizeye yapismasmin engellendigi ortamda hiicrelerin
biiyiiyebilme yeteneginin Slgiilmesi. 2,5X10° SW480 ve DLD-1 kolon kanseri
hiicresi/ 6 kuyucuk olacak sekilde %0,5 agaroz ile kaplanan petrilere ekildi. 30 uM
EBR ve 30 uM DMSO ile 15 giin muamele edildi. Olusan kolonileri
gbzlemleyebilmek icin  %0,005° lik kristal viyole ile 20 dakika bekletildi. Soft
agarda hiicrelerin olusturdugu koloniler 151k mikroskobu ve floresan mikroskobunda
100X biiyiitme ile incelendi.

4.3 Epibrassinolid’ in SW480 ve DLD-1 Kolon Kanseri Hiicre Hatlarinda
Metastaz Uzerindeki Etkisi

EBR’ nin hiicrelerdeki metastatik etkisini ve hiicreler tek basina birakildiginda nasil
davrandiklarin1 belirlemek i¢in koloni olusum testi yapilmistir. 30ul DMSO
uygulanan SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicre hatlar1 higbir ilag uygulanmamis
SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicre hatlariin kontrol gruplarmma oranla hiicre
cogalmasinda degisiklik gozlemlenmemistir. EBR uygulanan SW480 kolon kanseri
hiicre hatlarinda EBR uygulanmamus hiicre hatlarina oranla hiicre proliferasyonunda
zamana bagli olarak azalma goriilmiistiir. EBR uygulanan DLD-1 kolon kanseri
hiicre hatlarinda EBR uygulanmamus hiicre hatlarina oranla hiicre proliferasyonunda
zamana bagli olarak azalma goriilmistir ve SW480 kolon kanserindeki hiicre
proliferasyonundaki azalma ile karsilastirildiginda DLD-1 kolon kanseri hiicre

hatlarinin ¢ogalmasindaki azalmanin daha az oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4. 5).
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Sekil 4. 5. EBR’ nin SW480 ve DLD-1 Kolon Kanseri Hiicre Hatlarmin Metastazi
Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi. SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicreleri 4X10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu petrilere ekildi. Hiicreler 30 uM EBR ile
24, 48, 72 ve 96 saat muamele edildikten sonra ilagsiz medyum ile degistirilerek
hiicrelerin biiylimesi incelendi. 14 giin sonunda hiicreler metanol asetik asit (3:1) ile
5 dakika muamele edilerek fikse edildi. Hiicreler %0,5 ‘lik kristal viyole ile 20
dakika muamele edildikten sonra yikandi ve goriintiiler trans UV ile ¢ekildi.

EBR’ nin SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicrelerinde lateral hiicre hareketi
tizerindeki etkileri yara iyilesme analizi ile tespit edilmeye ¢alisilmistir (Sekil 4. 6).
SW480 kolon kanseri hiicre hatlarinin kontrol gruplarinda agilan yara genisliginin
zamana bagli olarak yavas yavas kapandig1 saptanmistir. DMSO uygulanmis SW480
hiicrelerinde agilan yara genisliginin kontrole benzer sekilde zamana bagl olarak
yavas yavas kapandigi saptanmustir. 72 saat sonunda yara genisligindeki artis zaman
gectikge hiicre proliferasyonunun fazla olmasindan dolay: hiicrelerin yapistiklar:
yizeyden kalkmasindan kaynaklaniyor olabilecegi diisiiniilmiistir. Kontrol ve
DMSO grubundaki azalmaya zit olarak, EBR uygulanan SW480 hiicrelerinde agilan

yara genigliginin zamanla kapanamadigi saptanmistir (A). DLD-1 kolon kanseri
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hiicre hatlarinin kontrol gruplarinda agilan yara genisliginin zamana bagli olarak
yavas yavas kapandigi belirlenmistir. DMSO uygulanmig DLD-1 hiicrelerinde ise
acilan yara genisliginin kontrol gruplarindaki gibi zamana bagl olarak yavas yavas
kapandig1 belirlenmistir. 72 saat sonunda yara genisligindeki artis zaman gegtikce
hiicre proliferasyonu arttig1 icin hiicrelerin yapistiklar1 ylizeyden kalkmasindan
kaynakli oldugu diisiiniilmiistiir. EBR uygulamasi sonucunda DLD-1 hiicrelerinde
acilan yara genisliginin kapanma miktar1 incelendiginde, 72 saat sonunda agilan yara
genigliginin kapanamadigi gorilmiistiir (B). Elde edilen sonuglar incelendiginde
EBR uygulamasi sonucunda hiicre hatlarinda agilan yara genisliklerinin kapanma
oranlarinin  farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Agilan yara genisliginin
kapanmasinda DLD-1 hiicrelerinde anlamli bir degisiklik goriilmedigi belirlenmistir.
(Sekil 4. 6).

A

Sedtim

Sekil 4. 6. EBR’ nin SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicrelerinde lateral hiicre
hareketi tizerindeki etkilerinin belirlenmesi. A: SW480 hiicrelerinde EBR’ nin yara
kapanmasina ait 151k mikroskobu goriintiileri.
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B kontrol

Sekil 4. 6. EBR’ nin SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicrelerinde lateral hiicre
hareketi lizerindeki etkilerinin belirlenmesi. SW480 ve DLD-1 kolon kanseri
hiicreleri alt yilizeyleri birbirine paralel 15 adet ¢izgi ve bu cizgilere dik birbirine
paralel 3 ¢izgi ¢izilerek hazirlanan ¢ikartma kagitlar ile kaplanan 6 kuyucuklu petri
kaplarma her kuyucugunda 5X10” hiicre olacak sekilde ekildi ve 37°C” de bir gece
inkiibe edildi. 24 saat sonunda birbirine paralel uzanan 3 ¢izgi hizasindaki hiicreler
200 pl’ lik steril pipet ucu ile kaznarak yara olusturuldu. 0. saat, 24. saat, 48. saat ve
72. saat sonunda birbirine paralel uzanan 15 ¢izgi ile yara ¢izgilerinin kesistigi
noktalardaki yara genislikleri 151tk mikroskobunda 40X biiyiitme ile incelendi. B:
DLD-1 hiicrelerine ait yara kapanmasmin 151k mikroskobu goriintiileri.
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Tablo 4. 1. EBR’ nin SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicrelerindeki yara
kapanmasina ait sayisal degerler.

Yara Kapanmasi (um)
SwW480 DLD-1
Kontrol | EBR DMSO Kontrol EBR DMSO
0 Saat 115.3 105 98.9 105.75 98.63 105
24 Saat 101.2 89.2 85.56 93.975 93.46 91.8
48 Saat 103.05 87.3 79.3 94.6 84.8 82.25
72 Saat 103.8 83.2 78.4 83 94.9 106

4.4 Epibrassinolid’ in Mitokondriden Tiirevlenen Apoptotik Yolak Uzerine
Etkisinin Modellenmesi

4.4.1 Epibrassinolid’ in SW480 ve DLD-1 Kolon Kanseri Hiicrelerinde Hiicre

Oliimii Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicre hatlarina EBR uygulamasi sonrasinda hiicre
Olimii iizerine etkisini gosterebilmek icin PI floresan boyasi kullanilmistir (Sekil 4.
7). Hiicre membran1 PI° a gegirgen degildir; ancak hiicre oliimii gerceklestiginde

hiicre i¢ine girebilir, hiicre canlilig1 ile PI boyama yogunlugu ters orantilidir.

SW480 hiicrelerinde kontrol gruplarinda 6lii hiicre sayisinin  az  miktarda
goriilmiistiir. DMSO uygulanmis SW480 hiicrelerinde 6lii hiicre sayisinin kontrole
benzer sekilde az oldugu goriilmiistiir (A). SW480 hiicrelerinde EBR uygulanmasi ile
beraber hiicre Oliimiiniin arttig1 goriilmiistir.  DLD-1 hiicrelerinin  kontrol
gruplarinda Ol hiicre sayismin SW480 hiicrelerinde oldugu gibi az oldugu
goriilmiistiir. DMSO uygulanmis DLD-1 hiicrelerinde 6lii hiicre sayismin kontrole ve
DMSO uygulanmig SW480 hiicrelerine oranla daha fazla oldugu goriilmiistiir (B).
DLD-1 hiicrelerinde de EBR uygulamasi ile beraber 6lii hiicre sayisinda artig
goriilmiistiir ve bu Olii hiicre sayisindaki artigin  EBR uygulanmig SW480

hiicrelerindeki artistan daha fazla oldugu gorilmiistiir (Sekil 4. 7).
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Kontrol DMSO

SW480
Pl boyama

Kontrol DMSO

DLD-1
Pl boyama

Sekil 4. 7. EBR tarafindan tetiklenen hiicre oliimiinin SW480 ve DLD-1 kolon
kanseri hiicrelerinde belirlenmesi. 2,5X102 SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicreleri
96 kuyucuklu petrilere ekildi. 48 saat 30 uM EBR ile muamele edildi. Hiicreler PI
ile 30 dakika bekletildi. Hiicreler floresan mikroskobunda 10x biliyiitme ve 40x
biiyiitme ile incelendi. A: SW480 hiicrelerinin floresan mikroskobu goriintiileri. B:
DLD-1 hiicrelerine ait floresan mikroskobu goriintiileri.

4.4.2 Epibrassinolid’ in SW480 ve DLD-1 Kolon Kanseri Hiicrelerinde DNA

Kiriklar1 Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

EBR’ nin SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicrelerinde apoptoz sonucu olusan DNA
kiriklarinin gézlenmesi i¢in hiicreler DAPI floresan boya ile boyanarak floresan
mikroskobunda incelenmistir (Sekil 4. 8). DAPI cift zincirli DNA’ ya baglanarak
mavi renk floresan i1simaya sebep olmaktadir. Apoptoz sonucunda olusan DNA

kiriklarinin gézlemlenmesine yardimei oldugu bilinmektedir.

SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicrelerinin kontrol gruplarinda DNA kirigi
goriilmemistir. DMSO uygulanan SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicrelerinde
kontrol gruplarina oranla biraz daha fazla miktarda DNA kirig1 goriilmiistiir. SW480
ve DLD-1 kolon kanseri hiicrelerinde EBR uygulamasi ile birlikte olusan DNA kir1g1
sayisinin arttig1 goriilmiistiir. DLD-1 hiicrelerinde EBR uygulamasi ile birlikte daha
fazla miktarda DNA kirig1 goriilmistiir (B).
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A Kontrol DMSO EBR
i

SW480

DAPI boyama

B Kontrol DMSO
DLD-1

DAPI boyama

Sekil 4. 8. EBR tarafindan tetiklenen DNA kiriklarinin SW480 ve DLD-1 kolon
kanseri hiicrelerinde belirlenmesi. 2,5)(102 SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicreleri
96 kuyucuklu petrilere ekildi. Hiicreler 48 saat 30 uM EBR ile muamele edildi.
Hiicreler DAPI ile 10 dakika bekletildi. Hiicreler floresan mikroskobunda 10x10
biiyiitme ve 40x biiylitme ile incelendi.

4.4.3 Epibrassinolid’ in SW480 ve DLD-1 Kolon Kanseri Hiicrelerinde
Mitokondri Membran Potansiyeli ve Hiicre Canlihgn Uzerindeki Etkisinin

Belirlenmesi

SW480 ve DLD-1 hiicrelerine uygulanan EBR’ nin, apoptoza bagh olarak
mitokondri transmembran potansiyeline etkisi, mitokondriye 6zgii bir boya olan
DIiOCs ile belirlenmistir ve MMP kayb1 Fluoraskan Ascent fluorometer ile
dlciilmiistiir (Sekil 4. 9). DIOCs, canli hiicrelerin mitokondri membranma baglanir;
fakat apoptozun indiiklendigi ve buna bagli olarak mitokondri membran potansiyelini

kaybeden hiicrelerin mitokondri membranina baglanamayan bir floresan boyadir.

SW480 hiicrelerinin  kontrol grubunda hiicrelerin canliligini  siirdiirebildigi
gorililmiistir. DMSO uygulanan SW480 hiicrelerinde kontrole oranla hiicre
canliliginda azalmanin oldugu bulunmustur. EBR uygulanan SW480 hiicrelerinde 48
saat sonunda hiicre canliliginda belirgin bir azalma goriilmiistiir. DLD-1 hiicreleri de

DMSO ve EBR uygulamalar1 sonucunda SW480 hiicrelerindeki hiicre canliligindaki
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azalmaya benzer sekilde bir azalma meydana geldigi goriilmiistiir (A). Fluometrede
Olclilen absorbans degerlerine gore ¢izilen grafige bakildiginda, EBR uygulamasi
sonucunda mitokondriyal membran potansiyeli SW480 ve DLD-1 hiicrelerinde
sirasiyla %52 ve %39 olarak saptanmistir. DMSO uygulanan SW480 ve DLD-1
hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyeli sirasiyla %78 ve %73 olarak

belirlenmistir (B).
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Sekil 4. 9. EBR’ nin SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicrelerinde mitokondri
membran potansiyeli ve hiicre canlilig1 {izerindeki etkisinin belirlenmesi. A) 2,5x10?
SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicreleri 96 kuyucuklu petrilere ekildi. Hiicreler 48
saat 30 uM EBR ile muamele edildi. Hiicreler DIOC6 ile 15 dakika bekletildi.
Hiicreler floresan mikroskobunda 10x biiylitme ve 40x biiylitme ile incelendi. B)
1x10° SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicreleri 6 kuyucuklu petrilere ekildi.
Yapisan hiicreler 48 saat 30 uM EBR ile muamele edildi. Hiicreler DIOC6 ile 15
dakika inkiibe edilerek hiicreler floresan probla boyandi. Floresan probla boyanan
hiicreler toplanarak MMP kaybint 6lgmek i¢in 6zel olan 96 kuyucuklu petrinin
kuyucuklarma 50 pl olarak 4 tekrarli olacak sekilde konulmustur. Hiicrelerdeki
MMP kaybi Fluoraskan Ascent fluorometer (Thermo Labsystems, Beverly, MA,
USA) (eksitasyon/emisyon=485 nm/538 nm) ile 6l¢iilmiistiir.
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4.5 Epibrassinolid’ in SW480 ve DLD-1 Kolon Kanseri Hiicre Hatlarinda

Apoptoz Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

EBR’ nin neden oldugu apoptotik 6liimiin gorsel olarak belirlenmesinin ardindan,
EBR’ nin tetikledigi apoptotik hiicre dliimii yolag: ile iliskili proteinler lizerindeki
etkisini incelemek icin apoptotik yolakta goérev alan proteinler immunblotlama
yontemi ile belirlenmistir. Sekil 4. 10’ de goriildigii gibi zamana bagli EBR
uygulamasi sonucunda SW480 hiicrelerinde apoptoz belirteci olan PARP ifadesinde
azalma goriilirken PARP ifadesindeki azalmanin DLD-1 hiicrelerinde daha fazla
oranda oldugu belirlenmistir. Zamana bagli EBR uygulamasi sonucunda SW480 ve
DLD-1 hiicrelerinde mitokondriyal apoptotik yolagin aktive olmasi i¢in gerekli olan
baslatici kaspaz- 9 ifadesinde azalma saptanmistir, ekstrinsik yolak i¢in baglatici olan
kaspaz- 8 ifadesinde, zamana bagli EBR uygulamasi sonucunda SW480 hiicrelerinde
12 saate kadar belirgin bir sekilde azalma ve 12 saatten sonra anlamli bir degisiklik
goriilmezken, DLD-1 hiicrelerinde zamana bagl olarak azalma goriilmiis ve 48 saat
sonunda kaspaz 8 ifadesinin yok oldugu bulunmustur. Cellat kaspaz olarak bilinen
kaspaz- 3 ifadesinde zamana bagli EBR uygulamasi sonucunda SW480 hiicrelerinde
zamana bagl olarak kaspaz- 3 ifadesinin azaldigi, DLD- hiicrelerinde ise 24 saate
kadar kaspaz- 3 ifadesinin arttigi ve 48 saatlik uygulama sonucunda kaspaz- 3
ifadesinde azalma tespit edilmistir. Bir diger cellat kaspazlardan olan kaspaz- 7
ifadesinde SW480 hiicrelerinde 24 saate kadar pek fazla bir degisiklik
belirlenmemistir, 48 saat sonucunda ise kaspaz- 7 ifadesininin yok oldugu, DLD-1

hiicrelerinde de zamana bagli olarak kaspaz- 7 ifadesinde azalma saptanmustur.
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SW4R0 DID-1
EBR (saat) 0 12 24 48 0 12 24 48

0,16 0,03 0,08

Kaspaz 9 (47 kDa)

Kaspaz 7 (35,20 kDa)

B-aktin (45 kDa)

Sekil 4. 10. EBR uygulamasi sonucundaki apoptotik degisimlerin SW480 ve DLD-1
kolon kanseri hiicre hatlarinda incelenmesi. 100 mm petrilere 1x10® SW480 hiicreleri
ekim yapildiktan sonra 24 saat siireyle hiicrelerin yapismasi ic¢in inkiibatorde
bekletildi. Daha sonra hiicrelere 30 uM EBR (12-48 saat) uygulamasi yapildi.
Belirtilen saatler gegtikten sonra yapilan protein izolasyonlar1 sonucu elde edilen
protein ekstraktlart %12’ lik SDS-PAGE jel elektroforezi sisteminde yiiriitiildii.
PVDF membrana aktarilan proteinler bloklama soliisyonu (%5 siit tozu+ TBS-
Tween) icgerisinde ¢oziilen (1:1000) birincil antikor igerisinde bir gece bekletildi.
Ikincil antikora alinan membran ikincil antikor icerisinde de bir gece daha
bekletildikten sonra kemiliiminesans soliisyonu ile muamele edilerek olusan i1s1ma
chemidoc goriintiileme cihazi ile goriintiilendi. Bant yogunluklar1 her hiicre hatt1 i¢in
kontrol, 12 saat, 24 saat ve 48 saatteki protein ifadeleri, kontrol, 12 saat, 24 saat ve
48 saatteki B-Aktin ifadesine oranlanarak ImagelJ programi ile hesaplandi.

Apoptotik hiicre 6liim yolagmin tetiklenmesinde onemli bir rolii olan pro- ve
anti- apoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerinde EBR uygulamasi sonucundaki degisimler
incelenmistir. Sekil 4. 11” de gosterildigi gibi pro-apoptotik Bcl-2 ailesine ait olan
Bax proteininin, zamana bagli olarak EBR uygulanmasi sonucu SW480 hiicre
hattinda ifadesi artarken, DLD-1 hiicre hattinda ise anlamli bir degisiklik
gbzlenmemistir. Pro-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyesi olan Bid proteini ise SW480 hiicre
hattinda EBR uygulamasi sonucunda anlamli bir degisiklik gézlenmezken, DLD-1
hiicre hattinda ise ifadesinin azaldig1 gozlenmistir. EBR ila¢ uygulamasi sonucunda

pro-apoptotik protein olan Puma’nin anlatimi incelendiginde SW480 hiicrelerinde
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ifadesinin arttig1, DLD-1 hiicrelerinde ise ifadesinin azaldig: tespit edilmistir. Ayni
zamanda EBR ilag uygulamasi sonucunda pro-apoptotik protein olan Bim’ in {i¢ ana
formunun (BimEL, BimL, BimS) SW480 hiicre hattinda 24 saat EBR uygulamasi ile
beraber ifadesinin arttigi saptanirken, DLD-1 hiicrelerinde ise anlamli bir degisiklik

gozlenmemistir (Sekil 4. 11).

Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyesi olan Bcl-xL ve Mcl-1 proteinlerinin zamana bagl
olarak EBR uygulamasi sonucunda anlatim diizeylerindeki degisiklikler
incelendiginde, SW480 ve DLD-1 hiicrelerinde BclxL ifadesinde anlamli bir
degisiklik belirlenmemistir. Mcl-1 proteinin ifadesi incelendiginde ise SW480 hiicre
hattinda 12 saat EBR uygulamasi ile birlikte anlatim seviyesinin azalmaya basladigi
saptanmugtir. DLD-1 hiicre hattinda ise 48 saat EBR uygulamas: sonucunda Mcl-1

ifadesinin azaldig1 gézlemlenmistir (Sekil 4. 11).
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EBR (saat)

Bax (20 kDa)

Puma (23 kDa)

Bid (22 kDa)

Bim (23-15 kDa)

Bcl-x; (30 kDa)

Mcl-1 (40 kDa)

0,21 0,43 0,36 0,01 0,38 0,35 0,30 0,0
- (45 kDa) _ _
1 1,12 1,11 1,82 1 0,87 1,25 1,56

Sekil 4. 11. Apoptotik hiicre 6liim yolagmin tetiklenmesinde 6nemli bir rolii olan
pro- ve anti- apoptotik Bcl-2 ailesi liyelerinde EBR uygulamasi sonucundaki
degisimlerinin incelenmesi. 100 mm petrilere 1x10° SW480 hiicreleri ekim
yapildiktan sonra 24 saat siireyle hiicrelerin yapismasi i¢in inkiibatorde bekletildi.
Daha sonra hiicrelere 30 uM EBR (12-48 saat) uygulamas1 yapildi. Belirtilen saatler
gectikten sonra yapilan protein izolasyonlar1 sonucu elde edilen protein ekstraktlari
%12’ lik SDS-PAGE jel elektroforezi sisteminde yiiriitiildi. PVDF membrana
aktarilan proteinler bloklama soliisyonu (%5 siit tozut+ TBS-Tween) igerisinde
¢dziilen (1:1000) birincil antikor igerisinde bir gece bekletildi. Ikincil antikora alinan
membran ikincil antikor igerisinde de bir gece daha bekletildikten sonra
kemiliiminesans soliisyonu ile muamele edilerek olusan 1s1ma chemidoc goriintiileme
cihazi ile goriintiilendi. Bant yogunluklar1 her hiicre hatt1 i¢in kontrol, 12 saat, 24
saat ve 48 saatteki protein ifadeleri, kontrol, 12 saat, 24 saat ve 48 saatteki B-aktin
ifadesine oranlanarak ImagelJ programu ile hesaplandi.

4.6 Epibrassinolid’ in SW480 ve DLD-1 Kolon Kanseri Hiicre Hatlarinda Hiicre

Sagkahm Yolaklan Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

EBR’nin hiicre sagkalim yolagi olan MAPK sinyal yolag: {lizerindeki etkilerinin
incelenmesi i¢in bu yolak ile iligkili proteinlere immunblotlama ile bakilmistir (Sekil

4. 12). Src kinaz ailesi GTP-baglayici protein olan Ras ile birlikte MEK/ERK sinyal
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yolagmin aktivasyonunda rol alan Raf ailesinin fosforilasyonunda goérevlidir. SW480
hiicrelerinde Src-1 ifadesinde kontrole oranla zamana bagli olarak artma goriiliirken,
DLD-1 hiicrelerinde ise 24 saatte artma saptanmistir. Reseptor tirozin kinazlar ve G-
protein bagli reseptorler Ras’1 daha sonra Raf-MEK-MAPK yolagini uyararak aktive
etmektedir [64]. SW480 hiicre hattinda c-Raf ifadesinde artma goriiliirken, DLD-1
hiicrelerinde EBR uygulamasi sonucunda c-Raf protein ifadesinde 24 saate kadar
artma goriilitken 48 saatte protein ifadesinde azalma saptanmistir. MEK1/2
aracilifiyla aktivasyonu saglanan ERKI1/2 proteinlerinin ifadesinde EBR
uygulamasindan sonra SW480 ve DLD-1 hiicrelerinde zamana bagl olarak kontrole
oranla azalma goriilmektedir. Strese sebep olan uyaranlar tarafindan aktive edilen
SAPK/INK proteininin ifadesinde SW480 ve DLD-1 hiicre hatlarinda 12 saatten
itibaren kontrole oranla artma belirlenmistir. SW480 hiicrelerinde 12 saatten itibaren
kontrole oranla fosforile oldugu goriilirken, DLD-1 hiicrelerinde SAPK/INK
proteinin 12 saatten itibaren defosforile oldugu saptandi. p38 MAPK aktivasyonunun
anti kanser ajanlarin kanser hiicrelerini 6liime gotiirmeleri i¢in gereklidir [65]. p38
proteininin ifadesi EBR uygulamasindan sonra SW480 hiicrelerinde 12 saatte
kontrole oranla artma goriiliirken 24 saatte azalma ve 48 saatte tekrar artma
goriilmiistiir. DLD-1 hiicrelerinde ise p38 ifadesinin 12 saatten sonra zamana bagh
olarak azaldig1 goriilmiistiir. p38 proteinin SW480 hiicrelerinde 12 saatte defosforile
oldugu, 24 saatte fosforile oldugu ve 48 saat sonunda defosforile oldugu goriiliirken,
DLD-1 hiicrelerinde 12 saatten sonra 48 saatte defosforile oldugu goriilmiistiir. c-Jun
transkripsiyonel aktivitesi SAPK/JINK araciligiyla Ser63 ve Ser73’ te fosforilasyon
ile diizenlenir. SW480 hiicrelerinde 12 saatten sonra zamana bagli olarak c-Jun
proteinin ifadesinde artma goriiliirken, DLD-1 hiicrelerinde ise 12 saatte kontrole

oranla artma goriilmiis 12 saate oranla 24 ve 48 saatte azalma goriilmiistiir (Sekil 4.

12).
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P38 (43 kDa)

p-p38
(T180/Y182)
(40 kDa)

c-Jun (48-43 kDa)

168 079 2, 2,21

Bk (4;kDa) _

Sekil 4. 12. EBR’ nin MAPK sinyal yolagi iizerine etkilerinin immunoblotlama
yontemi ile zamana baglh olarak SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicre hatlarinda
incelenmesi. 100 mm petrilere 1x10° SW480 hiicreleri ekim yapildiktan sonra 24
saat siireyle hiicrelerin yapismasi i¢in inkiibatorde bekletildi. Daha sonra hiicrelere
30 puM EBR (12-48 saat) uygulamas1 yapildi. Belirtilen saatler gectikten sonra
yapilan protein izolasyonlar1 sonucu elde edilen protein ekstraktlar1 %12’ lik SDS-
PAGE jel elektroforezi sisteminde yiiriitiildii. PVDF membrana aktarilan proteinler
bloklama soliisyonu (%5 siit tozu+ TBS-Tween) icerisinde ¢oziilen (1:1000) birincil
antikor igerisinde bir gece bekletildi. Ikincil antikora alinan membran ikincil antikor
icerisinde de bir gece daha bekletildikten sonra kemiliiminesans soliisyonu ile
muamele edilerek olugan 1s1ma chemidoc goriintiileme cihazi ile goriintiilendi. Bant
yogunluklart her hiicre hatti i¢in kontrol, 12 saat, 24 saat ve 48 saatteki protein
ifadeleri, kontrol, 12 saat, 24 saat ve 48 saatteki B-aktin ifadesine oranlanarak ImageJ
programi ile hesaplandi.

EBR’nin bir diger hiicre sagkalim yolagi olan PI3K/AKT sinyal yolag: iizerindeki
etkilerinin incelenmesi igin bu yolak ile iliskili proteinler immunblotlama yontemi ile
belirlendi (Sekil 4. 13). PTEN fosfolipid ve fosforile olmus peptidler karsisinda aktif

olan bir fosfatazdir ve serin, treonin ve tirozin rezidiilerini defosforile etme
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kapasitesine sahip olarak hiicre sagkalimi ve apoptozun inhibisyonu i¢in énemli bir
yolak olan AKT/PI3K yolagmin negatif regiilatoriidiir. Timor hiicrelerinin
sagkaliminda PI3K aktivitesini inhibe eden PTEN fosforile oldugunda aktivitesini
kaybetmektedir [66]. PI3K/AKT sinyal yolaginin negatif diizenleyicisi olan PTEN
proteinin fosforile hali olan p-PTEN proteininin EBR’ nin zamana bagli uygulamasi
ile SW480 ve DLD-1 hiicre hattinda fosforile oldugu goriilmiistiir. EBR uygulamasi
sonucunda SW480 hiicre hattinda PI3K pl110 proteinin ifadesinde zamana bagli
olarak azalma goriiliirken, DLD-1 hiicre hattinda PI3K ifadesinin zamana bagh
olarak arttig1 goriilmiistiir. PI3K’ in alt hedeflerinden biri olan ve hiicrelerin apoptoza
gitmesinin engellenmesini saglayan AKT/PKB proteinin ifadesinde SW480
hiicrelerinde 6zellikle 24 saatlik EBR uygulamasindan sonra azalma goriiliirken,
DLD-1 hiicrelerinde anlamli bir degisiklik goriilmemistir. PDK1 ve mTORC2, AKT
proteinini T308ve S473 bolgelerinde fosforile ederek AKT proteinini aktive eder [67,
68]. SW480 hiicrelerinde EBR uygulanmasinin ardindan AKT proteinin zamana
bagli olarak fosforile olarak aktif hale geldigi, DLD-1 hiicrelerinde defosforile
oldugu gorilmiistiir (Sekil 4. 13).
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Sekil 4. 13. EBR’ nin PI3K/AKT hiicre sagkalim sinyal yolagi iizerine etkisinin
immunoblotlama yontemi ile zamana bagli olarak SW480 ve DLD-1 kolon kanseri
hiicre hatlarnda incelenmesi. 100 mm petrilere 1x10° SW480 hiicreleri ekim
yapildiktan sonra 24 saat siireyle hiicrelerin yapismasi i¢in inkiibatorde bekletildi.
Daha sonra hiicrelere 30 uM EBR (12-48 saat) uygulamasi yapildi. Belirtilen saatler
gectikten sonra yapilan protein izolasyonlar1 sonucu elde edilen protein ekstraktlar
%12’ lik SDS-PAGE jel elektroforezi sisteminde yiiriitiildi. PVDF membrana
aktarilan proteinler bloklama soliisyonu (%35 siit tozu+ TBS-Tween) igerisinde
¢dziilen (1:1000) birincil antikor icerisinde bir gece bekletildi. Ikincil antikora alinan
membran ikincil antikor igerisinde de bir gece daha bekletildikten sonra
kemiliiminesans soliisyonu ile muamele edilerek olusan 151ma chemidoc goriintiileme
cthazi ile goriintiilendi. Bant yogunluklar1 her hiicre hatt1 i¢in kontrol, 12 saat, 24
saat ve 48 saatteki protein ifadeleri, kontrol, 12 saat, 24 saat ve 48 saatteki B-aktin
ifadesine oranlanarak ImageJ programi ile hesaplandi.
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5. SONUC VE TARTISMA

