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OZET

Kolon kanseri gastrointestinal sistemde meydana gelen, kanserden O&liimlerde akciger
kanserinden sonra gelen yaygin bir kanser tiiriidiir. Kotli beslenme, hareketsiz yasam tarzi ve
sigara kullanim1 gibi farkli ¢cevresel etkenlerle tetiklenebilir. Risk faktorii olarak bunlarin yan
sira genetik etmenler de rol oynamaktadir. Kolon kanserinin populasyondaki yiiksek
insidansina bagli olarak yeni tedavi stratejilerine ve molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmasina gerek duyulmaktadir. Kolon mukozasinin epitel hiicrelerindeki genetik
degisikliklere bagli olarak artan hiicre proliferasyonu pek ¢ok hiicresel aktiviteye baglidir,
bunlarin arasinda hiicrenin metabolik regiilasyonunda islevsel olan amin tiirevleri olan

poliaminlerin (PA) 6nemli rollere sahiptirler.

PA’lar (putresin, spermidin, spermin) DNA’nin stabilizasyonu ve hiicre boliinmesindeki
onemli rolleri ile bilinmektedirler. Daha 6nceki ¢aligmalara dayanarak, PA biyosentez enzimi
ornitin dekarboksilazin asir1 anlatiminin kanseri bir onkogen olan c-myc ile birlikte ¢aligsarak
tetikledigi gosterilmistir. PA biyosentezinin artmasima karsilik ayni zamanda kanser
hiicrelerinde katabolik yolakta meydana gelen sorunlarla PA’larin hiicre disina atilamadiklari
ve hiicrelerin siirekli olarak hiicre dongiisiinde kalarak kanser olusumunun tetiklendigi
belirlenmistir. Son yillarda antikanser strateji olarak hiicre i¢ci PA katabolizmasinin aktive
edilmesi tizerine galisilmaya baslanmis ve cesitli kemoterapotik ajanlarin bunu saglayabildigi
gosterilmistir. Hiicresel PA’larin iiretimine ket vurmak, PA katabolizmasinin aktive olmasz ile
miimkiindiir. PA katabolik enzimlerinden spermidin-spermin asetil transferaz (SSAT) hiicre
ici PA’lant asetilleyerek bir onceki formlarina doniisiimlerini saglar ya da hiicreden
atilabilmesi i¢in oksidasyon islemini gerceklestirecek olan PA oksidaz (PAO) enzimi igin
substrat haline doniistiirlir ve bu durumda hiicrede fazla PA birikimi 6nlenmis olur. Yapilan
caligmalar PA katabolizmasin1 aktive ederek hiicresel PA diizeylerinde azalma saglayan

kemoterapotiklerin ayn1 zamanda hiicrelerde apoptozu tesvik ettigini de gostermistir.

Antikanser tedavi stratejilerinde gozlemlenen en Onemli problemlerden biri timor
hiicrelerinde ilaglara kars1 gelistirilen diren¢ mekanizmasidir ve bununla ilgili olarak bir¢cok
etken bulunmaktadir. Ilaglara karsi diren¢ mekanizmalarmin gelismesinde pek cok etken
bulunmaktadir. Hiicre sagkalim sinyalinin ilaclarla kesilememesi veya sinyal yolaklarindaki

proteinlerin asir1 anlatimlar1 direng mekanizmasina 6rnek verilebilir. Hiicre sagkaliminda
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gorevli protein ailelerinden biri olan MAPK ailesi iiyeleri, AP-1, c-Myc gibi transkripsiyon
faktorleri araciligl ile hiicre boliinmesini tetiklemektedir. Bir diger hiicre sagkalim yolag1 ise
fosfotidilinositol-3 fosfat/ protein kinaz B (PI3K/AKT) tarafindan yonetilmektedir. Bu
yolakta farkli olarak normal sartlarda apoptotik hiicre 6liimiinii tetikleyen ForkHead/Winged
Helix Box Class O (FOXO) transkripsiyon faktorii ailesi inhibe edilmekte ve hiicre

boliinmesinde gorevli hedef genlerin transkripsiyonu gerceklesmektedir.

Epibrassinolid (EBR), bir bitki biiyiime maddesi olan brassinosteroidlerin (BR) bir iiyesi olup,
bitkilerde bliylimeyi tesvik etmektedir. EBR omurgalilarda bulunan ve biiyiimeyi tesvik eden
steroid hormonlara benzerlik gosteren dogal bir polihidroksi steroiddir. Bitkilerde biiylime
iizerine olan etkisi bir¢ok ¢alismada gosterilmekle beraber memeli hiicreleri tizerine etkisi son
yillarda ele alinmaya baslanmigtir. 2008 Malikova ve ark. tarafindan EBR’nin ¢esitli kanser
hiicre hatlarinda ¢ogalmay1 dnleyici etkisinin varligi ve hiicre dongiisiine etki ederek apoptoz

mekanizmasini baslattigi 6ne stirilmiistiir.

Bu aragtirma kapsaminda EBR’nin farkli genomik o6zelliklere sahip HCT 116 ve HT 29
hiicrelerinde mitokondri ve kaspazlara bagimli apoptozu tetikledigi, bu siirecte farkli Bcl-2
ailesi iiyeleri EBR’ye karsi cevap olusturdugu gosterilmistir. Ayrica EBR’nin tetikledigi
apoptozun PA katabolizmasi ile iligkili oldugu her iki kolon kanseri hiicre hattinda da
belirlenmistir. Ayrica, EBR’nin, tiimdor hiicrelerinde sagkalimi tetikleyen PI3K/AKT yolagimi
indirgeyerek, FOXO3a transkripsiyon faktorii aracili ve Bim aktivitesi ile apoptozun
tetiklendigi belirlenmistir. Ayni zamanda MAPK yolagmin da aktif oldugu ve PA
metabolizmasinda gorevli ornitin dekarboksilaz (ODC) enziminin transkripsiyon faktorii c-
Myc’in de indirgendigi gosterilmistir. Son olarak EBR ile tetiklenen apoptozun p53-bagimsiz

gerceklestigi belirlenmistir.
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SUMMARY

Colon cancer at the gastrointestinal track system is the second most commonly death cause of
cancer after the lung cancer. Malnutrition such as a high fat, alcohol or red meat intake,
obesity, smoking, lack of physical exercise are major risk factors of colorectal cancer .
Because of the high incidence of colon cancer in world population, it is necessary to develop
new therapeutic strategies and to reveal the molecular mechanisms. Cell proliferation is
increasing depending on the genetic modification in epithelial cells of colon mucosa and it is

related with cellular activities such as amine derivative polyamines.

Polyamines (putrescine, spermidine, spermine) have important roles at DNA stabilization and
cell division. Earlier studies have shown that over expression of the biosynthetic enzyme
ornithine decarboxylase trigger the carcinogenesis, in collaboration with oncogene c-Myc.
While polyamine biosynthesis is increasing in cancer cells, they cannot exclude from the cell
because of the problems occurring at polyamine catabolic pathway and they stay within the
cell and induce carcinogenesis. In recent years researchers trying to activate the intracellular
polyamine catabolic pathway as an anticancer strategy and they showed that some
chemotherapeutic agents can provide this. It is possible to inhibit the cellular polyamine
production by activating their catabolism. One of the polyamine catabolic pathway enzyme
spermidine-spermine acetyl transferase (SSAT) supply interconversion by acetylating
polyamines and provide acetylated substrates to an other catabolic enzyme, polyamine
oxidase (PAO), which is going to realize the oxidation procedure and exclude them from the
cell; therefore inhibit the polyamine accumulation. Recent studies revealed that
chemotherapeutics causing decrease in polyamine levels, by activating the polyamine

catabolism, could also trigger apoptosis.

One of the problems of the anticancer theprapy strategies is acquired drug resistance
mechanisms in tumor cells. There are several factors leading to resistance against drugs.

The disabilities of drug to inhibit cell survival signaling or overexpressions of survival factors
could be stated as examples of acquired resistance. MAPK protein family is one of the major
signalling pathways inducing cell survival and proliferation through transcription factors, like
AP-1 or c-Myc. The other main survival pathway is driven by PI3BK/AKT. This pathway
transmits the cell proliferation signal by inhibiting FOXO transcription factor family members
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which have role in the activation of apoptotic cell death. There are also additional

transcription factors initiating the target gene expressions which play role in cell division.

Epibrassinolide (EBR), a member of plant growth regulator family stimulate the plant
growth. EBRs are natural polyhydroxy steroids present in all vertebrates and they are similar
to steroid hormones that stimulate cell growth. Several studies revealed their growth effects in
plants, but their roles in mammalian cells are unclear yet. The EBRs inhibitory effects on
proliferation in different cancer cell lines established by Malikova et al. (2008). They also

revealed that EBR induce apoptosis by effecting cell cycle.

In this study, it has been determined that EBR trigerred mitochondria-meditated and caspase-
dependent apoptosis by modulating Bcl-2 family members in HCT 116 and HT 29 colon
cancer cells with different genetic characteristics. EBR-induced apoptosis was found related
with polyamine catabolism in each cell line. In addition, EBR treatment was able to inhibit
PI3K/AKT signalling pathway and induce FOXO3a-mediated and Bim-activated apoptosis. In
the same time, it has been also found that MAPK pathway was activated in response to EBR
and its downstream target, c-Myc, the transcription factor responsible for polyamine
metabolic enzyme transcription ornithine decarboxylase (ODC) was downregulated. Finally,
our data suggested that EBR-induced apoptosis was p53-independent.
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1. GIRIS

Kolon kanseri en sik goriilen kanser tiirlerinden birisi olup, lilkemizde metastatik kolon
kanseri vakalar1 yliksek mortalite oranlarina sahiptir. 2012 yili kanser vakalari istatistiklerine
gore, kolon kanseri kadin ve erkeklerde en sik goriilen kanser tiirlerinden tiglinciistidiir (1). Bu
nedenle tedaviye yonelik olarak, yeni terapotik hedeflerin ortaya konmasi ve etkilesimde

olduklar1 molekiiler yolaklarin aydinlatilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Hiicrelerin metabolik diizenlenmesinde islevsel rolleri olan amin tiirevleri PA’lar [putresin
(Put), spermidin (Spd), spermin (Spm)], bir¢cok kanser tiiriinde artan biyosentezleri ile kanser
tetikleyicisi olarak gosterilmislerdir (2). DNA’nin stabilizasyonu, hiicre devrinin kontroli ve
hiicre boliinmesi gibi énemli hiicre olaylarinda gorev alan PA’larin kanser belirteci olma
potansiyeli tasidiklar1 ortaya konulmustur (3). PA biyosentez enzimi olan ODC, bir proto-
onkogen olan c-myc ile birlikte ¢alisarak normal hiicrelerin transformasyonunda rol
oynamakta ve kanserli hiicrelerde PA biyosentezini artirmaktadir (4). Ayn1 zamanda kanser
hiicrelerinde biyosentez aktivitesinin artmasi ile birlikte katabolik enzimlerin aktivitesinde
azalma ve tiretilen PA’larin hiicre i¢inde yikilimi ya da hiicre disina atiliminin engellendigi
tespit edilmistir. Normal kosullar altinda PA biyosentezi ve katabolizmasi hiicre homoestasini
saglamaktadir. Fazla PA iretimi katabolik aktivite ile engellenerek dengede tutulmaktadir,
aksi durum hiicrelerin siirekli olarak hiicre devrinde kalmalarimi tetiklemektedir. PA
biyosentezine ket vuran maddeler, PA diizeylerinin azalmasina neden olduklar1 gibi aym
zamanda kanser hiicrelerinde apoptotik mekanizmayi da tetiklemektedir. Son yillarda PA’lar
hedef alan antikanser stratejileri arasinda katabolik yolakta gorev alan enzimlerin
aktivitelerinin artirilmasi yer almaktadir (5-9). PA katabolizmasi 3 farkli enzimle kontrol
edilmektedir. SSAT, PA’lan asetilleyerek, PA oksidaz (PAO), asetile PA’lar1 oksitleyerek,
spermin oksidaz (SMO) ise Spm’yi dogrudan oksitleyerek bir onceki formlara
doniistirmekte ya da hiicre disina atilimlarmi saglayarak etkili olmaktadir. Katabolik
yolaktaki enzimlerin aktivasyonlar:1 sirasinda hiicre i¢in yiiksek derecede toksisite meydana
getiren hidrojen peroksit ve aldehit tiirevleri gibi yan iirlinler agiga ¢ikmaktadir. Hidrojen

peroksitin reaktif oksijen tiirlerinin yiiksek PA katabolizma diizeyleri ile uyumluluk gosteren
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DNA-hasarli degisimlerde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (10,11). Hiicre i¢inde artan
katabolik aktiviteyle birlikte azalan PA miktarinin hiicrelerde bolinmeye ket vurdugu ve
aciga c¢ikan hidrojen peroksit gibi toksik ajanlarla apoptozun tesvik edildigi gosterilmistir
(12). Son yillarda PA katabolik enzimlerinden SMO’nun hidrojen peroksit tiretiminde 6énemli
rol oynadig1 One siiriilmistiir (13,14). PA katabolik enzimlerinin aktivasyonunu hedef alan
ajanlar arasinda klinikte kullanilan platin tiirevli ilaglarin ya da PA analoglarinin bulundugu
gozlemlenmistir (15). Kanserli dokular saglikli dokulara oranla daha fazla miktarda PA
icermekte ve bu nedenle PA biyosentezi inhibitorleri, tiimor biiylimesini ve metastazi
engelleme agisindan kayda deger bir potansiyele sahiptir. Bu nedenle, son yillarda ¢esitli
kanser tiplerinde PA metabolizmasinin terapdtik bir hedef olabilirligi arastirilmaya
baslanmistir. Ozellikle prostat kanserinin ilerlemesi ile ilgili iliskilendirilen PA’lar, insan

viicudunda en fazla prostat bezinde bulunmaktadir (16).

Gelistirilen kemoterapotik ajanlarda rastlanan en biiyiik sorun hiicrelerin ilaca cevapsizlik ya
da diren¢ mekanizmasi gelistirmeleridir. Bu baglamda artan 6lim oranlart da bulguyu
destekler niteliktedir. Hiicre icindeki molekiiler hedefleri iyi belirlenmis yeni ajanlara ihtiyag
duyulmaktadir. Ilk defa Malikova ve ark. (17) tarafindan anti-kanser olarak tanimlanan
Epibrassinolid (EBR) bu ajanlara bir ornektir. EBR, bitki biliylime diizenleyicileri olan
brassinosteroid ailesinin bir iiyesidir. Brassinosteroidlerin bitki metabolizmalarindaki rolleri
halen arastirilmaktadir. Baslica etkileri arasinda hormonal dengenin saglanmasi, niikleik asit
ve protein sentezinin aktive edilmesi, enzim aktivitesinin diizenlenmesi, biiyiimenin
indiiklenmesi, meyvelerin biiyiiklerinin ve sayisimin artirilmasi, stres ve hastalik gibi
istenmeyen c¢evresel faktorlere karsi bagisiklik olusturulmasi bulunmaktadir (18). Dogal
brassinosteroidlerin bitkilere disardan uygulanmasinin antioksidan etki yarattigi, sliperoksit
dismutaz, katalaz gibi antioksidan enzimleri artirdigi ortaya konulmustur (19). Bitkilerde
heterodimer bir reseptér olarak bulunan ve hiicre membraninda yerlesmis olmus
brassinosteroid reseptdrii, brassinosteroid baglanmasini ardisik serin/treonin domeinlerinden
fosforile olarak aktif hale ge¢gmektedir. Bu mekanizma ile ¢esitli transkripsiyon faktorleri
aktive olmakta, hiicre boliinmesi ve biiylimesi gibi brassinosteroid cevap genlerinin
anlatimlarmin tetiklenmesini saglamaktadir (20). Steroid Yyapidaki brassinosteroidler
hayvanlarda bulunan steroid tiirevli hormonlara yapisal olarak benzemektedir. insanlarda
steroid yapidaki hormonlar embriyonik gelisim ve sekonder esey karakterlerinin gelisiminden

sorumludur. Bitki ve hayvan steroidlerinin bu ortak noktasindan yola ¢ikarak EBR, ilk defa
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kanser hiicrelerine Malikova ve ark. (17) tarafindan arastirilmis ve ¢esitli kanser hiicre
hatlarinda hiicre canliliginda azalmaya neden oldugu o6zellikle hormonlara bagimli kanser
tiirlerinde etkin olmakla beraber hormonlardan bagimsiz gelisen kanser tiirlerinde de etkili
oldugu belirlenmistir (18,21). EBR nin steroid olma 6zelligi ve kanserli hiicrelerdeki steroid
hormon reseptdrlerinin kendilerine 6zgili ligandlar disinda baska steroidleri de baglayabilme
ozelliklerinden yola ¢ikarak hiicre dliimiinde sitoplazmada lokalize olan steroid reseptorlerin
etkisi olup olmadigi bilinmemektedir. Bu nedenle EBR’nin kanser hiicrelerindeki etkisinin

molekiiler mekanizmasi halen arastirilmaktadir.

Okaryotik hiicrelerde bdliinme sinyali hiicre membraninda ya da sitoplazmada yerlesmis pek
cok reseptdr ile algilanmaktadir. Normal sartlarda hiicre boliinmesi siki bir sekilde
denetlenirken, kanserli hiicrelerde hiicre boliinme sinyali siirekli olarak algilanmakta ya da
ligand bagimsiz olarak da sinyal iletimi gergeklesmektedir (22). Antikanser tedavi
stratejilerinde yasanan onemli problemlerden biri, kullanilan ilaglara karsi hiicre boliinme
sinyalinin devam etmesidir. Yani diger bir deyisle tiimdr hiicreleri bu ilaglara karsi sagkalim
sinyal yolaklarini aktif tutarak diren¢ meydana getirmektedirler. Timor hiicrelerinde siklikla
aktif olarak gozlemlenen sagkalim yolaklarindan bir tanesi MAPK ailesi proteinleri tarafindan
diizenlenmektedir (23). MAPK yolaginda gorev alan proteinler sinyali bir kaskad halinde bir
proteinden diger proteine fosforlanma yolu ile aktarip son olarak hiicre boliinmesinde gorevli
genlerin transkripsiyonundan sorumlu transkripsiyon faktorlerini aktive etmektedirler. Bu
faktorlere ornek olarak c-Jun ve c-Fos proteinlerinin dimerlesmesi ile meydana gelen AP-1,
ya da c-Myc 6rnek verilebilir (24). Sagkalim sinyalini nukleusa iletebilen bir diger sinyal
yolagi PI3K/AKT’dir. Bu sinyal yolagi, tiimor baskilayici protein olan fosfataz ve tensin
homolog (PTEN) adi verilen protein ile diizenlenmektedir (25-27). PTEN fosforlanmasi
PI3K/AKT yolagint indirgemektedir. Aktif PI3K/AKT yolaginda tasian biiylime sinyalinin
iletilmesinde FOXO transkripsiyon faktorii ailesinin fosforlanma yolu ile inhibe edilmesi
onem tasimaktadir. FOXO ailesi aktif durumda iken apoptozu indiikleyecek Bim, kaspaz 9
gibi proteinlerin transkripsiyonunu baglattigi icin PI3K/AKT ile inhibe edilmesi hiicre

sagkalimi i¢in 6nem tasimaktadir (28).

Bu bilgiler 1s18inda bu ¢alismanin esas amaci, steroid reseptorleri anlatimina (androgen
reseptorii ve estrojen reseptorii ) sahip HCT 116 (p53 wt) ve HT 29 (p53 mt) kolon kanseri

hiicrelerinde EBR’nin apoptotik potansiyelinin ve PA katabolik yolagindaki 6énemli enzimlere
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etkisinin ortaya konulmasi, ayni zamanda hiicre sagkalim mekanizmalarinin nasil
etkilendiginin ortaya koyulmasidir. Boylece yeni bir kemoterapdtik ajan adayr olan EBR nin
kolon kanseri hiicrelerinde hangi molekiiler mekanizmalar1 hedef aldigi ve tedavide
kullanilabilirligi ortaga cikarilmis olacaktir. EBR ile tetiklenen apoptotik siirecin yani sira
ayni zamanda PA biyosentez ve katabolizma enzimleri ile iliskisi ve sagkalim molekiillerine
etkisi bu arastirma ile literatiirde ilk kez ortaya konacaktir. EBR ile tetiklenen apoptotik
stirecte tiim bu molekiiler yolaklarla iliskinin daha 6nce bilinmemesi ve ilk kez bu tez ile
ortaya konulacak olmasi, EBR’nin molekiiler diizeyde etki mekanizmasinin aydinlatilmasina
katk1 saglayacaktir. Bu ¢alismanin, EBR’nin kolon kanseri hiicrelerinde hangi molekiiler
mekanizmalart hedef aldigi ve tedavide kullanilabilirligi hakkinda birgok 6n veriyi ortaya

koyacagi diistiniilmiistiir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KOLON KANSERI

2.1.1. Kolon Kanseri Epidemiyolojisi

Kolon kanseri goriilme sikligr diinyada erkeklerde akciger, kadinlarda meme kanserinden
sonra ikinci sirada yer almaktadir (29). Kolon kanseri, Batt Avrupa, Kuzey Amerika, Yeni
Zelanda ve Avustralya gibi gelismis iilkelerde yiiksek oranda goriiliirken, Hindistan, Giiney
Amerika ve Ortadogu iilkelerinde diisiik oranda gériilmektedir (30,31). Ulkemizde ise, 1999
yili Saglik Bakanligi verilerine gore tiim kanser tipleri arasinda erkeklerde doérdiincii
kadinlarda ise ikinci sirada yer almaktadir (1). Kolon kanserinin goriilme siklig1 ayni iilkede
diyet ve cevresel faktorlere bagl olarak, yore ve topluluklara gore farklilik gostermektedir.
Diistik risk tagiyan bolgelerden yiiksek riskli bolgelere go¢ edilmesi kolon kanseri goriillme

riskini artirmaktadir (32).

Kolon kanserlerinde ilerleyen yasla beraber, genel olarak 40 yasindan sonra, kansere
yakalanma riski artmaktadir. Yapilan arastirmalar sonucu kolon kanserlerinin %90’dan fazlasi
50 yas sonras1 gelismeye basladigindan kontrol programlarmin baglatma yasi bu orana gore

belirlenmistir (33).

2.1.2. Kolon Kanseri Etiyolojisi

Kolon kanseri gelisimini ¢evresel, diyet, yas, adenom ve karsinom Oykiisii, aile dykiisii gibi
pek ¢ok faktor etkilemektedir (33). Diyet ile alinan yaglarla birlikte kolonda artan safra
asitleri ve serbest yag asitleri kolon mukozasinda hasara yol acarak epitel hiicrelerinin
cogalmasini tegvik etmektedir. Ayn1 zamanda krmizi et tiiketimi fazla olan iilkelerde de kolon
kanseri goriilme riskinin arttig1 diisiniilmektedir (34,35). Asya, Afrika gibi kolon kanserinin

az goriildiigii bolgelerden Amerika Birlesik Devletleri gibi sik goriilen bolgelere goc ile



birlikte kolon kanserinin goriilme oranin artmasi g¢evresel faktorlerinde kolon kanseri

olusumunda rol oynadigini géstermektedir (36).

Kolon kanseri olusumunda genetik faktorler ve aile Oykiisii de onemli rol oynamaktadir.
ailesel adenomat6z polip (FAP) ve herediter non-polipozis kolon kanseri sendromu (HNPCC)
kaliimla gegen otozomal dominant kanser tipleridir. FAP, ailesel adenomatdz polip (APC)
timor siipresor genindeki mutasyon bu kanser tipinin olusmasinda etkilidir (37). HNPCC,
Lynch 1 ve Lynch Il sendromu olarak ikiye ayrilmaktadir. Lynch I sendromu, otozomal
dominant, erken yasta basglayan ve siklikla birden ¢ok kolon tiimoérii ile irlikte goriilmrktedir.
Lynch II sendromu ise Lynch I sendromuna benzerlik gosterir ve rahim, meme, mide gibi
kolon dis1 tiimorler ile beraber goriilmektedir. HNPCC i¢in Amsterdam kriterleri olarak
bilinen “International Collaborative Group on Heradiatry Nonpolyposis Colorectal
Carcinoma” (ICG-HNPCC) kriterler belirlenmistir (38,39). Bu kriterlere gore;
e Ailede kolon kanseri tanisi koyulmus en az 3 kisi bulunmasi ve {i¢ aile liyesinden
birisi, diger ikisinin 1.derece akrabasi olmasi
¢ Kolon kanserinin en az iki nesilde ortaya ¢ikmasi
e Kolon kanseri olan aile iiyelerinden en az birinin 50 yasindan 6nce kolon kanseri
gelisiminin gozlenmesi

e [Kanser tanisinin patalojik olarak dogrulanmasi gerekmektedir.

2.1.3. Kolon Kanseri Olusumunun Molekiiler Mekanizmasi

2.1.3.1. Ailesel adenomatoz polip (APC) geni

Kolon kanseri olusumunda genetik degisimler 6nemli bir rol oynamaktadir. Ortaya ¢ikan
kolon kanserlerinin ¢ogunda genlerde somatik mutasyon goriilmektedir. Kolon tiimor
hiicrelerinin ¢ogalmasinda APC negatif diizenleyicidir. Kolon kanserlerinin % 60’inda APC
genininde somatik mutasyon goriilmektedir. APC geninin mutasyona ugrayarak inaktivayonu
FAP’ta gozlemlenmektedir (40).