Kolon kanseri, diinyada goriilen kanserler arasinda ti¢lincii sirada yer almaktadir.
Yas, diyet ve genetik faktorler gibi etkenler kolorektal kanserlerin gelisme siirecini
etkileyen faktorler arasinda bulunmaktadwr [29, 31, 33]. Hiicre sagkalim
mekanizmalarinin  baskilanmasi,  hiicre  6lim  sinyal = mekanizmalarinin
aktiflestirilmesi gibi molekiiler mekanizmalar kemoterapotik stratejiler arasinda yer
almaktadir. Kanser tedavisinde kullanilabilecek potansiyel kemoterapotik ajanlarin
hiicre i¢ci molekiiler mekanizmalarinin agikliga kavusturulmasi biiyiik bir 6nem

tasimaktadir.

BRler diisiik molekiiler agirhiga sahip steroid igerikleridir ve bitkilerde biiyiimeyi ve
gelisimi diizenlerler. BR, hayvan steroidal laktonlarla yapisal benzerlik gosterir [63].
Son zamanlardaki arastrmalarda BR’ lerin antikanser ve antiproliferatif 6zellikleri
cesitli hayvan sistemlerinde incelenmistir. BR’ lerin ileride kanser ¢alismalar1 i¢in
potansiyel bir ilag olmasi beklenmektedir. Dogal BR’ ler olan EBR’ nin kiiltiire
edilmis hibridoma fare hiicreleri iizerine etkisi arastirilmistir. EBR’ nin tipik etkileri
incelendiginde, mitokondriyal membran potansiyelini arttirdigi, hiicre i¢i antikor
seviyesini azalttigi, GO/G1 fazindaki hiicre sayisini arttirdigi, S fazindaki hiicre

oranini azalttigi belirlenmistir [63].

Genistein (4,5,7-trihydroxyisoflavone), bir fitodstrojendir yani bitkilerde Gstrojen
benzeri kimyasal yapiya sahiptir ve Ostrojen reseptoriiniin diizenlenmesinde segici
oldugu disiiniilmektedir [69]. Bu nedenle hormonal terapide alternatif olarak
kullanilmaktadir [70]. Wang ve arkadaglar1 (1996) MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde genisteinin hiicre biliylimesi {izerine etkisini arastrmislardir ve
genisteinin etkisinin konsantrasyona bagli olarak degistigini saptamiglardir.

Genistenin etkisinin diisiik konsantrasyonlarda Ostrojen reseptoriine bagli olarak
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gerceklestigi, yiikksek konsantrasyonlarda ise Ostrojen reseptoriine bagimsiz olarak
gerceklestigini bulmuslardir [71]. Kuiper ve arkadaslarmm (1997) yaptiklari bir
aragtrmada ise, genisteinin  ER-B reseptdrine baglanma afinitesinin ER-a
reseptoriine baglanma afinitesinden fazla oldugunu bulmuslardir [72]. BR’ ler ve
insan steroidleri arasinda benzerlik bulundugu ve EBR’ nin ER-B’ ya baglanabildigi
yapilan c¢aligmalarda bulunmustur [19]. Steigerova ve arkadaglarmm (2010)
yaptiklar1 bir arastrmada EBR’ nin steroid kdkenli bir ajan olmasi nedeni ile, EBR’
nin apoptotik etkisinin, ¢ogalmalar1 hiicre i¢i steroid reseptorleri ile tetiklenen MCF-
7 meme kanseri hiicrelerinde, ER anlatim1 olmayan MDA-MB-231 hiicrelerine
oranla daha fazla oldugunu saptamislardir. EBR’ nin steroid reseptorlerini bloke
ederek transkripsiyon faktorii gibi davranmalarmma ket vurabilecegi kanisina
varmiglardir [18]. Bu bilgiler dogrultusunda EBR ve genisteinin memelilerdeki
steroid hormonlarla benzerlik gosterdigi sonucuna varilabili. EBR’ nin kanser
hiicreleri tizerindeki etkilerinin belirlenmesi ile ilgili yeterli sayida arastirma
bulunmamaktadir. Bu nedenle bu arastirmada elde edilen veriler daha 6nce genistein

ile yapilan ¢alismalar ile karsilastiriimastir.

Bu bilgilerden yola ¢ikarak bu arastirmada SW480 ve DLD-1 hiicre hatlarinda EBR’
nin antikanser ve antiproliferatif etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir. Bu
aragstirmada Oncelikle EBR’ nin hiicre canliligina etkisi arastirilmistir. Sekil 4. 1° de
artan EBR konsantrasyonlar1 ile birlikte SW480 ve DLD-1 hiicre hatlarinda hiicre
canliliginda azalma saptanmistir (****P<(0.0001). Sekil 4. 2° de EBR’ nin hiicre
canlilig1 tizerindeki etkisi 30 uM EBR konsentrasyonu i¢in anlamli bulunmustur
(****P<0.0001). Zamana bagli EBR uygulamasi sonucunda, ER-B pozitift SW480
hiicrelerinde 48 saat sonunda %35.7, ER-B negatif DLD-1 hiicrelerinde %67
oraninda bagil hiicre canliliginda azalma oldugu saptanmistir. Wang ve
arkadaglarmm (2014) yaptigi bir ¢alismada ise EBR uygulanan SW480
hiicrelerindekine benzer sekilde yukarida ifade edildigi gibi EBR ile mekanizma
acisindan benzerlik gosterebilecegi diisiiniilen genisteinin, SW480 kolon kanseri
hiicrelerinde doza ve zamana bagl olarak hiicre canliliginda azalmaya sebep oldugu
saptanmustir [73]. Yu ve arkadaslar1 (2004) genisteinin 15 ile 120 uM’ a kadar artan
konsantrasyonlarini uygulayarak yaptiklart MTT testi sonucunda HT-29 Kkolon

kanseri hiicrelerinde genisteinin doza bagli olarak hiicre canliliginda azalmaya sebep
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oldugu belirlenmistir [74]. Sekil 4. 3° de gosterildigi gibi SW480 ve DLD-1 hiicre
hatlarinda EBR’ nin kontrole oranla zamana bagli olarak hiicre ¢ogalmasini
engelledigi bulunmustur. Steigerova ve arkadaglarinin (2010) yaptigi bir ¢alismada
EBR uygulamasi 6strojene duyarli MCF-7 ve 0Ostrojene duyarsiz MDA-MB-468
meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre canlihiginda azalmay1 sonuglandirmistir [18].
Zhu ve arkadaglarinin (2002) yaptig1 bir diger calismada genisteinin Caco-2, SW620
ve HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde biiylimeyi baskiladigi gosterilmistir [75]. Elde
edilen veriler literatiir ile uyumlu olarak EBR’ nin SW480 ve DLD-1 kolon kanseri
hiicre hatlarinda doza ve zamana bagl olarak hiicre canliligini azalttig1 ve hiicre

biliylimesini engelledigi ortaya konmustur.

EBR’ nin hiicrelerde metastatik etkisi koloni olusum testi ve yara iyilesme analiz
testi yontemi ile arastirilmistir. Sekil 4. 4’ te hiicrelerin yiizeye yapismasinin
engellendigi ortamda EBR’ nin hiicrelerin biiyiime yetenegi lizerindeki etkileri
incelenmis ve SW480 hiicrelerinde DLD-1 hiicrelerine gére daha fazla oranda koloni
olusumu ve hiicre biiyiimesini engelledigi saptanmistir. Singh ve arkadaslarinin
(2006) yaptig1 bir diger ¢alismada isoflavon tiirevi olan genisteinin, 20 uM ve daha
fazla konsantrasyonda genistein uygulamalar1 sonucunda 253J B-V mesane kanseri
hiicrelerinde  SW480 ve DLD-1 hiicrelerinde oldugu gibi koloni olusumunu
engelledigi belirlenmistir [76]. Elde edilen veriler literatiir ile karsilastirildiginda
EBR’ nin SW480 ve DLD-1 hiicrelerinde koloni olusumuna ket vurarak hiicre
biliylimesini baskiladigi sonucuna ortaya ¢ikmaktadir. Sekil 4. 5° te EBR’ nin zamana
baglt olarak SW480 ve DLD-1 hiicre hatlarinda metastaz {izerine etkileri
gosterilmistir ve Sekil 4. 4’ tekine paralel bir sekilde hiicre proliferasyonundaki
azalmanmm SW480 hiicrelerinde DLD-1 hiicrelerine oranla daha fazla oldugu
bulunmustur. Sekil 4. 6° da EBR’ nin lateral hiicre hareketi lizerindeki etkileri
incelenmis ve SW480 hiicrelerinde agilan yaranin belli bir oranda kapandigi, DLD-1
hiicrelerinde ise acilan yaranm kapanma miktar: ile ilgili anlamli bir sonug tespit
edilememistir. Wang ve arkadaslarmin (2014) genisteinin hiicre invazyonu
iizerindeki etkisini incelemek i¢in yaptiklar: bir ¢aligmada, HepG2, Huh-7 ve HA22T
hepatoselliilar kanser hiicre hatlarinda 40 puM genistein uygulamasmin hiicre
invazyonunu engelledigini bulmuslardir [77]. MTT testi, hiicre sagkalim testi, Soft

agar koloni olusum testi ve koloni olusum testi elde edilen tiim verilere bakildiginda
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EBR’ nin SW480 ve DLD-1 hiicrelerinde koloni olusumunu ve hiicre invazyonunu

onleyerek ve zamana bagli olarak hiicre sagkalimini engelledigi ortaya ¢ikmaktadir.