APC geni 5. Kromozomun uzun kolunda (5921-22) bulunmakta ve bir¢ok biyomokiil ile
etkilesimde bulunabilen ¢gok domainli APC proteinini kodlamaktadir (41). APC proteini kolon
epitel hiicrelerinin bazolateral membraninda bulunmaktadir. APC mutasyonlarmin biiytik bir

kism1 proteinin belirli bolgelerinin kodlanmamasi sonucu olugsmaktadir ve bu mutasyonlar
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hiicre biiyiime ve ¢ogalmasii diizenleyen mekanizmalarda degisime yol agmaktadir (42).
Whnt/B-katenin sinyal yolagi hiicre ¢ogalmasinda 6nemli rol oynayan sinyal yolaklarindan
biridir. Wnt/B-katenin yolaginda hiicre ¢ogalma sinyali gelmediginde APC proteini Axin ve
glikojen sentaz kinaz 3B (GSK3p) proteinlerine baglanarak yikict bir molekiiller birligi
olusturmaktadir. Bu yapi, B-katenin proteinine ubikuitin molekiiliiniin baglanmasini ve sonug
olarak proteozomal yikimimi saglamaktadir. Bdylece, p-katenin nukleusa gogerek
transkripsiyonu baslatma aktivitesini gosteremez (Sekil 2.1) (43). APC geninde meydana
gelen mutasyonlar sonucu, B-katenin yikimi saglanamadigindan, sitoplazmada biriken [-
katenin nukleusa gocerek cogalmay1 baslatici hedef genlerin transkripsiyonunu baglatmaktadir
(Sekil 2.1) (44,45).

I Normal Hiicre I APC Mutasyonu I

E-kaderin Frizzled E-kaderin

e
B-katenin
yikihimi

Cekirdek
PPN, o

Hedef Genler
cMYC cMYC

Sekil 2. 1. Wnt/B-katenin yolaginda APC mutasyonu (46).

2.1.3.2. K-Ras

Kirstein rat sarcoma (K-Ras), Ras protein ailesine ait ve kolon kanserlerinde mutasyonu
siklikla rastlanan bir proto-onkogendir. K-Ras mutasyonu kolon kanserlerinde %37- 41
oraninda bulunmaktadir. Ras ailesi, biiylime faktorii reseptorlerine gelen mitojenik sinyallerin
iletiminde rol oynamakta ve bdylece hiicre donglisii ve ¢ogalmasi ile genlerin anlatimi
saglanmaktadir. Ras proteinlerinin aktivitesi guanin trifosfat (GTP)-bagimli olarak
gerceklesmektedir (47,48). Eger Ras guanin difosfat (GDP)- bagimli durumda ise inaktif
haldedir. Ras genleri mutasyonu sonucu Ras proteinleri GTP’ye bagl kalarak siirekli aktif
duruma ge¢mekte ve boylece hiicrelerde kontrolsiiz biiylime sinyali alinmaktadir. K-Ras
mutasyonlart APC gen mutasyonu ile birlikte meydana gelmesi ileri kolon kanseri olusumuyla

iliskilendirilmistir (Sekil 2.2) (49).



2.1.3.3. p53

Tumor protein-53 (p53), hiicre dongiisiinii diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. Hiicre
dongiisinde DNA hasar1 olustugunda hiicre siklusunu durdurarak DNA onarim
mekanizmasini baslatmakta ya da apoptozu tetiklemektedir (50). Bu nedenle p53
mutasyonlar1 kolon kanseri dahil olmak iizere akciger, meme, prostat gibi pek cok kanser
tipinin olusmasiyla iliskili gosterilmistir (Sekil 2.2). Kolon kanserinde p53 geninin bir alleli
delesyona ugrarken diger allelde nokta mutasyonu bulunmaktadir. p5S3 geninin delesyonu
kolon kanserlerinin % 75’inde goriilmesine ragmen adenom Kkanserlerinden nadir

g6zlenmektedir (51).
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Sekil 2. 2. Kolon kanseri gelisimine sebep olan mutasyonlar (52).

2.1.4. Kolon Kanserinde Tiimor Yayilim ve Evreleme

Kolon kanserleri genellikle intramukozal epitel lezyonlarla baglamakta ve tiimor gelisimi ile
beraber submukozaya inerek invaziv kanser haline dontismektedir. Bu asamadan sonra lokal
yayilimla beraber timor bagirsak katlar1 boyunca ilerleyerek serozaya dogru ilerlemekte ve
timor komsu organlara tutunmaktadir. Kolon kanseri lenf diigiimleri araciligi ile lenfatik
yayilim gostermekte ve farklilasmis habis tlimorlerde bu yayilima sik¢a rastlanmaktadir.
Kolon kanseri metastazlar1 genellikle karaciger ve akcigerde siklikla rastlanmakla beraber
implantasyon diger bir yayilim tiiriidiir. Bu yolla kanser hiicresi bagirsak iginden periton
bosluguna metastaz yapabilmektedir. Tiimor yayilimi teshis ve derecelendirme agisindan
onemli bir yere sahiptir. Bu yiizden kolon kanserinde Dukes tarafindan olusturulan evreleme
sistemi ve TNM sistemi (T: Timor invazyonu, N: Lenf nodu tutulumu, M: Metastaz) en sik

kullanilan evreleme sistemleridir (Tablo 2.1) (Sekil 2.3)(53,54).



Tablo 2.1.Kolon kanserinde evreleme sistemi (54)

5Yl

Evre | TNM Dukes Tiimor Invazyon Derecesi Hayatta
Siiflandirmasi Kalim

0 TO, NO, MO Gozle gontirtiniir timdr yok
| T1, NO, MO Tumor miskilaris mukoza ve | %97
| T2, NO, MO A submukozaya sinirli 2090
1 T3, NO, MO Tiimo6r miskiilaris propriaya | %78
11 T4, NO, MO B1, B2 sinirl %63
1] T1-4, N1, MO Serozaya ulasmis, komsu organ | %56-65
I | T1-4, N2, Mo | C1,C2 tutulumu olabilir %26-37
IV | T1-4,N1-2,M1 | D Uzak metastaz var %1
TO: Insitu karsinom NO: Lenf nodu tutulumu yok

: Submukoza invazyonu

N1: 1-3 lenf nodu tutulumu

: Muskularis propriaya invazyon

N2: >4 lenf nodu tutulumu

: Seroza Invazyonu

MO: uzak metastaz yok

: Komsu organ invazyonu

M1: uzak metastaz var




Lenf DUgiimii igerir
Diger Organlara Yayilma

Lenf Diigumii Kan Damari

Kan Daman

Kas Tabakasi

Mukoza

Sekil 2. 3. Kolon kanserinde siniflandirmalarin sematik goriiniimii (55).

2.2. POLIAMINLER

PA’lar prokaryotik ve Okaryotik canlilarda bulunan polikatyonik molekiillerdir ve hiicre
icinde bircok hiicresel fonksiyonun gerceklesmesinden sorumludurlar. Hiicre iginde gérevleri
tanimlanmig PA’lar; diamin putresin (Put), triamin olan spermidin (Spd) ve tetramin olan
spermin (Spm)’dir (Sekil 2.4). PA’larin kimyasal yapilart bir amino grup (H2N-) ile baslar ve
bu grubu metilen zinciri (-CH,-) takip eder. Metilen grubuna ikinci bir amino grubu (-NH-)

gelmekte ve molekiil bagka bir amino grubu (-NH,-) ile sona ermektedir (56,57)

Memeli hiicrelerinde, PA’lar hiicre i¢i pek cok dnemli olaylarda gorev alirlar. PA’larin pozitif
yiiklii olmalar1 nedeniyle hiicre iginde negatif yiiklii molekiillere ve niikleik asitlere baglanma
ozelligi gostermektedirler. Ayn1 zamanda PA’lar hiicre boliinmesi, protein-DNA etkilesimi,
hiicre dongiisi, DNA-RNA stabilizasyonu, sinyal iletimi, reseptor-ligand interaksiyonu,

membran stabilizasyonu ve apoptoz gibi dnemli hiicresel olaylarda gorev almaktadirlar (58).
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H,N .:M_U,_-M_‘_H_.NHp
Putresin

R T T S e N NHz

HaM

b

Spermidin

H
e ML ~__.MH
H J‘»-' ,-F&_F_AH e e 2

Spermin
Sekil 2. 4. Poliaminlerin kimyasal yapisi.

2.2.1. Poliamin Metabolizmasi

PA biyosentezi ve katabolizmasi hiicre homeostasinin saglanmasi agisindan ¢ok 6nemlidir. Bu
yiizden hiicre i¢inde ihtiyaca gore PA’lar sentezlenir, birbirlerine doniistiiriiliir ya da yikilirlar.
PA biyosentezinde ilk adim ornitin amino asidinden Put sentezidir. Ornitin hiicre i¢inde iire
siklusunda bulunan 6nemli bir bilesiktir ve PA biyosentezinde ornitin dekarboksilaz (ODC)
yardimi ile Put” a doniisiir . ODC piridoksal fosfat (PLP)- bagimli amino asit dekarboksilazdir
ve iki aktif bolgesi ile homodimer halde aktivite gostermektedir. ODC monomerinde NH-
terminal domaini ve COOH- domaini olmak iki domain bulunmaktadir. Okaryotik ODC
genellikle L-ornitine yiiksek afinite gostermektedir.Bu yiizden hiicre iginde PA biyosentezinin
kontrol noktasini olusturmaktadir (59) (Sekil 2.5).

L-Ornitin
oDC
\j
dcAdoMet H2N(CH2)4 NH2 APAO
AdoMetne W Putresin
Ry Lot Nl-Asetilspermidin
/ permidin
AdoMet ~ ~  Sentaz SSAT A
L MTA 4~ \J /
AdoMetDC Ng HoN( CH2)3 HN(CH2)4 NH2
dcAdoMet Spermidin LT
.
Spermin ——
SMC
~ sentaz N!-Asetilspermin
MTA & DR
\J

HoN( CHg)3 HN(CH2)g NH(CHo)3 NH,

Spermin

Sekil 2.5. Poliamin metabolizmasi (59).
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Hiicre i¢inde PA seviyesi arttiginda ODC aktivitesi azalmakta ya da hiicre i¢i PA seviyesi
azaldiginda artmaktadir (60). Hiicre i¢cinde ODC aktivitesi OAZ (ODC antizim) ve AZI
(Antizim inhibitorii) tarafindan diizenlenmektedir. OAZ, ODC enziminin mRNA’sinda acgik
okuma alan1 1 (open reading frame 1, ORF1) ve ORF2 fizyonu arasinda bir ¢er¢eve kaymasi
ile translasyonu gergeklesmektedir ve yiiksek PA seviyesinde transkripsiyonu meydana
gelmektedir. Artan PA seviyesi sonucu olusan OAZ direk ODC ye baglanir ve ODC’nin 26S
proteozom tarafindan yikimi saglanir. ODC’nin 26S proteozom tarafindan yikilmasi i¢in
ubikuitinlenme gerekmemektedir. OAZ aktivasyonu ise hiicre i¢inde AZI tarafindan
diizenlenmektedir. AZI, AZ’ ye yiiksek baglanma afinitesi gosterir ve AZ-ODC kompleksinde
AZ’ ye baglanarak ODC’ nin serbest kalmasini saglamakta ve 26S proteozomda yikimi

engellenmis olmaktadir (Sekil 2.6) (60-63).

® ~
'/DC -monom ‘EN /'
(Inaktif)
ODC-Dimer OoDC/ AZ
(Aktif) ' m Kompleksi

/

Prateazom

Yiksek ORF: -
Poliamin — AZ’nin oDC
Seviyesi Yikimi

Translasyonu

Sekil 2. 6. ODC’nin, ornitin dekarboksilaz antizim ve antizim inhibitorii ile diizenlenmesi (64).

Hiicre i¢inde PA biyosentezinde ikinci onemli enzim, S-adenozil metiyonin dekarboksilaz
(SAMDC)’dir. SAMDC, adenozil metiyonin (AdoMet) molekiiliinii dekarboksilleyerek
karboksile AdoMet (dcAdoMet) formunu olusturmaktadir. dcAdomet bir aminopropil
vericisidir. PA biyosentezinde dcAdoMet, aminopropil grubunun transferini katalizleyen Spd
sentaz ve Spm sentaz i¢in substrat olusturmaktadir. Gergeklesen reaksiyon sonucunda

dcAdoMet aminopropil kaybederek Spd ve Spm’ ye doniismektedir (Sekil 2.5) (63,65).

PA katabolizmasi, iki 6nemli enzim; asetiltranferaz enzimi olan SSAT ve oksidasyon enzimi
olan PAO ile diizenlenmektedir. Katabolizmanin ilk basamaginda SSAT enzimi, asetil
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koenzim A’dan gelen asetil grubunun transferi ile N1-asetilspermidin ve NZ1-asetilsperminin
olusumunu katalizlemekte ve boylece asetile PA’lar olugsmaktadir (Sekil 2.5). Olusan asetile
PA’lar katabolizmanin ikinci basamaginda yer alan PAO ig¢in substrat olusturmaktadirlar.
PAO, asetile Spm i oksitleyerek Spd’ ye ya da asetile Spd’yi oksitleyerek Put’ a doniistimiinii
katalizlemektedir (Sekil 2.5) (13,66). Asetile PA’larin katalizlenmesi sonucu N-asetil-3-
aminopropanol ve H,0; agiga ¢ikmaktadir. PA katabolizmasinda gorev alan diger bir enzim
ise spermin oksidaz (SMO)’dur (67). SMO, Spm’nin Spd’ye oksitlenmesini katalizler fakat
Spd’nin oksitlenmesi {izerinde bir etkisi yoktur (Sekil 2.7) (68,69).

Spermin Spermidin 3-aminopropanal
Y SMO/PAOhI
+ 2 +
HINSPINNAARA AN, ? HNSANASAAS L o N,
H; + H; 0 +
H,O
+ 02 22

Sekil 2.7. Sperminin SMO veya PAO enzimleri ile spermidine doniigiimii (70).

PA’larin hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasi {izerindeki etkileri géz Oniinde bulundurarak PA’lar
iizerinde antikanser stratejileri gelistirilmistir. Arastirmacilar PA biyosentezindeki anahtar
enzimlerden ODC’nin aktivitesinin durdurulmasi iizerine gesitli inhibitorler gelistirmislerdir.
Yapilan calismalarda ODC aktivitesinin durdurulmast sonucu hiicrede PA seviyesinin
azaldigi, hiicre iskelet yapisinin bozuldugu, DNA replikasyonu, transkripsiyonu ve
translasyonu gibi 6nemli hiicresel olaylarin gercelesmesini Onledigi goOsterilmistir. Bu
inhibitorlerden en fazla arastirilan1 L-alfa-diflurometilornitin (DFMO)’dur (71). DFMO,
ODC’yi geri doniisiimsiiz olarak inhibe etmektedir. Ancak, DFMO’nun anti-kanser aktivitesi
klinik olarak imit verici olarak degerlendirilse de kanserli hiicreler disinda normal hiicre ve
dokulara toksik etki yaratti§i saptanmistir. Son donemlerde yapilan ¢alismalarda ise diisiik
dozda kullanilan DFMO’nun PA seviyesini azalttigi ve normal hiicreler ustiindeki toksik
etkilerinin azaldig1 goriilmiistiir ve DFMO ile cesitli anti-kanser ilaglarin kombine tedavisi
timit vaad etmektedir. PA metabolizmasi ilizerindeki diger bir arastirma alani ise PA
analoglaridir. DENSpm, BENSpm ve CHENSpm gibi PA analoglarinin kanser hiicrelerinde
sitotoksik etkilerinin oldugu gosterilmisir (71). PA analoglari, PA biyosentezini engelleyip
katabolizma enzimlerini uyararak hiicresel dogal PA miktarinin azaltilmasini hedef alan

ajanlardir. Bu ajanlarin ayn1 zamanda PA katabolik enzimlerin aktivitelerini arttirarak hiicre
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ici PA seviyelerini azalttiklar1 bilinmektedir. PA analoglari ile meme, melanoma ve akciger
kanserlerinde SSAT transkripsiyonunun arttigi gosterilmistir (72-74). SSAT anlatimi ve
aktivitesinin artist PA analoglar1 disinda ¢esitli kemoterapotik ajanlarla da tetiklenmektedir.
Bu ajanlar arasinda sulindac gibi NSAID’ler, 5-fluorurasil (5-FU), platin tiirevli
kemoterapotikler bulunmaktadir. SSAT anlatimi ve aktivitesindeki artigin hiicre biiylimesi ile
ters orantili oldugu ve apoptotik hiicre dliimiinii tetikledigi gosterilmistir. Chen ve ark. (75)
SK-MEL-28 melanoma hiicreleri ile yaptiklari arastirmada PA analoglari uygulamasini
takiben SSAT anlatimmin artmasinin, programli hiicre 6liimii apoptozun diizenlenmesi igin
gerekli oldugunu gostermislerdir. PA katabolizmasini hedef alan PA analoglar1 disinda kalan
cesitli kemoterapotik ajanlarin, hedef aldiklart molekiiller mekanizma disinda, PA
katabolizmasini da devreye sokarak, etkilerinin artmasina neden olduklarini bilinmektedir.
Ozellikle kanser terapisinde klasik kemoterapotik ajanlarla, PA metabolizmasini hedef alan
ajanlarin kombine edilmesi umut verici sonuglar1 ortaya c¢ikarmaktadir.Bununla birlikte
kullanilan PA analoglarda ya da kemoterapdtik ajanlarda karsilasilan problem normal

hiicrelerde meydana getirdikleri toksisitedir (56,76).

2.3. APOPTOZ

Apoptoz, fizyolojik ve patalojik olarak istenmeyen, hasar gérmiis ya da neoplastik hiicrelerde
gergeklesen programli hiicre oliimiidiir. Doku homeostasi, apoptoz ve hiicre c¢ogalmasi
arasindaki denge ile saglanmakta ve bu dengenin bozulmasi sonucu kanser basta olmak iizere
pek cok hastaligin ortaya c¢ikist meydana gelmektedir (77,78). Apoptotik hiicre olimii
sirasinda hiicre kiiciilmekte, kromatin kondenzasyonu ve hiicre apoptotik cisimciklere
ayrilmakta ve bu apoptotik cisimcikler komsu hiicreler tarafindan fagositoz ile ortada
kaldirilmaktadir (79,80).

Apoptotik hiicre 6liimii sirasinda pek ¢ok protein ailesi gorev almaktadir. Bu protein
ailelerinden bir tanesi kazpazlar olarak bilinen sistein proteazlardir ve apoptozun
baglamasinda ve son evresinde gorev almaktadir. Hiicrede inaktif kaspazlar pro-kaspaz
seklinde bulunmakta ve bu pro-kaspazlar proteolitik yikim sonucu pro- bdlgesi uzaklasarak
aktif hale doniismektedir. Kaspazlarin 14 isoformu bulunmakta ve 3 grupta incelenmektedir;

baslatic1 kaspazlar (kaspaz-2, 8, 9,10), etkili kaspazlar (kaspaz-3, 6, 9) ve inflamatuar
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kaspazlar (81). Baslatic1 kaspazlar hiicreye i¢ (mitokondri) ya da dis (hiicre zar1) yolaktan
gelen sinyaller dogrultusunda oOliim sinyallerin baslatilmasindan ve etkili kaspazlarin
aktivasyonundan sorumludurlar. Baslatici kaspazlar, etkili kaspazlart inaktif halde
bulunmasini saglayan amino asit dizilerini keserek aktif hale getirmektedir. Etkili kaspazlar
aktif hale geldiklerinde hiicre iskeleti proteinleri, ADP riboz polimeraz (PARP), laminler gibi
hedef proteinlerin kesimini gergeklestirmektedirler (82).

Apoptotik hiicre 6liimiinde gorev alan diger bir protein ailesi ise Bcl-2 (B-hiicre lenfoma 2)
ailesidir. Hiicreye dis ya da i¢ kaynakli gelen 6liim sinyali genelikle Bcl-2 ailesi tarafindan
diizenlenmektedir (83). Bcl-2 ailesi, pro-apoptotik ve anti-apoptotik olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadir. Pro-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri apoptozu indiiklerken ant-apoptotik
proteinler apoptozu baskilamaktadir. Bu iki farkli etkiye sahip olan proteinlerin islevleri
yapilarinda bulunan Bcl-2 homoloj bolgeleri (BH) tarafindan diizenlenmektedir. Bu
proteinlerin yapilarinda BH1, BH2, BH3 ve BH4 olmak iizere 4 tane BH bdlgesi
bulunmaktadir ve Bcl-2 ailesi proteinleri BH1, BH2 ve BH3 bdlgeleri ile diger Bcl-2 ailesi
proteinlerinin BH3 bolgelerine baglanarak iletisim kurmaktadirlar. Pro-apoptotik protein
ailesi tagidiklar1 BH yapilarina gore ikiye ayrilir; BH1, BH2, BH3 bolgelerini tasiyanlar (Bak,
Bax) ve sadece BH3 bolgesini tasiyanlar (Bid, Bad, Bim). Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi
proteinleri ise sadece BH4 bolgesi tasirlar (Bel-2, Mcl-1, Bcl-X., Bcl-w) (Sekil 2.8). Bcl-2
ailesindeki pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin arasindaki denge hiicre sagkalimi ve
olimt arasindaki dengeyi olusturmaktadir (84,85). Anti-apoptotik proteinlerin protein
ifadeleri fazla oldugunda apoptoz baskilanirken pro-apoptotik proteinlerin ifadelerinin fazla

olmasi hiicreyi apoptoza tesvik etmektedir (86,87).
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Sekil 2.8. Bcl-2 ailesi iiyeleri (88).

Bcl-2 aile proteinleri mitokondri membraninin dis zarinda lokalize olmaktadir. Mitokondriyel
apoptotik baslatict sinyal sitokrom c, apoptoz indiikleyici faktor (AIF) gibi molekiillerin
salimimi, mitokondri membran potansiyelinin bozulmasi ile ger¢eklesmektedir. Mitokondri
membranina yerlesmis olan Bcl-2 ailesi {iyelerinden pro-apoptotik proteinler por olusturarak
mitokondri membran potansiyelinin bozulmasina etki etmektedirler. Anti-apoptotik proteinler

ise bu porlarin a¢ilmasina engel olmaktadirlar (89).

2.3.1. Apoptoz Tipleri
Apoptotik sinyal alinmasi hiicrede iki yoldan meydana gelir. bunlardan birincisi mitokondri

aracili olan i¢ yolak digeri ise hiicre membrani aracili dis yolaktir.

2.3.1.1. I¢ (Intrinsik) Yolak
Mitokondri hiicreye enerji kaynagi olmanin yani sira hiicreye gelen apoptotik 6liim sinyalinin

baslamasinda da dnemli bir gérev oynamaktadir. MitoKondrinin ¢ift katli membran yapisinin
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bozulmasi apoptozu baslatmaktadir. Mitokondri dis zar potansiyelinin bozulmasi pro-
apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 alesi liyeleri arasindaki denge ile saglanmaktadir. Normal
kosullarda pro-apoptotik proteinler inaktif durumdadir. Hiicre igine gelen 6liim sinyali ile
birlikte anti-apoptotik proteinler inaktif hale gelerek mitokondri membraninda lokalize olmus
pro-apoptotik Bax, Bad, Bim gibi proteinler dis zarda meydana getirdikleri por yapisi ile
mitokondri membran biitliinliigli bozarak sitokrom c, apoptoz indikleyici faktér (AIF) ve
ikincil mitokondri tiirevli kaspaz/direkt apoptoz inhibitorii baglayici protein (Smac/DIABLO)
gibi faktorlerin sitoplazmaya salinmasimi saglamaktadir (90). AIF, sitoplazmaya c¢iktiktan
sonra dogrudan niikleusa gider ve burada endoniikleaz G’yi aktive ederek DNA
fragmentasyonuna neden olmaktadir. Smac/DIABLO ise apoptoz inhibitor (AIP) baglanarak
kaspaz 9’un inaktive olmasini engellemektedir. Mitokondriden salinan sitokrom c ise inaktif
monomer halinde bulunan apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (Apaf-1) a baglanmakta ve
daha sonra kaspaz 9’a baglanarak apoptozom denilen kompleksi olusturmaktadir. Apoptozom
pro-kaspaz 9 ile etkilesime girerek pro- kismimn yikimimi saglamakta ve caspas 9 aktif hale
gelmektedir. Aktif hale gelen basatici kaspaz 9 diger etkili kaspazlarin proteolitik yikimini
saglayarak onlarin aktif hale gelmesini saglamaktadir. Sonucta kromatin kondensasyonu
bozulmakta, DNA fragmentleri meydana gelmekte ve hiicre apoptoza gitmektedir (Sekil 2.9)
(91,92).
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Pro-kaspaz-9

[®) % O Kaspaz9
‘ 1!
o @

Kaspaz-3,-6, -7 —
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|

[ Oliim Sinyali |
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Sekil 2.9. Apoptotik i¢c yolak mekanizmasi (93).
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2.3.1.2. D1y (ekstrinsik) Yolak

Apoptoz mitokondri disinda tiimor nekroz faktorii (TNF), Fas reseptorii, 6liim reseptorii 3
(DR3) ve TNF ile iligkili apoptoz indiikleyici ligand reseptoér (TRAIL) reseptorleri tarafindan
indiiklenmektedir (94). Bu oliim reseptorleri ile tetiklenen apoptotik siire¢ iki sekilde

ger¢eklesmektedir.