Bu aragtirmada EBR’ nin mitokondriden tiirevlenen apoptotik yolak {izerine etkisinin
arastirilmasi i¢in, EBR uygulanan ve uygulanmayan hiicreler Pl ve DAPI gibi
floresan boyalar ile muamele edilmis ve floresan mikroskobunda incelenmistir.
Yapilan caligmalarda canli hiicrelerin membraninin PI’ a gegirgen olmadig1 fakat
canliligii kaybetmis hiicrelerin membran gecirgenligi arttig1 i¢in 6lii hiicreler PI ile
boyanirken canli hiicreler bu boyayi hiicre igine almadigi saptanmistir. Bu nedenle de
PI’ nin apoptotik hiicre dliimiiniin dogrulanmasi i¢in kullanilan niiklear bir boya
oldugu bilinmektedir [78]. Sekil 4. 7”7 de EBR’ nin tetikledigi hiicre 6liimiiniin 48
saatte, DLD-1 hiicrelerinde SW480 hiicrelerine oranla daha fazla oldugu
goriilmektedir. Elde edilen Pl boyama ile elde edilen floresan goriintiilerine gore
EBR’ nin her iki hiicre hattinda da hiicre 6liimiinii uyardigi saptanmistir. DAPI, ¢ift
zincirli DNA’ ya baglanarak mavi renk floresan 1gimaya sebep olan ve apoptoz
sonucunda olugsan DNA kiriklarinin gozlemlenmesi i¢in kullanilan bir floresan
boyadir. Sekil 4. 8 de EBR’ nin apoptoz sonucunda olusan DNA kiriklarmin iizerine
etkisi arastirildiginda 48 saatte DLD-1 hiicrelerinde SW480 hiicrelerine oranla daha
fazla miktarda DNA kirig1 olusmasina sebep oldugu tespit edilmistir. Nakamura ve
arkadaglarmm (2009) yaptig1 bir ¢alismada genistein ve I3C (indol-3-karbinol)
kombinasyonu uygulamasinin ardindan DAPI ile boyandiktan sonra floresans
mikroskobu goriintiileri incelendiginde genistein ve I3C kombinasyonunun HT-29
kolon kanseri hiicrelerinde apoptoza giden bir hiicrenin karakteristik 6zelligi olan
niikleer fragmentasyon ve kromatin kondensasyonuna neden oldugu bulunmustur
[79]. Elde edilen DAPI floresan boyama goriintiilerine bakildiginda EBR’ nin
genisteine benzer sekilde SW480 ve DLD-1 hiicrelerinde apoptoz belirteci olarak
kabul edilen DNA kiriklarmin olusmasina neden olarak hiicrelerde apoptozu uyardigi

sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

EBR’ nin hiicre canliliginda azalmaya neden oldugu belirlendikten sonra, bu
aragtirmanin  ikinci asamasinda hiicre canliligindaki azalma ve apoptotik

mekanizmanin aktivasyonu arasindaki iligki arastirilmistir. Sekil 4. 9° da EBR’ nin
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tetikledigi mitokondri membran potansiyelindeki bozulma, canli hiicrelerin
mitokondri membranina baglanan DIOC6 floresan boyama ile floresan
mikroskobunda aragtirilmigtir. 48 saat sonucunda EBR’ nin SW480 hiicrelerinde
DLD-1 hiicrelerine oranla hiicre canliliginda daha fazla miktarda azalmaya sebep
oldugu tespit edilmistir. Obakan ve arkadaslarinin (2014) yaptigi bir arastirmada
EBR’nin PC3 prostat kanseri hiicrelerinde hiicre canliliginda azalmaya yol actigi
bulunmustur [80]. B’ de EBR uygulamasi sonucunda mitokondri membran
potansiyelinin SW480 hiicrelerinde DLD-1 hiicrelerine oranla daha fazla oldugu
saptanmustir. Bhardwaj ve arkadaslarmm (2012) yaptigi bir arastirmada dogal BR’
ler olan EBR’ nin Kkiiltiire edilmis hibridoma fare hiicreleri iizerindeki etkileri
incelenmis ve EBR’ nin mitokondriyal membran potansiyelini arttirdigi bulunmustur
[63]. MMP testi ve© DIOCs floresan boyama goriintiisii verilerine bakildiginda
SW480 ve DLD-1 hiicrelerinde EBR’ nin 48 saat sonunda mitokondri membran
potansiyelinin artmasina sebep olarak hiicre canliliginda azalmaya sebep oldugu

sonucuna vartlabilir.

Mitokondri membran potansiyelinin kaybi, mitokondri ¢ift zar1 arasinda bulunan
sitokrom C’ nin sitoplazmaya salinimmi saglamaktadir. Sitoplazmaya salinan
sitokrom C apoptozun mitokondriyal yolagini aktif hale getirmektedir ve apoptotik
yolagin aktiflesmesi ile kaspaz aktivasyonu tetiklenmektedir [81]. Sekil 4. 10° de
EBR’ nin SW480 hiicrelerinde kaspaz bagimli ve mitokondri bagimli intrinsik yolagi
uyararak apoptozu tetikledigi belirlenmistir. EBR uygulamasinin SW480 ve DLD-1
hiicrelerinde apoptoz belirteci olan PARP’ 1 ifadesinde azalmaya neden oldugu,
Ozellikle DLD-1 hiicrelerinde 24 ve 48 saatlerde ifadesinin yok oldugu
gbézlemlenmistir. Baslatict kaspaz 9’ un ifadesinin SW480 hiicrelerinde 24 saate
kadar arttig1 goriilirken, DLD-1 hiicrelerinde ise 12 saate kadar arttigi daha sonra
azaldig1 saptanmustir. Ekstrinsik yolak i¢in baglatici 6zellige sahip olan kaspaz 8
ifadesinin, SW480 hiicrelerinde 12 saate kadar belirgin bir sekilde azaldigi ve 12
saatten sonra kaspaz 8 anlatiminin ¢ok az oranda arttig1 gozlemlenmistir. DLD-1
hiicrelerinde ise kaspaz 8 ifadesinin zamana bagli olarak azaldig: ve 48 saat sonunda
kaspaz 8 ifadesinin yok oldugu saptanmistir. EBR uygulamasi ile kaspaz 3 ifadesinin
SW480 hiicrelerinde zamana bagl olarak azaldigi, DLD-1 hiicrelerinde ise 24 saate

kadar kaspaz 3 ifadesinin arttif1 ve 48 saat sonunda kaspaz 3 ifadesinin azaldig1
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gozlemlenmistir. EBR’ nin apoptozu uyarmasinda diger efektor kaspazlarin da etkili
olabilecegi diisiiniilerek bir diger efektér kaspaz olan kaspaz 7’ nin ifadesi
incelendiginde, SW480 hiicrelerinde 48 saate kadar bir degisiklik belirlenmemekle
birlikte 48 saat sonunda kaspaz 7 ifadesinin kayboldugu belirlenmistir. DLD-1
hiicrelerinde ise kaspaz- 7 ifadesinin EBR uygulamasi sonucunda zamana bagl
olarak azaldigi saptanmistir. EBR’ nin SW480 hiicrelerinde apoptozu uyarmasimna
benzer sekilde, Steigerova ve arkadaslarinin (2010) yaptigi bir ¢alismada MDA-MB-
468 meme kanseri hiicre hatlarinda EBR’ nin kaspaz 3 aktivitesini uyardigi
gosterilmistir [18]. Nakamura ve arkadaslarinin (2009) yaptigi bir arastirmada,
genistein uygulanan HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde, PARP kirilmasin1 uyararak
kaspaz 3, kaspaz 8, kaspaz 9 gibi kaspazlar1 aktive ettigi immunbotlama yontemi ile
gosterilerek, HT-29 hiicrelerinde kaspaz-bagimli apoptozu uyararak hiicre oliimiine
sebep oldugu gosterilmistir [79]. Bu arastirmada elde edilen veriler literatiir ile
karsilastirildiginda, EBR’ ye kars1 verilen cevabin farkli olmasi SW480 hiicrelerinde
kaspaz 3 aktivasyonu gergeklesirken, DLD-1 hiicrelerinde kaspaz 7 aktivasyonun

gerceklesmesinden kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.