Oliim reseptorleri hiicre membraninda transmembran halde bulunurlar ve hiicre i¢i kisimlari
prokaspaz-8 ile etkilesime girerek, prokaspaz-8 in pro kismini kesmekte ve aktif kaspaz-8’e
doniistirmektedirler. Aktif hale gelen kaspaz-8 etkili kaspazlar kaspaz-3, 6, 9’un
aktiflesmesini saglamakta ve hiicre iginde makromolekiiller parcalanarak hiicre Oliime
gitmektedir. Diger ikinci yol ise reseptorler tarafindan aktif hale gelen kaspaz-8 pro-apoptotik
bir protein olan Bid ile etkilesime girmektedir. Kaspaz-8 Bid’in proteolitik kesilimine yol
acarak mitokondriye yonelmesine sebep olmaktadir. Bid diger pro-apoptotik proteinler gibi
mitokondride sitokrom ¢, SMAC gibi proteinlerin salinimini saglamakta ve boylece apoptotik

hiicre 6liimii meydana gelmis olmaktadir (95-97).

instrinsik Yolak Ekstrinsik Yolak
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- &5 ~~ 8id EH
- i
AIF Sxkr‘:&n £ \ \ Procaspase 8 E%j
¥ % Kaspaz8 \N/V |-

i*
|

Pro-Kaspaz 9

- \) — Pro-Kaspaz3

w .

Apaf-1 ) » |

ol L4 Pl X
Kaspaz 9 Kaspaz 3

Apoptozom

Sekil 2.10. Apoptozun i¢ ve dis yolaginin molekiiler mekanizmasi (98).
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2.4, HUCRE SAG KALIM SINYAL YOLAKLARI

2.4.1. MAPK Yolag:

Mitojen-aktive edici protein kinazlar (MAPK), memeli hiicrelerinde sinyal iletim kaskadi
olusturarak embriyogenez, cogalma, farklilasma ve apoptozun diizenlenmesinde gorev
almaktadir. MAPK ailesi; p38 MAPK ailesi, ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz (ERK)
ailesi ve c-Jun NH; termial kinaz (JNK) ailesi olma iizere 3’ e ayrilmaktadir (99)(Sekil 2.11).

MAPK yolu, hiicreye reseptor araciligi ile gelen sinyalin Ras proteinini aktive etmesi ile
baslamakta, MAPKKK’nin (MAP kinaz kinaz kinaz, Raf) aktivasyonu sonrasinda sirasiyla
MAPKK (MAP kinaz kinaz, MEK) ve MAPK (MAP kinaz, ERK) aktivitesiyle sinyal kaskadi
olusturarak, boliinme sinyali nukleusa taginmakta ve nukleustaki transkripsiyon faktorlerini

fosforile ederek hiicresel cevabin olugmasini saglamaktadir (100).

MAPK yolaginda Ras ve Raf protoonkogen sinifindan proteinlerdir. Normal sartlarda hiicrede
Ras inaktif (Ras-GDP) halde bulunmaktadir. Hiicreye gelen sinyal ile GDP yerine GTP
baglanir ve Ras aktif (Ras-GTP) haline gelir, aktive olan Ras proteini Raf kinazlara yiiksek
afinite ile baglanmakta ve sinyal kaskadmin olusumunu baglatmaktadir (101). Kanser
hiicrelerinin ¢ogunda Ras/Raf/MEK/ERK yolunun asir1 aktivasyonu goriiliir. Bu asir1 aktivite
Ras proteinin mutasyonu sonucu meydana gelmektedir. Kanser hiicrelerinde Ras mutasyonu
sonucu Ras aktif formunda (Ras-GTP) kalir ve hiicrenin siirekli uyarimasina sebep olmakta ve

boylece hiicre biiylimesi kontrolsiiz bir bicimde devam etmektedir.

Sitokinler/Stres/ Blylime
Fakt&rieri

..............

/

MEKI/2  MKK36  MKKA/6

[\

p3s INK

Sekil 2.11. Ras/Raf/MEK/ERK sinyal iletimi.
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MAPK ailesi iiyesi olan p38 MAPK sinyal yolagi ise hiicresel streste hiicre donglisiiniin
durdurulmasinda ve apoptozda gorev almaktadir. Hiicrenin stres kosullarinda p38 MAPK
aktive olarak p53 proteinin hiicre i¢inde artmasini saglayarak aktivasyonunu gergeklistirmekte
ve boylece hiicre dongiisiine dolayl ya da dolaysiz etki etmis olmaktadir. MAPK ailesinin
diger tiyesi olan JNK ise hiicre ¢ogalmasinda, farklilasmasi ve apoptozun regiilasyonunda
gorev almaktadir. Fosforlanmig JNK niikleusta lokalize olmakta ve c-jun proteinini aktive
etmektedir. Fosforlanarak aktive olan AP-1 transkripsiyon faktoriinii olugturmaktadir. AP-1
transkripsiyon faktorii c-jun:c-jun homodimeri ya da c-jun:c-fos heterodimeri seklinde
olusmakta ve TNF-a ve Bak gibi pro-apoptotik proteinlerin transkripsiyonunu
gerceklestirmektedir. Ayrica p53, c-myc gibi transkripsiyon faktdrlerinin fosforlanmasina

neden olmaktadir (22,102).

2.4.2. PIBK/AKT

PI3K protein ailesi hiicrede biiylime sinyallerinin iletiminden sorumludur (103). Hiicreye
gelen sinyal ile reseptoriin uyarilmasiyla PI3K, hiicre membraninda inositol fosfolipidlerin
fosforilasyonunu katalizlemekte ve fosfotidilinositol trifosfat (PIP3) olusturmaktadir. PIP3,
PIP; bagiml kinaz (PDK) ve AKT aktivasyonundan sorumludur. Aktive olan PDK, AKT yi
fosforile ederek aktif hale getirmektedir (101,104,105). Aktif AKT hiicre dongiisii, glikoz
metabolizmasi, biiylime, apoptozun baskilanmasi gibi hiicre sagkalim ve biiyiimesi lizerindeki
mekanizmalar1 arasinda denge saglamaktadir. Hiicrede sitokinler ve biiyiime faktorleri
PI3K/AKT yolagini aktif hale getirerek hiicre i¢in biiylime sinyalleri olusturmaktadir. Aym
zamanda bu yolak iizerinde timor baskilayici proteinlerden PTEN, PIP; olusumunu
engelleyerek negatif diizenleyici bir rol oynamaktadir (Sekil 2.12) (106,107). Kanser
hiicrelerinde AKT aktivasyonu hiicre dongiisli lizerindeki etkilerinden dolayr biliyiilk 6nem
tagimaktadir. AKT, hiicre dongiisiinde G1 fazinda gorev alan siklin D ve siklin bagimli kinaz
4/6 (CDKA4/6) kompleksi iizerinde uyarici bir etki yapmakta ve ayni zamanda hiicre
dongiistinde inhibitor proteini olan p21’in yikimini saglayan proteini yikmaktadir. AKT nin
kanser hiicreleri lizerindeki diger bir etkisi ise hiicre sagkalimin1 apoptozu baskilayarak
saglamaktadir. AKT, pro-apoptotik bir protein olan Bad ile kaspaz 9 iizerinde baskilayici etki
gostermekte ve NFxB yolu ile anti-apoptotik rol oynamaktadir (Sekil 2.11) (108).

20



~ Y Y Y Y Y
o L e
Biiylime faktsrier, hormoni / [ ] )
. " = —N/’- ( \“"V( /I\—(/\,—('\V/K\—gj Hiicre membrani
f LR AL
S AT VR AT R A

%
L DTN
NN 0000 e

BAD
mTOR FKHR
l Gsk3 NFxE /

Hucra donguist \ l

Glikoz metabolizmasi Apoptozis

Buyume

Hucre dongusn
g Translasyon

Apoptazis
DINA tamiri

Sekil 2.12. PI3K/AKT yolag (102).

2.4.3. ForkHead Yolag:

Forkhead protein ailesi FOXO1a, FOX02a ve FOXO4a proteinlerinden olusturmaktadir. Bu
proteinlerin her biri bir transkripsiyon faktoriidiir. Hiicreye ¢ogalma sinyali gelmediginde
nukleusta lokalize olmaktadirlar. Hiicre biiyiime reseptorleri kaynakli biiylime sinyali aldig
zaman, PI3K/PKB ve AKT sinyal yolagmin aktive olmasi durumunda FOXO proteinleri
serin/treonin residiilerinden fosforlanmakta ve bdylece FOXO proteinlerinin DNA’ya
baglanma afinititesi diismektedir, ancak bu fosforlanma FOXO’larin 14-3-3 proteinine
baglanma afinitesini arttirmakta ve 14-3-3-FOXO kompleksi olusturmaktadir (109). Olusan
bu kompleks nukleustan sitoplazmaya go¢ etmekte ve bdylece FOXO’nun transkripsiyon
baglatma kapasitesi indirgenmis olmaktadir (Sekil 2.13). FOXO protein hiicre siklusunu
yoneten sikline bagh kinaz (CDK) ve siklinlerin dogal inhibitérii p27<"™ ve pro-apoptotik
Bim 6nemli proteinlerin transkripsiyonunu baslattigi i¢in son derece 6nemlidir (110) (Sekil
2.13). Hiicrelerde FOXO proteinin ailesininin inaktivasyonu kanser gelisimini baglatan
faktorlerden birisidir. Ayni zamanda FOXO anlatimindaki azalma, kemoterapotik ajanlara
kars1 kanser hiicrelerinde gelistirilen ilaca cevapsizlik mekanizmasinda da pro-apoptotik

proteinlerin anlatimini azaltacagi i¢in ayrica biiyiik 6nem tagimaktadir (111).
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Sekil 2.13. FOXO transkripsiyon faktorii ailesinin normal ve kanser hiicrelerindeki molekiiler mekanizmasi (112).

2.5. BRASSINOSTEROIDLER

BR’ler, ilk defa 1970 yilinda Mitchell ve arkadaslar1 tarafindan Brassica napus (salgam)
polenlerinden izole edilmis ve steroid yapili ilk bitki bileseni olarak tanimlanmigtir. BR’ler
omurgali ve boceklerde bulunan, steroid hormona benzerlik gosteren dogal polihidroksi
steroidlerdir. Dogal BR’ler bir 5a-kolestan iskeleti ve birbirine bitisik A, B, C, D halkalar1 ile
17. karbona bagl alkil zincirinden olusur ve bu yapisi klasik bir steroid kimyasal yapisina
benzerlik gosterir (17,113). BR’ler gen anlatimmin diizenlenmesi, hiicre bdliinmesi,
cimlenme, iletim dokusunun farklilagsmasi, kok biiylimesi, bitki homeostasi gibi pek cok
fizyolojik stirecte gorev alir. Yapilan c¢aligmalarda dis kaynakli olarak almman BR’lerin
bitkilerde abiyotik ve biyolojik stres kosullarina dayanikliligi arttirdigi gosterilmistir (114).
Tohum verimini azaltan streslerden birisi olan tuzluluk stresiyle ilgili tuza direngli ve
direngsiz arpa bitkilerinde EBR uygulamasi sonucu fotosentetik kapasite artirilmis ve
bitkilerin tuzluluk stresi altinda daha iyi fotosentez yaptiklari gozlenmistir (115). Tuzluluk
stresinin yan1 sira metal stresine karst da BR’lerin etkisi gosterilmistir. BR’lerin en yaygini
olarak goriileni 24-epibrassinolid ve 28-homobrassinolide’in agir metal stresine karsi etkili
oldugu gosterilmistir (116,117). Ayn1 zamanda bitkilerde BR’ler viriis, bakteri ve mantar gibi
biyotik stres olusturan patojenlere kars1 savunmada gorev almaktadir. Bitkiler disinda yapilan
caligmalarda ise boceklerde hiicre boliinmesi ile ilgili olaylardaki etkileri de ortaya konmustur
(7).
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2.5.1. Brassinosteroidlerin Biyosentez Mekanizmasi

BR’ler, bir karbon iskeleti ve buna bagli 4 halkadan olusan polihidroksi steroidal lakton ve
ketondur. Dogal olarak bulunan ve tanimlanmis kirktan fazla brassinostreoid bulunmaktadir.
A ve B halkalar1 ve yan zincirlerindeki farkli bilesenler ile yap1 olarak kimyasal farklilik
gostermektedir. Bu yapisal farkliliklar biyosentez sirasinda oksidasyon ve rediiksiyon
reaksiyonlar1 sirasinda gerceklesmektedir. Bitki sterolleri BR’lerin 6ncii maddesi olarak
kullanmakta ve bu 6ncii maddelerden biyosentez i¢in en ¢ok kampestrol (24-a-metil kolestrol)
kullanilmaktadir. Brassinolide olusumu sirasiyla, tifasterol,

kampesterol, teasteron,

kastasteron ve brassinolid seklinde gelismektedir (Sekil 2.14). Dogada en ¢ok bulunan

brassinosteroidler, brassinolid ve C28 steroidlerdir (17,113).
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Sekil 2.14

. Brassinosteroidlerin biyosentezi.
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2.5.2 Brassinosteroidlerin Hiicresel Islevleri ve Tiirevleri

BR’lerin hiicre duvari mekanigi, hiicre zar gecirgenligi, niikleik asitlerin ve protein sentezini
aktive etme, gen ekspresyonunun diizenlenmesi gibi pek c¢ok olayda rol oynadigi
goOsterilmistir (118). Hayvan hiicrelerinde streoid hormonlar gen anlatiminin diizenlenmesinde
etkilidirler. Steroid hormonlar sitoplazmada bulunan reseptorlere baglanmakta ve sinyal
niikkleusa tasinmaktadir. Taginan sinyalle beraber hormana bagl gen anlatimi baglamakta ya
da baskilanmaktadir. Arabidopsis thaliana bitkisi ilizerinde yapilan caligmalarda, hayvan
hiicrelerindeki steroidlere benzer olarak BR sinyalinin transkripsiyonel degisikliklere sebep

olarak bitkide fizyolojik cevaplarin olustugu saptanmistir (119).