Apoptozun diizenlenmesinde Bcl-2 ailesi iiyeleri onemli bir role sahiptir ve bu
diizenlenmede pro- ve anti- apoptotik Bcl-2 ailesi tiyeleri arasindaki denge 6nemli bir
role sahiptir. EBR’ nin apoptotik yolaktaki etkilerinin tam olarak ortaya ¢ikarilmasi
icin pro- ve anti- apoptotik protein ifadelerindeki degisimler arastirilmistir. Sekil 4.
11’ de EBR uygulamasi sonucunda Bax, Puma, Bid ve Bim proteinlerinin , SW480
hiicrelerinde ifadelerinin arttigi, DLD-1 hiicrelerinde ise SW480 hiicrelerinin aksine
bu proteinlerin ifadesinin azaldigi bulunmustur. Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyesi
olan Mcl-1 proteininin ifadesinin her iki hiicre hattinda da EBR uygulamasi
sonucunda zamana bagli olarak azaldigi ve 48 saat sonucunda Mcl-1 ifadesinin
SW480 hiicrelerinde neredeyse tamamen kesilirken DLD-1 hiicrelerinde ise
tamamen kayboldugu gézlemlenmistir. Obakan ve arkadaglarinin (2014) yaptigi bir
caligmada 24 saatlik EBR uygulamasindan sonra PC3 prostat kanseri hiicrelerinde
Puma, Bak, Bim ve Bax gibi Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik iiyelerinin ifadesinin
arttig1, anti-apoptotik iiyelerinden olan Mcl-1" m ifadesinin ise azaldig1 gosterilmigtir
[80]. Steigerova ve arkadaslarinin (2010) yaptig1 bir diger arastrmada EBR’ nin

MCEF-7 hiicre hatlarinda anti-apoptotik Bcl-2 ve Bcl-xL proteinlerinin ekspresyonunu
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uyardigr saptanmistir [18]. Yu ve arkadaslarmin (2004) [74] yaptigi bir baska
arastrmada da HT-29 kolon kanseri hiicre hatlarminda elde edilen immunblotlama
verilerine gore genisteinin 60 uM ve 120 uM artan doza baglh olarak Bax proteinin
ifadesinin artmasma sebep oldugu bulunmustur. Elde edilen veriler literatiir ile
karsilastirildiginda SW480 hiicrelerinde EBR’ nin Bax, Puma ve Bim gibi Bcl-2
ailesinin pro-apoptotik tiyelerinin ifadesini arttirarak ve Bcl-2 ailesinin Mcl-1 gibi
anti-apoptotik iiyesinin ifadesini azaltarak Bcl-2 ailesi iiyelerinin ifadesini
diizenledigi sonucuna varilabilir. Immunblotlama verilerine goére SW480
hiicrelerindeki Bcl-2 ailesi iiyelerinin ifadelerindeki degisikliklere zit olarak, DLD-1
hiicrelerinde Puma, Bax, Bim ve Bid gibi pro-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerinin
ifadesinin azaldig1 diistiniilmektedir. SW480 ve DLD-1 hiicrelerinde EBR’ ye kars1
farkli sekilde cevap verilmesinin sebebinin, Puma, Bax, Bim ve Bid gibi pro-
apoptotik Bcl-2 ailesi tiyelerinin ifadelerindeki farkliliktan dolay1 kaynaklanabilecegi

kanisina varilmustir.

Arastirmanin bir sonraki asamasinda EBR’ nin hiicre sagkalim yolaklarinda gérev
alan proteinlerle iliskisi incelenmistir. MAPK sinyal yolagi ERK ailesi, JNK ailesi ve
p38-MAPK ailesinden olusmaktadir ve memeli hiicrelerinde sinyal iletim kaskat1
olugturarak gen ekspresyonu, hiicre ¢ogalmasi, farklilasma ve apoptozun
diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir [12]. Bu ¢alismada EBR’ nin MAPK sinyal
yolagi ile ilgili proteinlerin ifadesi tizerindeki etkileri incelendiginde; Src-1 proteinin
ifadesinin, SW480 hiicrelerinde kontrole oranla zamana bagh olarak arttigi, DLD-1
hiicrelerinde ise 24 saate kadar arttig1 ve 24 saatten sonra azaldigi gozlemlenmistir.
EBR uygulamas1 sonucunda Ras proteinin fosforile ederek aktif hale getirdigi
transkripsiyon faktorii olan c-Raf protein ifadesinin, SW480 hiicre hattinda arttigi,
DLD-1 hiicrelerinde ise c-Raf protein ifadesinde 24 saate kadar artma
gozlemlenirken, 48 saatte azaldigi saptanmistir. ERK1/2 proteinlerinin ifadesinde
EBR uygulamasindan sonra SW480 ve DLD-1 hiicrelerinde zamana bagli olarak
kontrole oranla azaldigi gézlemlenmistir. EBR uygulamasi sonucunda SAPK/JINK
proteininin ifadesinin, SW480 ve DLD-1 hiicrelerinde 12 saatten itibaren kontrole
oranla arttig1 belirlenmistir. EBR uygulamasi ile SAPK/JNK proteininin SW480
hiicrelerinde defosforile oldugu, DLD-1 hiicrelerinde ise 12 saatten itibaren fosforile

oldugu saptanmustir. p38 proteininin ifadesine bakildiginda, SW480 hiicrelerinde 12
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saatte kontrole oranla artma goriiliirken, 24 saatte azalma ve 48 saatte tekrar artis
oldugu, DLD-1 hiicrelerinde ise 12 saatten sonra zamana bagli olarak azaldigi
belirlenmistir. SW480 hiicrelerinde 12 saatten sonra zamana bagl olarak MAPK
ailesinin etkilesimde oldugu bir diger transkripsiyon faktorii olan c-Jun proteinin
ifadesinde artma goriiliirken, DLD-1 hiicrelerinde ise 12 saatte kontrole oranla artis,
24 ve 48 saatte anlamli bir degisiklik gozlemlenmemistir (Sekil 4. 12). Banerjee ve
arkadaglarmm (2008) genistein ile yaptiklar1 bir arastirmada, EBR’ nin SWA480
hiicrelerinde MAPK yolagini inaktive ederek hiicre liimiiniin uyarilmasma benzer
olarak, genisteinin PC3 prostat kanseri hiicrelerinde ERK1/2 aktivasyonunu uyararak
hiicre 6liimiinii uyarabilecegi, p38 MAPK’ m defosforilasyonunu saglayarak MAPK
yolaginm inaktivasyonunu sagladigi gosterilmistir [82]. Kim ve arkadaslar1 (2009)
genisteinin MAPK ve AKT iizerindeki etkisini arastirdiklarinda, 24 saatlik genistein
uygulamasinin ardindan HelLa serviks kanseri hiicrelerinde AKT’ mn defosforile
oldugu ve ERK1/2 protein ifadesinin azaldigi, p38 MAPK fosforile oldugu ve JNK
protein ifadesinin arttig1 bulunmustur [83]. Bu arastirmada elde edilen verilerle EBR’
nin SW480 hiicrelerinde Src-1 aktivasyonunu saglayarak MAPK sinyal yolagini
aktive ettigi sonucuna varilabilir. MAPK sinyal yolaginda etkin Ras proteinin
aktivasyonu ile Raf proteinin aktif hale geldigi, fakat ERK1/2 inaktivasyonunu
saglayarak hiicre ¢ogalmasmi engelledigi ve apoptotik hiicre Olimiinii uyardigi
ortaya ¢ikmaktadir. Buna ilave olarak fosforlanarak aktif hale gelen JNK, apoptozda
merkezi role sahip olan c-Jun proteinin 48 saatte aktivasyonunu sagladigi
saptanmigtir ve stres durumunda aktive olarak hiicre Oliimiinii uyaran p38
aktivasyonunun gergeklestigi belirlenmistir. Elde edilen verilere gére EBR’ nin
SW480 hiicrelerinde MAPK sinyal yolagini hiicre sagkalim ile ilgili proteinlerinin
calismasini engelleyerek hiicre 6liimii apoptozu uyardigi sonucuna varilabilir. DLD-1
hiicrelerinde ise EBR’ nin Src-1 aktivasyonu ile MAPK sinyal yolagini aktive ettigi
belirlenmistir. Ras proteinin aktivasyonu ile Raf proteini aktif hale gelmesine
ragmen, ERKI1/2 inaktivasyonunu saglayarak hiicre c¢ogalmasimi engelleyerek
apoptotik hiicre oliimiinii uyardig1 saptanmistir. SW480 hiicrelerindekine zit olarak
pro-apoptotik siiregte dnemli olan SAPK/JNK ifadesinin azaldigi belirlenmistir. EBR
uygulamasi sonucunda SAPK/JNK ifadesindeki azalmaya bagli olarak  c-Jun
proteinin ifadesinin zamanla azaldig1 belirlenmistir. Hiicrenin stres kosullarinda
aktive olarak hiicre Oliimiinii uyaran p38 MAPK’ nin ifadesinin azaldigi

belirlenmistir. Sonug¢ olarak DLD-1 hiicrelerinden elde edilen veriler incelendiginde
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EBR’ nin DLD-1 hiicrelerinde ERK1/2 inaktivasyonu ile hiicre cogalmasini azalttig1
ve MAPK sinyal yolaginin apoptozu indiiklemede etkili olmadig1 ortaya ¢ikmaktadir.

AKT sinyal yolagi, hiicre sagkalimi ile apoptoz arasindaki dengenin diizenlenmesi
acisindan Onemlidir. AKT aktivitesinin azalmast ile, hiicre ¢ogalmasinin
engellenmesi ve apoptozun uyarilmasi son zamanlarda kullanilan stratejilerdendir.
Cantley ve arkadaslarinin (2002) yaptig1 bir ¢alismada PI3K/AKT sinyal yolaginin
kolon kanser olusumunun diizenlenmesinde onemli bir roli oldugu gdsterilmistir
[57]. PTEN hiicre biiylimesi ve farklilasmada 6nemli bir rol oynamaktadir. Sansal ve
arkadaglarmm (2004) yaptigi bir arastrmada PTEN proteininin  kaybmnin, ¢ogu
kanser tiirlerinde PI3K yolagmin asir1 ifade olmasina sebep oldugu bulunmustur [84].
PTEN proteini, PI3K/AKT sinyal yolaginin negatif regiilatorii olarak bilinmektedir
ve serin, treonin ve tirozin rezidiilerini defosforile etme 6zelliginden dolay: hiicre sag
kalimi ve apoptozun inhibisyonu i¢in 6nemli bir proteindir [66]. Aym1 zamanda
PTEN, Akt kinazi, fosfatidilinositol defosforilasyonuyla indirekt olarak inaktive
etmektedir [66]. Bu arastirmada EBR’ nin hiicre sagkalim yolaklarindan PI3K/AKT
ile iliskili olan proteinlerin ifadelerindeki etkileri de incelenmistir. PI3K/AKT sinyal
yolagmmim negatif diizenleyicisi olan PTEN proteinin fosforile hali olan p-PTEN
proteininin fosforile olarak EBR’ nin zamana bagli uygulamasi ile SW480 ve DLD-1
hiicre hatlarinda aktif hale geldigi gézlemlenmistir. EBR uygulamasi sonucunda
SW480 hiicre hattinda PI3K ve AKT proteinin ifadesinde 6zellikle 48 saatte azaldigi
belirlenmistir; fakat DLD-1 hiicrelerinde PTEN proteininin fosforile olmasma ve
AKT proteinin ifadesinin azalmasma ragmen, PI3K proteinin ifadesinin arttigi
gozlemlenmistir. SW480 hiicre hattinda AKT proteinin 24 ve 48 saatte fosforile
oldugu goriilirtken; DLD-1 hiicrelerinde 12 ve 24 saatte fosforile oldugu
belirlenmistir. SW480 ve DLD-1 hiicrelerinde AKT proteinin fosforile olarak aktif
hale gelmesinden dolay1 hiicre sagkalim sinyallerini onleyemedigi ve boylelikle
apoptoz sinyallerini uyaramadigi saptanmustir (Sekil 4. 13). Banerjee ve
arkadaglarmm (2008) genistein ile yaptiklar1 arastirmada, PC3 prostat kanseri
hiicrelerinde de AKT aktivasyonunu onleyerek hiicre sagkalim sinyallerinin
engellenmesine ve boylelikle apoptoz sinyallerinin uyarilmasma yol actigi
gosterilmistir [82]. Tanaka ve arkadaslarinin (2003) yaptigi bir diger aragtirmada
genistein uygulanmis prostat kanseri hiicrelerinde p38 aktivasyonu ve AKT

inaktivasyonu ile apoptozu uyardigi gosterilmistir [85]. Bu verilerle uyumlu olarak
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elde edilen bulgular incelendiginde EBR’ nin SW480 hiicrelerinde p-PTEN ifadesini
arttirarak PTEN proteininin aktivitesini kaybettigi sonucuna varilabilir. PI3K/AKT
sinyal yolagmin negatif regiilatorii olarak bilinen PTEN ifadesinin artmasi, AKT
proteinin fosforile olarak aktif hale gelmesinden dolay:r hiicre proliferasyonunu
baskilayamadig1r ortaya c¢ikmaktadir. EBR’ nin DLD-1 hiicrelerinde p-PTEN
ifadesini arttirarak PTEN proteininin aktif hale getirmesine ragmen, PI3K ifadesini
arttirdig1 ve AKT ifadesinde anlamli bir degisiklige neden olmadigi, AKT proteinin
fosforile olarak aktif hale geldigi saptanmistir. Bu nedenle SW480 ve DLD-1
hiicrelerinde PI3K/AKT sinyal yolagmmn aktif oldugu icin EBR’ nin hiicre

sagkalimini engelleyemedigi sonucuna varilabilir.

Bu arastirmanin ilk agsamasinda EBR’ nin SW480 ve DLD-1 hiicre hatlarinda hiicre
canlilig1 ve hiicre proliferasyonu iizerindeki etkileri incelenmeye ¢alisilmistir. EBR’
nin her iki hiicre hattinda da hiicre ¢ogalmasimi engelledigi belirlendikten sonra,
ikinci asamada EBR’ nin SW480 ve DLD-1 hiicre hatlarinda hiicre 6liimii apoptoz
ile olan iliskisi agikliga kavusturulmaya c¢alisilmistir. Hiicrelerde farkli kaspazlar
aracili@iyla apoptozun gerceklesebiliyor olabilecegi bulunduktan sonra, bu
calismanin iiglincii asamasini olusturan EBR’ nin tetikledigi apoptozun MAPK ve
PI3K/AKT hiicre sagkalim yolaklar1 ile iliskisi anlasilmaya ¢alisilmistir. EBR’ nin
hiicre canlilig1 lizerindeki etkisini belirlemek i¢in yapilan MTT testine gére EBR’ nin
SWA480 ve DLD-1 hiicrelerinde doza ve zamana bagli olarak hiicre canliligini
azalttig1 goriilmiistiir. Mitokondri membran potansiyelini belirlemek igin kullanilan
DIOCs boyasinin floresan mikroskobu goriintiilerine ve flouremetre sonuglarina
bakildiginda EBR’ nin 48 saatte SW480 ve DLD-1 hiicre hatlarinda hiicre canliligini
azalttig1 belirlenmistir. EBR’ nin SW480 ve DLD-1 hiicrelerinde koloni olusum ve
hiicre ¢cogalmasi tlizerindeki etkilerini belirlemek amac ile yapilan soft agar koloni
olusum testi ve koloni olusum testi gibi testlerin verilerine gére EBR’ nin SW480 ve
DLD-1 hiicrelerinde koloni olusumunu engelleyerek hiicre ¢cogalmasmi baskiladigi
belirlenmistir. EBR’ nin her iki hiicre hattinda hiicre ¢ogalmasi ve hiicre canlilig1
iizerinde ayn1 etkiye sahip olmamasindan dolay1, DLD-1 hiicre hattinin SW480 hiicre
hattina oranla EBR’ ye kars1 daha direngli oldugu gézlemlenmektedir. Pl floresan
boyama goriintiileri incelendiginde her iki hiicre hattinda da EBR’ nin hiicre

Oliimiinii etkiledigi saptanmugtir. Hiicre 6liim ¢esitlerinden apoptozun belirteci olarak
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bilinen DAPI floresan boyama goriintiileri incelendiginde EBR’ nin her iki hiicre
hattinda da DNA kiriklarimin goriilmesi, bu iki hiicre hattindaki EBR’ nin tetikledigi
hiicre Sliimiiniin apoptoz olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle EBR’ nin
apoptoz tizerindeki etkileri incelendiginde EBR’ nin SW480 hiicrelerinde kaspaz 3
aktivasyonu gergeklestirirken DLD-1 hiicrelerinde kaspaz 7 aktivasyonunun
meydana gelmesi gibi farkli kaspazlari aktive ederek hiicre Olimiinii tetikledigi
sonucuna varilabilir. DLD-1 hiicrelerinin EBR’ ye kars1 direng gdstermesi Puma,
Bax, Bim gibi Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik ifadelerinin azalmasidan dolay1 hiicre
Oliimiinii uyaramadig: i¢in daha fazla oranda hiicre canliligim siirdiirebileceginden
kaynaklanmasi olasidir. EBR’ nin tetikledigi hiicre 6liimii apoptozun MAPK hiicre
sagkalim yolag: ile iliskisi incelendiginde, her iki hiicre hattinda Src-1 aktivasyonu
ile MAPK sinyal yolaginin aktive edildigi, fakat farkli MAPK ailesi liyelerini aktive
ettigi icin hiicrelerin EBR’ ye kars1 farkli sekilde cevap verdigi belirlenmistir. Her iki
hiicre hattinda hiicre ¢ogalmasi i¢in 6nemli olan ERK1/2 proteinini inaktive ederek
hiicre ¢cogalmasini baskilayabilecegi diisiiniilmiistiir. Buna karsin EBR uygulamasi
sonunda SW480 hiicrelerinde pro-apoptotik  siiregte  6nemli SAPK/INK
aktivasyonunu sagladigi ve buna bagli olarak apoptozda merkezi role sahip
olabilecegi diisiiniilen c-Jun proteinini uyardigi belirlenmistir. p38 aktivasyonunu
saglayarak apoptozu uyarabilecegi sonucuna varilmistir. DLD-1 hiicrelerinde ise
EBR uygulamasi sonucunda SAPK/JNK protein ifadesinin azaldigi ve buna bagl
olarak c-Jun proteinin ifadesinin azaldigi belirlenmistir. Ayni1 zamanda EBR
uygulamasi sonucunda DLD-1 hiicrelerinde p38 ifadesinin azaldigi belirlenmistir.
DLD-1 hiicrelerinde EBR hiicre ¢ogalmasini engelleyebilirken, SAPK/JNK ve p38
proteinlerinin inaktif olmasimndan dolay1 apoptozu uyaramadigi sonucuna varilabilir.
EBR’ nin tetikledigi apoptozun kolon kanser olusumunda o6nemli rolii olan
PI3K/AKT sinyal yolagi ile olan iligkisi incelendiginde, SW480 ve DLD-1
hiicrelerinde PTEN proteinin fosforile olarak aktif hale geldigi belirlenmistir.
PI3K/AKT sinyal yolaginda gorevli AKT proteinin fosforile olarak aktif hale

gelmesinden dolayi hiicre proliferasyonunu baskilayamadigi sonucuna varilabilir.