BR sinyal mekanizmasinda, reseptore-benzer kinaz olan brassinosteroid insensitive 1 (BRI1)
geni 6nemli bir rol oynamaktadir. BRI1 proteini hayvanlarda bulunan serin/treonin kinaz
aktivitesine benzer bir aktivite gostermektedir . BR sinyal iletiminde ikinci 6nemli protein
BRI1 uyumlu reseptor kinaz (BAK1) proteinidir. BAK1, BRII ile heterodimer olusturarak BR
sinyalini hiicre igine tasimada gorev yapmaktadir. Olusturulan heterodimerizasyondan sonra
her iki reseptorde fosforilasyon meydana gelir ve kinaz aktivitesi geceklesir. BR’nin
reseptorlere baglanarak olusturdugu sinyale brassinazol-direnci-1 (BZR1) ve BRI baskilayici
1 (BES1) proteinleri cevap gostermektedir. BR sinyal yolaginda diger bir 6nemli protein, BR
sinyalinde negatif diizenleyici olarak gorev yapan brassinosteroid insensitive 2 (BIN2)’dir.
BIN2, BZR1 ve BES1’i defosforile etmektedir. Defosforile olan bu iki protein BR sinyal
mekanizmasinda gorevli olan ya da BR sinyali sonucu olusan cevap genlerinin aktivasyonunu
ya da baskilanmasini saglamaktadir. BR yoklugunda ise BIN2, BZR1 ve BES1’i fosforlayarak
yikimina sebep olmaktadir (17,19,114,120).
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Sekil 2.15. : Bitki hiicrelerinde brassinolid sinyal mekanizmasi (120).

£

BR’ler simdiye kadar toplam olarak 58 bitki tiiriinden izole edilmis ve 65 adet BR ve 5 adet
BR konjugati tanimlanmistir (21). BR’ler dogal ve sentetik olarak ikiye ayrilmaktadirlar;
dogal BR’ler yag asitleri ve sekere konjuge durumda bulunurken BR analoglari ise dogal

BR’ler ile yapisal benzerlik gostermektedirler (Sekil 2.15) .
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Sekil 2.16. Dogal brassinosteroidlerin kimyasal yapisi (20).

2.5.2.1. Epibrassinolid

Epibrassinolid (EBR) dogal bir brassinosteroiddir ve biyotik strese cevap, hiicre boliinmesi,
biliylime gibi dnemli hiicresel olaylarda rol oynamaktadir ve EBR’nin bitkilerde strese karsi
cevap olusturma, tuzluluk, biiyiime ve fotosentezdeki onemli etkileri yapilan arastirmalarla
gosterilmistir (20). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda EBR nin bitki hiicreleri disinda hayvan

hiicrelerindeki etkileri arastirilmaya baglanmistir (18).

Yapilan calismalarla BR’lerin kanser iizerindeki etkileri arastirilmis ve farkli hiicre hatlar
iizerinde; MCF-7 meme kanseri, K563 kronik miyeloid 16semi, HeLa serviks kanseri, CEM
T-lenfoblastik 16semi gibi birgok hiicre hattinda EBR uygulamasi sonucu hiicre
canliliginindaki azalma oldugu, BR’lerin anjiyogenezi engelledigi, hiicre dongiisiine etki ettigi
ve apoptozu tetikledigi goOriilmiistiir. Ayn1 zamanda brassinosteroidler, Alzheimer,
Huntington, streoidlerle tetiklenen osteoporoz ve katarakt, androjen duyarsizligi, astim ve gibi

pek ¢ok hastaligin tedavisi igin 6nerilmislerdir (20).

BR’lerin apoptozu nasil tetikledigi bilinmemektedir, ancak EBR’nin memeli hiicrelerindeki
steroid yapisina benzerliginden dolayr EBR-steroid hormon reseptor iligkisi incelenmistir.
Yapilan ¢alismalar dogrultusunda EBR ’nin hormon reseptor anlatimi bulunan hiicrelerde daha
iyi cevap vermesi EBR ile tetiklenen apoptozda steroid hormon reseptorlerinin rolii

olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Ostrojene bagimli gelisen MCF-7 meme kanseri hiicrelerine
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EBR uygulandiginda hiicre dongiisiinii diizenleyen CDK’lara ve siklinlere etki ettigi ve hiicre
dongiistinii G1 fazinda durudurdugu saptanmistir. Ayni zamanda bu hiicre hattinda EBR’nin
ostrojen reseptorii (ER) tizerindeki etkisi arastirildiginda, EBR uygulanan hiicrelerde ER’nin
sitoplazmada aldig1 ve niikleusa go¢ etmedigi gosterilmistir (18). Yapilan tiim bu arastirmalar
sonucunda EBR’nin meme kanseri igin kemoterapotik bir ajan olabilecegi diistiniilmektedir
(21). Ancak, EBR’nin kolon kanseri hiicre hattinda apoptotik 6liimiiniin tetiklenmesindeki

etkisi ise bilinmemektedir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN MALZEMELER

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Ekler bolimiinde Tablo 1’de sunulmustur.

3.1.2. Hiicre Kiiltiirii Donanimlari

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan donanimlar Ekler Boliimiinde Tablo 2’de sunulmustur.

3.1.3. Kullamlan Kimyasallar

Calisma kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler Ekler boliimiinde Tablo 3’te sunulmustur.

3.1.4. Kullanilan Tamponlar

3.1.4.1.10X TBS Hazirlanist
86,6 gr NaCl, 12,11gr Tris-Baz konulur pH: 8 e ayarlandiktan sonra distile su ile 1000ml ‘e

tamamlanir. Hazirlanan 10X TBS kullanilmak i¢in 1X TBS’e doniistiiriilir.

3.1.4.2. 1X TBS-Tween Hazirlanisi
1X TBS i¢ine 500ul Tween 20 konularak hazirlanir.

3.1.4.3. Yiiriitme tamponunun Hazirlanist
30,3gr Tris-baz, 114 gr Glisin ve 10 gr SDS tartilarak 1000ml distile su iginde ¢oziiniir.
Hazirlanan 10X yiiriitme tamponu hazirlanir. Jel yiiriitmesi sirasinda kullanilmak i¢in 1X’e

doniistiiriiliir.

3.1.4.4. Transfer Tamponunun Hazirlanis
200 ml 10X yiiriitme tamponunun {lizerine 100ml metanol konularak distile su ile 1000ml’e

tamamlanir.
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3.1.4.5. Yiiriitme Jelinin Hazirlanmasi
Proteinler agirliklarina gore ayrilmalari i¢in %12’ lik SDS poliakrilamid jelde yiiriitiiliirler.

Jel igerigi Ekler boliimiinde Tablo.4’te sunulmustur.

3.1.4.6. Hiicre Dondurma Medyasinin Hazirlanmast
9 ml filtre edilmis Fetal sigir serumu ve 1 ml dimetilsiilfoksit (DMSQO) ile hazirlanan
dondurma medyas1 yardimiyla hiicreler uzun stireli olarak sivi azot tankinin iginde

saklanabilir.

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

HCT 116, HT 29, HCT 116 p53 anlatimi bulunmayan (p53 -/-) kolon kanseri hiicre hatlar
American Type Tissue Culture Collection’ dan temin edilmistir. Hiicreler McCoy’s SA
(besiyerinde % 10 s1g1r fetusu serumu ve 10 U/ml penisilin/streptomisin antibiyotik katkisi ile
% 5 CO; iceren 37°C’de inkiibatorde iiretilmistir. Hazirlanan besiyeri 0,22 uM por ¢apindaki
hiicre kiiltiirii ile uyumlu filtrelerden gegirilerek steril hale getirilip, 50 ml’lik falkon tiiplerde

+4°C’de saklanmastir.

Hiicreler 75 cm? lik petri kaplarinda yetistirilmistir. Protein izolasyonu igin 100 ve 60
mm’lik, PA izolasyonu i¢in 60 mm’lik petri kaplarina, RNA izolasyonu i¢in 6 kuyulu petri
kaplarina, floresan mikroskobu ve florometre calismalar1 i¢in 12 kuyulu petrilere hiicre
ekimleri gergeklestirilmistir. Hiicrelerin gece boyunca petri kaplarina yapigmalari
beklendikten sonra gerekli ilag ve/veya inhibitér uygulamalari belirlenen siirelerde

uygulanmis ve 37 °C ‘de % 5 COy igeren etiivde bekletilmistir.

Hiicre ekimi ya da petri kabindaki hiicrelerin sayilarinin artmasi sonucu hiicre pasajlanmasi
islemi 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 diamin tetra asetik
asit) (% 0,25) ile CO; igeren etiivde 2 dakika bekletilmislerdir. Bu siire sonunda hiicrelerin
zarar gérmesinin engellenmesi i¢in petri kabima 2 ml McCoy’s SA besiyeri eklenerek tripsinin

aktivitesi durdurulmus hiicreler santrifiij tiiptine alinmigtir. 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij
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isleminden sonra siipernatant atilmis, hiicrelerin iizerine 1ml taze besiyeri eklenmistir. Iyice
pipetaj yapilip homojen bir hale gelen hiicre siispansiyonu hiicre sayimina hazirlanmig

bulunmaktadir.

Hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak Neubauer hemositometresinin kanalina aktarilmis ve
iizeri lamel ile kapatilmistir. Hemositometrede 25 karede sayilan hiicre sayisi, Iml’deki hiicre
sayisinin bulunabilmesi igin 10* ile carpilmustir.1,5x10° hiicre, 75 ecm®lik petri kaplarina

ekilerek hiicrelerin pasajlama islemi gerceklestirilmistir.

3.2.2. Hiicre Canhihginin Belirlenmesi

MTT ayiraci, canli hiicrelerde mor renkli formazon tuzu olusturmasi sonucu kolorimetrik
yontemle hiicre canliligina bakilmistir. HCT 116 kolon kanseri hiicreleri 96 kuyucuklu
petrinin her kuyucugunda 1X10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmis ve 24 saat boyunca
hiicrelerin yapigsmasi i¢in beklenmistir. EBR uygulamasi doza bagl olarak (10-50 uM) 24 saat
boyunca uygulanmistir. Her kuyucuga 10ul MTT ayiraci eklenmis ve hiicreler 4 saat boyunca
etlivde bekletilmistir. Daha sonra MTT ayiract eklenmis besiyeri hiicrelerden ¢ekilmis ve her
kuyucuga 100ul DMSO eklenmistir ve karanhikta 5 dakika bekletilmistir. Mikroplaka

okuyucuda, ikili dalga boyunda 570 nm ve 655 nm’de absorbans 6l¢timii ile okutulmustur.

3.2.3. Hiicre Sagkalim Tayini

EBR’in hiicreler iizerindeki sitostatik etkisi degerlendirilmistir.12 kuyucuklu petrinin her
kuyucugunda 5x10” hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir ve hiicreler yapismast igin 37°C de
bir gece inkiibe edildikten sonra hiicrelere 30uM EBR, 24, 48,72 ve 96 saat boyunca
uygulanmigtir. Hiicreler tripsin ile toplanarak 2000 rpm’ de 5 dakika boyunca santrifiij
yardimiyla ¢oktiiriilmiistiir. Hiicre pelleti 50ul besiyeri ve 50ul Tripan mavisi boyasi ile

karigtirilarak hemositometre ile sayim yapilmistir.

3.2.4. 3,3’ Diheksiloksakarbosiyanin Iyodiir (DiOCg) Boyama
12 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 5x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Yapisan
hiicrelere 30uM EBR 24 ve 48 saat boyunca uygulanmistir. Her bir kuyucuga 1nM DiOCg
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(ana stok: 4mM) 30 dakika boyunca uygulanarak fluoresan mikroskubunda mavi filtre ile

canli hiicrelere bakilmigtir.

3.2.5. Propidyum iyodiir (PI) boyama

12 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 5x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Yapisan
hiicrelere 30uM EBR, 24 ve 48 saat boyunca uygulanmistir. Her bir kuyucuga 2ug/ml PI (ana
stok: 50mg/ml) uygulanarak 15 dakika etiivde inkiibe edildikten sonra yesil filtrede 61g

hiicrelere bakilmistir.

3.2.6. 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) Boyama

12 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 5x10* hiicre olacak sekilde ekim yapildiktan sonra
yapisan hiicrelere 30uM EBR 24 ve 48 saat boyunca uygulanmistir. Her bir kuyucuga 1pl/ml
DAPI boyasi 30 dakika uygulanmistir.