Ozetle EBR’ nin SW480 ve DLD-1 hiicre hatlarinda farkli yolaklar1 etkileyerek
hiicre Olimiinii tetikledigi sonucuna varilabilir. Bu projede EBR’ nin SW480

hiicrelerinde MAPK {iyelerinden biri olan ERK1/2 inhibe ederek hiicre ¢cogalmasina
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ket vurdugu saptanmustir. Kaspaz 9 aktivasyonunu saglayarak kaspaz-bagimli
apoptozu uyarabilecegi ve MAPK iiyelerinden JNK ve p38 aktivasyonunu tesvik
ederek hiicre 6liimiinii tetikleyebilecegi sonucuna varilabilir. DLD-1 hiicrelerinde ise
MAPK iiyelerinden ERKI1/2 inhibisyonunu saglayarak hiicre proliferasyonunu
durdurabilecegi ortaya konmustur. MAPK {iyelerinden JNK ve p38 proteinlerinin
ifadelerinin azaldigi i¢in hiicre Slimiinii uyaramayacagi sonucuna varilmistir.
SW480 ve DLD-1 hiicre hatlarinda PI3K/AKT hiicre sagkalim yolaginin aktif
olmasindan dolay1 hiicre biiyiimesinin engellenmesinde PI3K/AKT sinyal yolaginin
etkisi olmadig1 belirlenmistir. DLD-1 hiicrelerinin EBR’ ye kars1 SW480 hiicrelerine
gore daha direncgli olmasi hiicrelerin ilaca kars1 farkli duyarlilik géstermesinden ve
MAPK hiicre sagkalim yolaklarmin aktivasyonlarindaki farkliliktan kaynaklaniyor

olabilecegi sonucuna varilabilir.
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Sekil 5. 2. EBR’ nin DLD-1 hiicrelerinde potansiyel etki mekanizmasi.
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Bu calismanin devaminda EBR’ ye kars1 verilen cevabin SW480 ve DLD-1 hiicre
hatlarindaki farkliligin nedenleri arastirilabilir. Steigerova ve arkadaslarinin (2010)
yaptig1 bir ¢alismada Ostrojen reseptor pozitift MCF-7 ve Ostrojen reseptor negatif
MDA-MB-468 meme kanseri hiicre hatlarinda 6strojen reseptorlerinin EBR’ ye karsi
farkli cevap olusturmada etkisi oldugu gosterilmistir [18]. BR’ lerin steroid kokenli
oldugu ve insan steroidleri ile benzerlik gosterdigi bilinmektedir. Malikova ve
arkadaslarinin (2008) yaptiklar1 bir arastrmada Ostrojenin kolon kanserine karsi
koruyucu etkisi oldugu ve oOstrojen reseptér B (ER-B)’ nin kolorektal epitelde
eksprese edilen 6ncii dominant dstrojen reseptor olmasi ve bunun koruyucu etkisiyle
iliskili oldugu gosterilmistir [19]. Bu bilgilere dayanarak insan steroid
reseptorlerinden olan ER’ nin SW480 (ER-B pozitif)y ve DLD-1 (ER-B negatif)
hiicrelerinde EBR’ ye karsi verilen cevaptaki farklilikta etkisinin olabilecegi
diistiniilmektedir. Gelecekteki ¢alismalarda EBR’ nin ER reseptorlerine baglanma
afinitesinin incelenmesi mekanizmay1 aydmlatict olacaktir. Bu iki hiicre hattindaki

EBR’ ye kars1 verilen cevabin farkliliginda ER reseptorlerinin etkisi incelenerek
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EBR’ nin molekiiler etki mekanizmasi agiklanmaya c¢alisilabilir. Obakan ve
arkadaglarinm (2014) yaptig1 bir ¢alismada AR (+) LNCaP ve AR (-) DU145 prostat
kanseri hiicre hatlarinda EBR’ nin mitokondri aracili apoptozu uyardigi ve EBR’ nin
bu iki hiicre hattindaki apoptotik etkisinin AR ifade durumlar1 ile iligkili olmadan
farklilik gosterdigi bulunmustur [86]. Androjende oldugu gibi 6strojende de EBR’
nin steroid hormon ifade durumlarina bagimsiz olarak etki gosterebileceginden
dolayr SW480 ve DLD-1 hiicrelerinde EBR’ nin hiicre oliimiinii tetiklemede etki
mekanizmasinin anlasilabilmesi i¢in, terapotik stratejilerde kullanilan ve kanser
olusum stiresinde etkisi bilinen diger sinyal yolaklar: ile iligkisinin arastirilmasmin
aciklayici olacag: diisiiniilmektedir. Boylelikle potansiyel ila¢ olan EBR’ nin hiicre

Olimii tizerindeki molekiiler mekanizmasi agikliga kavusmus olacaktir.
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EKLER

Tablo 1. Kullanilan cihazlarin listesi

ADI URUN KODU FIRMA ADI
Buzdolab1 (No frost) 4263TMB Argelik
Cooling-Heating CH-100 BIOSAN
Thermosta
Ceker Ocak KARACELIK
Derin Dondurucu 2041D Argelik
Distile Su Cihazi D56412 TKA-Pacific

Dondurucu (-80°C)

Ultra Low Temperature
Freezer, U725 innova

New Brunswick Scientific

Elektroforez Aletleri BioRad
Floresan Mikroskobu 1X71 Olympus
FLUOROMETRE- ELIPS Accent
LUMINOMETRE

Gii¢ Kaynagi PowerPac/Basic BioRad
Hassas Tarti LE6202S Sartorius
Isitic FN 300 Safety Thermostat
Inverted Mikroskop XDS-1B SOIF
Inkiibator ENO025 Niive

Kar makinasi AF 80 scatsman

Kuru 1s1 sterilizatori FN120 Niive

Laminar Flow 12469, 2000 HeraSafe
Manyetik Karistiric SB162 Stuart/ProLab
Mikrodalga firm MD595 ARCELIK
Mikroplaka Okuyucu Model 680 BIO RAD
Mikropipet(0,5 pl- 10 pl) EH52836 Thermo
Mikropipet (2ul-20ul) CJ17240 Thermo
Mikropipet (20u1-200ul) EH46925 Thermo
Mikropipet (200ul-1000ul) | T27274 Thermo
Otoklav (Kirli) OT 4060 niive

Otoklav (Temiz) 0OTO32 Niive

pH Metre N315 SEM/Mettler Toledo
Santrifiij 5417R Eppendorf
S1vi Azot Tanki1 ARPEGE 40 AIR LIQUIDE
Spektrofotometre Ultraspec 2100 pro Biosciences
Spin mini spin plus SNO0708 LabNet

SU BANYOSU ST402 niive

Transfer Sistem Trans-Blot®-TurboTM BIO RAD
UV-Transliminator GelDOC BioRad
Vorteks SA8 Stuart/ProLab
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| Yatay elektroforez sistemi | Gel XL ultra V-2 | BioRad
Tablo 2. Hiicre Kiiltiirti Donanimlar1
ADI URUN KODU FIRMA ADI
6 kuyucuklu petri 92006 TPP
96 kuyucuklu petri 92096 TPP
75 cm?’ hiicre biiyiitme 90076 TPP
kaplar1
25 cm?’ hiicre biiyiitme 90026 TPP
kaplar1
100 mm hiicre biiyiitme 93100 TPP
kaplar1
60 mm hiicre biiyiitme 93060 TPP
kaplar1
Steril pipetler (5ml) 94005 TPP
Steril pipetler (10ml) 94010 TPP
Swringa filtreleri (0.22 um) | 99722 TPP
Enjektor seti B25107 Set Inject
Tripsin-EDTA P10-0231 Pan Biotech
Penisilin/Streptomisin P06-07100 Pan Biotech
Fetal Bovine Serum 1092-P290310 Pan Biotech
McCoy’s Medium P04-05500 Pan Biotech
Alpha MEM Eagle P04-21060 Pan Biotech
Medium
SW480 hiicreleri CCL-228 ATCC
DLD-1 hiicreleri CCL-221 ATCC
Tablo 3. Kullanilan Kimyasallarin Listesi
ADI URUN KODU FIRMA ADI
1 kb Marker SM1163 Fermantas
2- Butanol 8U010083 Applichem
3-(4,5-dimethylthiazol-2- | M2003-1G Sigma
yl)-2,5-
diphenyltetrazolium
bromide (MTT
Tetrazolyum Tuzu)
6X Yiikleme Tamponu R0631 Fermantas
B-merkaptoetanol S4805940517 Merck
Agaroz A2114,1000 Applichem
Akrimalid/ Bis-Akrilamid | A3699 SIGMA-ALDRICH

%30 ¢ozelti

Amonyum Asetat 1,110115,1000 Merck
Amonyum Persiilfat A3678 SIGMA
Asetik Asit 10K37230062 Merck
Coomassie Blue Belirteci | 500-0006 BioRad
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Dimetilsiilfoksit (DMSO) | D-5879 SIGMA
Diocs Boya 2129966 Fluka
Epibrassinolid
Etanol A3452,1000 SIGMA-ALDRICH
Etanol (Saf) 32221 Rieel-de Haen
Ethidium Bromide 46067 Fluka
Etilendiamintetraasetik A3452,1000 SIGMA-ALDRICH
asit (EDTA)
Fenol Kloroform A2279,0250 Applichem
Fetal Bovine Serum (FBS) | 1092-P290310 Pan Biotech
Glisin 8B003408 Applichem
Hidrojen peroksit (H,0,) | K39218400 838 Merck
Izopropanol 24137 Rieel-de Haen
Laemmli tamponu S3401-1VL Sigma
Metanol 24229 SIGMA-ALDRICH
Page Ruller Prestained SM0671 Fermantas
Protein Ladder
Propidium lodide A2261,0025 Applichem
Protein Izolasyonu K0301 Fermantas
Tamponu
S1gir serum albumin 500-0007 BioRad
(BSA)
Sodyum dodesil siilfat A3452,1000 Applichem
(SDS)
Sodyum kloriir BCBH3643V SIGMA-ALDRICH
TEMED A1148,0100 Applichem
Tris Baz A2264,1000 Applichem
Tris-HCL A3452,1000 Applichem
Tween 20 S4927784 802 Merck
Yagsiz Siit Tozu Food Club Amerika
Tablo 4. %12 lik SDS-PAGE Jel Icerigi

Ayirma Jeli (Alt Jel) Yiikleme Jeli (Ust Jel)
Distile su 3,4 ml 3,025 ml
Tris-Hcl 2,5mi(1,5 M pH: 8.8) 1,125 ml (0,5 M pH: 6.8)
%10 SDS 0,1 ml 0,05 ml
Akrilamid/ Bis-Akrilamid | 4ml 0,67 ml
Amonyum Persiilfat 0,05 ml 0,025 ml
(APS)
TEMED 0,025 ml 0,005 ml
TOPLAM 10,005 ml 5,05 mi
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