3.2.8. DNA Kiriklarinin Gosterimi

6 kuyucuklu petrilere her bir deney grubu icin 5 x10°hiicre ekilmistir. Petri kaplarina
yapismasi i¢in bir gece beklenen hiicrelere 30uM EBR 24,48 ve 72 saat boyunca
uygulanmistir. Hiicrelere kontrol amagli olarak 500 pM hidrojen peroksid uygulamasi
yapilarak 6 saat bekletilmistir. [lag uygulamasindan sonra hiicreler toplanarak 2 dakika 13200
rpmde santriflij yardimiyla ¢oktiirtilmiistiir. Coken hiicrelere 500 pl lizis tamponu uygulanmis
ve 40 dakika boyunca buzda bekletilmistir. Bu siire sonunda ornekler 15 dakika 13200
santrifiij yapilmis ve iist faz yeni bir ependorfa alinmgtir. Ust faza proteinaz K ve RNaz
(100pug/ml) eklenerek 37°C de 1 saat bekletilmistir. Bir saatin sonunda
Fenol/Kloroform/izomil (25:24:1) ile bir kez karigtirilarak iist faz tekrar yeni bir ependorfa
almmistir. Alinan hacmin 1/10 u kadar 3M amonyum asetat ve 2 voliim %100 etanol
konularak bir gece -20 derecede bekletilmistir. Ertesi giin 6rnekler 15 dakika 13200 rpm de
santrifiij edilmistir. Elde edilen DNA {izerine 500 ul %70 etanol eklenerek 2 dakika 13200
rpm de santrifiij edildikten sonra DNA pelleti kurutulmius, iizerine 25-30 pl TE konulmustur.

elde edilen o6rnekler %2’lik agaroz gelde yiiriitiilerek UV transliimiinatér de goriintiilenmistir.
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3.2.9. Total Protein izolasyonu

100 mm’lik petrilere 1,5x 10° hiicre ekilmistir. Yapisan hiicrelere 30 uM EBR 12, 24 ve 48
saat hiicrelere uygulanmistir. Hiicreler 1X PBS ile toplanarak 2 dakika 13200 rpm’de
coktiiriilmiistiir. Bu istem etrideki biitlin hiicreler toplanana kadar tekrarlanmistir. Santrifiijle
¢oktiiriilen hiicrelere lizis tamponu eklenmisitr. Ornekler 20 dakika oda sicakliginda
calkaliyicada inkiibe edildikten sonra 20 dakika 13200 rpm de +4 °C de santrifiij yapilmistir.

Ust faz yeni Ependorf tiipiine almarak miktar tayini yapilmistir.

3.2.10. Bradford Protein Miktar Tayini

Protein igeriginin belirlenmesi i¢in Bradford yontemi kullanilmistir (121). Konsantrasyonu
1,5 pg/ pl olan BSA (sigir serum albumin) kullanilarak dnce standart egri olugturulmustur. Bu
egri su sekilde hazirlanmistir: 1,5 pg/ pl, 3 pg/ pl, 4,5 pg/ wl, 6 pg/ wl, 7,5 pg/ ul BSA’nin
iizerine Bradford ¢ozeltisi eklenerek 595 nm dalga boyunda absorbanslari 6l¢iilmiis, elde
edilen proteinlerden 1 pg/ul alinarak ayni dalga boylarinda absorbanslari belirlenmistir.
Standartlarin absorbans/konsantrasyon grafigi elde edildikten sonra, bu grafigin egim esitliligi

kullanilarak absorbans degerleri bilinen 6rneklerin konsantrasyonlari belirlenmistir.

3.2.11. immunoblotlama Yontemi

3.2.12.1. Proteinlerin Hazirlanmasi ve SDS-PAGE 'de Yiiriitiilmesi

Immunoblotlama yontemi igin Laemmli tamponu (4X) ve 30 ug protein ornekleri 1:3
oraninda karistirilarak 95°C’de 5 dakika tutulmustur. %4 yiikleme ve %12’lik ayirma SDS-
PAGE hazirlanarak, proteinler bu jel sistemine yiiklenmislerdir. Jel sisteminde ilk kuyuda

daima protein belirteg ile birlikte 100 V’de 2 saat yiiriitme tamponunda yiiriitilmiistiir.

3.2.11.2. Membrana Transfer ve bloklama

SDS-PAGE sonrasi, yiikleme jeli kesilerek ortamdan uzaklagtirilmistir. Ayirma jeli boyutunda
kesilen poliviniliden fluorid (PVDF) membranlar jellerin altina konduktan sonra, membran ve
jellerin her iki tarafina transfer tamponunda islatilmis filtre kagitlar1 yerlestirilmistir. Jel,
membran ve filtre kagitlar1 kasetlere yerlestirilerek 1,5 saat boyunca 350 miliamperde transfer
islemi gerceklestirilmistir. Transfer iglemi sonras1t membranlar, 2 saat oda sicakliginda, %5’1lik
yagsiz slt tozu (%0.1 Tween 20 igeren 1X TBS) igerisinde bekletilerek bloklama islemi
yapilmustir.
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3.2.11.3. Primer ve Sekonder Antikor Isaretlemeleri

Siit tozu igerisinden alinan membranlar, 1X TBS-Tween ile 5 dakika olmak iizere 3 kez
yikandiktan sonra, primer antikorlarla gece boyu +4°C sicaklikta bekletilmislerdir. Birincil
antikorlar %5’lik yagsiz siit tozu (% 0,1 Tween20 iceren 1X TBS) icinde asagida belirlenen

dilusyonlarda uygulanmiglardir:

Beta-aktin , PARP kesilmis kaspaz 9, kaspaz 3, kesilmis kaspaz 3, kaspaz 7, kaspaz 8, Puma ,
Bak, Bid, Bax, Bim, Mcl-1, Bcl-xL, ODC, AZI, Prof. Chaim Kahana’nin (Weizmann
Enstitiisii) hediyesi), SSAT, PAO, Src, c-Raf, p-c-Raf, ERK1/2, p38, p-p38, SAPK/INK, p-
SAPK/JINK, c-Jun, c-Fos, c-Myc, p-PTEN, PI3K p85, AKT, FoxO3a p-FoxO3a (Ser318/321)
(CST, poliklonal anti tavsan). Her bir antikor super block T-20 ¢ozeltisi ile (Pierce) 1:500-
1:1000 araliginda cahisilmistir. HRP-konjuge sekonder antikorlar 1:5000 aralifinda
calisilmistir (CST). siRNA igin SSAT (Santa Cruz sc-61617), PAO (santa Cruz sc-44540),
p53 (Santa Cruz sc-29435), p53 plazmidi igin; pcDNA-Flag-p53 vektorii (Addgene plasmid
#10838)) kullanilmimstir.

Primer antikorlarin uygulanmasini takiben membranlar 5’ser dakika boyunca 3 kez TBS-
Tween ile yikanmistir. Yikamanin ardindan, membranlar anti-tavsan ve anti-fare ikincil
antikorlar (1:3000) ile gece boyu +4°C sicaklikta bekletilmistir. Ikincil antikor uygulamasimin
ardindan, 10’ar dakikalik 3 TBS-Tween ve 10 dakikalik TBS yikamas1 sonrasinda, drnekler

kemiluminisans tampon (A ve B ¢ozeltilerinin 1:1 karisimi) ile 1 dakika muamele edilmistir.

3.2.11.4. Bantlarin Goériintiilenmesi

Membranlar kemiluminisans tamponu ile bekletildikten sonra, rontgen kasetleri igerisine,
stre¢ filmle sarilarak yerlestirilmistir. Membranlarin {izerine rontgen filmleri yerlestirilerek,
elde edilen kemiluminisansin filmi yakmasi saglanmistir. Gelistirici ve sabitleyici film
cozeltileri ile istenilen goriintii elde edilinceye kadar yikanarak, en son asamada filmler soguk

suda yikanarak kurumaya birakilmiglardir.
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3.2.12. Poliamin Miktarlarinin Yiiksek Basin¢h Sivi Kromotografisi (HPLC) ile Tayini

1x10° sayida hiicre 60 mm’lik petri kaplarina ekilerek, bir gece boyunca 37 °C’de %5’lik
CO’li etiivde tutulmuslardir. Hiicrelere daha sonra 30 uM EBR uygulanmistir. PA
iceriklerinin belirlenebilmesi i¢in 6ncelikle hiicreler 1X PBS ile yikanmis, daha sonra kaziyici
yardimi ile kazinarak kaldirilmis ve santrifiij tliplerinde toplanmislardir. Tiipler daha sonra

13200 rpm’de bir dakika boyunca ¢oktiiriilmiis ve benzoilasyon iglemine gecilmistir.

500 pl trikloroasetik asit (TCA) hiicre lizatinin iizerine eklenerek cam tiiplere alinmis ve daha
sonra iizerine Iml sodyum hidroksit eklenmistir. 10 ml %50 benzoil kloriir eklenmesinin
ardindan tiipler 1 dakika boyunca karistirilmistir. 20 dakika oda sicakliginda inkiibasyon
sonrasi tiipler tekrar 1 dakika boyunca karistirilmistir. Orneklerin iizerine 1 ml 5M sodyum
kloriir eklendikten sonra, her tiipe 2 ml dietileter eklenip vortekslenmistir. Asagida kalan
tabaka yeni mikrofiij tiiplerine alinmis ve daha sonra bu tabakanin iizerine saf su eklenerek
tipler karistirilmigtir. Tiipler daha sonra 13200 rpm’de 2 dakika santrifiij edilip, kloroform
iceren kistm yeni bir tipe alinip evaporatér yardimi ile cam tiiplerde ugurma
gerceklestirilmistir. Orneklerin iizerine 500 pl metil alkol eklenmis ve elde edilen PA

ekstrakt1 -20°C’de saklanmustir.

PA analizleri yiiksek basingli sivi kromatografi cihazi ile gerceklestirilmistir. Mobil faz olarak
% 60’ik metanol kullanilmustir. Internal standart olarak diaminooktan kullanilmistir.
Kromatografiden ¢ikacak sonuclarin analiz edilmesinden 6nce PA standartlar1 hazirlanarak
cithazda okutulmustur.Hazirlanan PA standartlar1 asagidaki sekildedir:

e 1 mM Put: 8 mg Put hidroklorid (50 ml saf su ile)

e 1mM Spd: 12,7 mg Spd hidroklorid (50 ml saf su ile)

e 1 mM Spm: 17,4 mg Spm tetrahidroklorid (50 ml saf su ile)

Her analiz oncelikle hazirlanan standart ornekler enjekte edilerek baslanmistir. Buna gore
sirastyla Put 6. dakikada, Spd 13. dakikada, Spm ise 23. dakikada HPLC kolonundan ¢ikarak
ultraviole 151k altinda tespit edilmistir. Orneklerin enjeksiyon hacmi 50 pl olacak sekilde
ayarlanmistir. Elde edilen PA degerleri protein bazinda ifade edilmistir. Her analiz en az {i¢

kere tekrarlanmaistir.
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3.2.13. siRNA Yontemi ile Gen Susturulmasi

2x10* HCT 116 ve HT 29 hiicresi 6 kuyucuklu petri kaplarina ekilerek bir gece petri kabina
yapismalar1 beklendikten sonra hiicrelere SSAT siRNA, PAO siRNA ve p53 transfeksiyonu
gergeklestirilmistir. siRNA uygulamalar1 48 saat siire ile gergeklestirildikten sonra gen
susturulmasi immunoblotlama yontemleri ile kontrol edilmistir.Bu islemler igin total protein

elde edilmistir.

3.2.13.1. siRNA Transfeksiyonu

SSAT siRNA 1,25 ug/ul, transfeksiyon ajani ise 2:3 oraninda, PAO siRNA yine 1,25 pg/ul,
transfeksiyon ajani ise 2:3 oraninda ve bunun yani sira p5S3 siRNA 1,25 pg/ul, transfeksiyon
ajant da 2:3 oraninda uygulanmistir. Ayrica hiicrelere negatif kontrol olarak negatif sSIRNA
transfeksiyonu da 1,25 ug/ul konsantrasyonda yapilmis, transfeksiyon ajani 2:3 olarak
uygulanmistir. siRNA uygulamalar tiretici firmalarin 6nerdigi protokollere bagli kalinarak
gerceklestirilmistir. Kisaca fetal sigir serumu icermeyen besiyerinde hazirlanip, 15 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra, hiicrelerin iizerinde bulunan besiyerine damla damla eklenip
petri kabi dikkatli bir sekilde calkalanmistir. siRNA uygulamasidan 5 saat sonra 2x McCoy’s
besiyeri eklenir ve 24 saat beklenir. 24 saat sonra siRNA’l1 besiyeri degistirilir ve normal

besiyeri ile 24 saat beklendikten sonra 30 uM EBR 48 saat boyunca uygulanmustir.

3.2.13.2. p53 Plazmid Transfeksiyonu

p53 plazmidi 2 pg/ul, transfeksiyon ajani ise 1:6 oranindadir. Hiicrelere plazmid uygulamasi
fetal s1g1r serumu icermeyen besiyerinde hazirlanip, 15 dakika oda sicakliginda bekletildikten
sonra, hiicrelerin tizerinde bulunan besiyerine damla damla eklenmistir ve petri kab1 dikkatli
bir gekilde calkalanmistir. Plazmid uygulamasidan 24 saat sonra besiyeri degistirilmis ve
birgiin boyunca bekletilmistir. Daha sonra besiyeri 30 uM EBR igeren besiyeri ile
degistirilerek 48 saat beklenmistir. .

3.2.14. istatiksel Analiz
Elde edilen veriler en az ii¢ deney tekrarmnin ortalamasidir. Veriler Graph Pad 4.04 istatistik
programi ile analiz edilmistir. Gruplarin karsilastirilmasinda bagimsiz t testi kullanilmis ve

anlaml1 degisimler i¢in p degeri < 0.05 olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. EPIBRASSINOLID’IN HCT 116 ve HT 29 KOLON KANSERi HUCRE
HATLARINDA HUCRE CANLILIGINA ETKIiSi

HCT 116 ve HT 29 kolon kanseri hiicrelerine artan konsantrasyonlarda (10-50 uM) 24 saat
boyunca EBR uygulanmistir. EBR’in artan dozlariyla beraber HCT 116 ve HT 29 hiicre
canliliginin azaldigit ve 30 uM EBR uygulamasinin hiicre canliligmin % 50’ oraninda

azalmasina neden oldugu saptanmistir. Segilen 30 uM EBR deneyler siiresince kullanilmistir
(Sekil 4.1).

1504
E=a HCT 116
e HT 29

1004

*
T

50+

Bagil Hucre Canlihgi (%)

0 10 15 20 30 50

EBR Uygulamasi (pM)

Sekil 4. 1. HCT 116 ve HT 29 hiicrelerinde doza bagh EBR uygulamasinin hiicre canliligina etkisi. * p<
0,01;****p<0,00001.

MTT testi sonucunda seg¢ilen 30uM EBR dozunun zamana bagli olarak (0,5-48 saat) hiicre
canlilig1 iizerindeki etkisi aragtirilmistir. 30 uM EBR 48 saat boyunca uygulandiginda HCT
116 hiicrelerinde % 52,4, HT 29 hiicrelerinin % 34 oraninda hiicre canliligt kaybi
gortilmektedir (Sekil 4.2).
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Sekil 4. 2. HCT 116 ve HT 29 hiicrelerinde zamana bagh EBR uygulamasinin hiicre canliligina etkisi. * p<0,01;
****p<0,0001.

Yapilan MTT deneyleri sonucu secilen 30 pM EBR’in zamana bagli olarak hiicre biiyiimesi
tizerindeki etkilerini belirleyebilmek amaciyla hiicre sagkalim analizi uygulanmigtir. Hiicreler
tripan mavisi boya ile boyanarak 151tk mikroskobu yardimiyla sayilmis ve hiicre sayilari
kontrol hiicreleriyle karsilagtirilmistir. 30 pM EBR uygulamasinda HCT 116 hiicrelerinde ilk
24 saatte hiicre biiyiimesinin durdugu 48 saatle beraber hiicre Oliimiiniin basladigi
belirlenmistir. HT 29 kolon kanseri hiicre hattinda ise uygulanan 30 uM EBR 24 saatle
beraber hiicre oliimiine sebep oldugu, HCT 116 hiicre hattiyla karsilastirildiginda 6lim
oraninin daha diisiik oldugu saptanmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4. 3. EBR uygulanan hiicrelerde zamana bagh olarak hiicre biiyiimesinin incelenmesi.

4.2. EPIBRASSINOLID’IN HCT 116 ve HT 29 HUCRE HATLARINDA APOPTOTIK
ETKIiSi

EBR uygulanan hiicrelerde apoptotik 6liimiin tetiklenip tetiklenmedigini belirlemek amaciyla
0lii hiicrelerin boyanmasini saglayan Pl boyamasi yapilmistir. Canli hiicrelerin zarindan gecis
yapamayan propidyum iyodiir 6lii hiicrelerin zar morfolojisi degismesiyle hiicre icine girerek

oli hiicrelerin gozlenmesini saglamaktadir. Hiicredeki mitokondriyal apoptotik hiicre
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Olimiinii  gostermek amaciyla DiOCg boyama yapilmistir. Hiicre i¢indeki nuklear
kondensasyonu gostermek igin ise ilag uygulanmis hiicrelerde DAPI boyama

gerceklestirilmistir.

30 uM EBR uygulanan HCT 116 ve HT 29 hiicrelerinde 24 saatte hiicre 6limiiniin meydana
geldigi ve 48 saatin sonunda hiicre Oliimiinde belirgin bir artis oldugu Pl boyama ile
belirlenmigtir. DiOCg boyama ile 30 puM EBR’in mitokondriyel membran potansiyeli
iizerindeki etkisi incelendiginde, her iki hiicre hattinda 48 saatlik EBR uygulamasimin 24

saatte gore daha fazla hiicre canliliginda azalmaya neden oldugu goriilmektedir (Sekil 4.4).

HCT 116
EBR uygulamasi (saat)
EBR 0 24 48
Isik
Mikroskobu |

Pl

DiOGs
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HT 29
EBR Uygulamasi (saat)

EBR 0 24 48

Isik
Mikroskobu

Pl

DiOGs

ekil 4. 4. HCT 116 ve HT 29 hiicre hatlarinda 30 uM EBR uygulamasi sonucu hiicre 6liimii ve mitokondri membran
n Y8
potansiyelindeki degisim PI ve DiOC6 boyama ile gosterilmistir.

HCT 116 ve HT 29 kolon kanseri hiicrelerinde 48 saat EBR uygulamasi ile olusan DNA
kiriklar1 DAPI boyama ile belirlenmistir. HCT 116 kolon kanseri hiicre hattt HT 29 hiicre
hattina gére EBR uygulamasi sonucunda 48 saatte DNA kiriklariin 24 saate gore daha fazla
artis gosterdigi goriilmiistiir. EBR ile tetiklenen apoptotik hiicre dliimiinii gostermek amaciyla

DNA fragmentleri belirlenmistir (Sekil 4.5- Sekil 4.6).
24 saat 48 saat

EBR )
- . . -
: » --

Sekil 4. 5. HCT 116 ve HT 29 hiicrelerinde EBR ile tetiklenen DNA kondensasyonunun gosterilmesi.
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HCT 116 HT 29
EBR Uygulamasi (saat) EBR Uygulamasi (saat)

Sekil 4. 6. Apoptotik hiicrelerde DNA kiriklarimin gosterilmesi.

HCT 116 ve HT 29 kolon kanseri lizerindeki steroid bir hormon olan EBR tarafinda tetiklenen
apoptotik hiicre 6liim yolaginin modellenmesi amaciyla apoptotik yolakta 6nemli bir rol
oynayan Bcl-2 ve kaspaz ailesi iiyeleri incelenmistir. Sekil 4.7°de gosterildigi gibi her iki
kolon kanseri hiicre hattinda EBR uygulamasi yapilmamis kontrol hiicreleriyle
karsilastirldiginda apoptotik hiicre 6liimiiniin gergeklesmesinde bir belirteg olan PARP kesimi
arastirtlmistir. Farkli zamanlarda EBR uygulamasi yapilan HCT 116 hiicrelerinde kontrol ile
karsilastirildiginda 6zellikle 48 saatte PARP kesimininin (89 kDa) 12 ve 24 saate gore daha
da arttig1 goriilmektedir. HT 29 hiicre hattinda ise 12 saatlik EBR uygulamasiyla PARP

kesiminin bagladig1 ve artan zamanla beraber 6zellikle 48 saatte PARP kesiliminin arttig

gorilmiistir.
HCT 116 HT 29
EBR uygulamasi(saat) EBR uygulmasi (saat)
0 12 24 48 0 12 24 48

0,60 1,14 1,01 1,83 1,47 1,13 1,07 0,88
0,33 0,53 1,12 1,83

1 0,96 098 085 1 0,92 0,95 0,94

Sekil 4. 7. EBR ile tetiklenen apoptotik yolakta PARP kesiliminin belirlenmesi

Bu verilere ilave olarak EBR uygulanmis kolon kanseri hiicrelerinde apoptotik yolaktaki
kaspaz ailesi anlatimlar1 da arastirilmigtir. Kazpaz ailesi iiyesi olan baslatic1 kazpaz 9 ve etkili
kaspazlar, kaspaz 3 ve 7, hiicre igindeki kalsiyum seviyesinin artmasiyla aktifleserek hiicre
iskeletinin yikilmasini saglamaktadir. Zamana bagli olarak uygulanan EBR ile, HCT 116 ve
HT 29 hiicre hatlarinda 24 saat sonunda kazpaz-3 anlatimi1 azalmistir. HCT 116 hiicre hattinda
EBR, kaspaz 3 kesilimi ise 24 saatten itibaren artarken HT 29 hiicre hattinda 6zellik 48 saatte
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kaspaz 3 kesilimi i¢in belirleyici olarak bulunmustur. Diger etkili bir kazpaz olan kaspaz 7,
her iki hiicre hattinda da zamana bagli olarak azalmistir. Ekstrinsik yolakta 6énemli bir kazpaz
olan kaspaz 8 ise zamana bagl olarak EBR uygulamasi sonucu HCT 116 hiicrelerinde 48
saatte kontrole oranla azalma goriilitken HT 29 hiicre hattinda ise bir degisiklik
belirlenememistir. Kazpaz ailesinin diger bir iyesi olan kaspaz 9un HCT 116 hiicre hattinda,
EBR uygulamasindan 12 saat sonra aktive olmaya basladigi, HT 29 hiicre hattinda ise EBR’1n
48 saatte kaspaz 9 kesilimine yol actig1 saptanmustir (Sekil 4.8). Kaspaz bagimli apoptoz ayni
zamanda kaspaz inhibitorii z-VAD-FMK varliginda da incelenmistir. Onciil Z-VAD- FMK (1
saat) ardindan EBR uygulamasi, sadece EBR ile tetiklenen apoptotik 6liimii engellemistir
(Sekil 4.8).

HCT 116 HT 29
EBR Uygulamasi (saat) EBR uygulamasi (saat)
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Sekil 4. 8. EBR uygulanms hiicrelerde zamana bagh olarak kaspaz aktivasyonunun gésterilmesi. ****p<0,00001
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Apoptotik hiicre 6liim yolaginin tetiklenmesinde 6nemli bir rolii olan pro- ve anti- apoptotik
Bcl-2 ailesi iiyelerinde EBR uygulamasi sonucundaki degisimleri. Sekil 4.9’ da gosterildigi
gibi pro-apoptotik Bcl-2 ailesine ait olan ve islevsel olarak benzerlik gdsteren Bak ve Bax
proteinleri, EBR uygulamasindan sonra; HCT 116 hiicre hattinda ila¢ uygulamasi yapilmamis
kontrol hiicrelerinde bazal seviyesi az olan Bak proteininin anlatiminin arttig1r gériilmektedir.
HT 29 hiicre hattinda ise 12 saatlik EBR uygulamasindan sonra Bak anlatiminin arttigi
goriilmektedir. Zamana bagli olarak EBR uygulanmasi sonucu HCT 116 hiicre hattinda Bax
ifadesi artarken, HT 29 hiicre hattinda ise anlamli bir degisiklik g6zlenmemistir. Pro-
apoptotik Bcl-2 ailesi iiyesi olan olan Bid proteini ise HCT 116 hiicre hattinda EBR
uygulamasi sonucu kesilirken, HT 29 hiicre hattinda ise bir degisiklik gézlenmemistir. Ayni1
zamanda her iki hiicre hattinda EBR ila¢ uygulamasi sonucunda pro-apoptotik Puma’nin
anlatimmin zamana bagli olarak arttigi tespit edilmistir. Bir diger pro-apoptotik protein olan
Bim’in {i¢ ana izoformunun (BimEL, BimL, BimS) HCT 116 hiicre hattinda 48 saat, HT 29
hiicre hattinda ise 12 saat EBR uygulamasi ile beraber kontrol hiicrelerine gore anlatimlarinin
arttig1 goriilmektedir (Sekil 4.9). Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyesi olan Bel-xL ve Mcl-1
proteinlerinin zaman bagli olarak EBR uygulamasi sonucunda anlatim diizeylerindeki
degisiklikler incelendiginde, HCT 116 ve HT 29 hiicre hatlarinda Bcl-xL ifadesinde anlamli
bir degisiklik olmadigi, Mcl-1 anlatiminda ise HCT 116 hiicre hattinda 12 saat ilag
uygulamasi ile birlikte anlatim seviyesinin azalmaya basladigi ve 24 saatten sonra yikildigi
Sekil 4.9’da goriilmektedir. HT 29 hiicre hattinda ise Mcl-1 anlatiminda bir degisiklik
belirlenmemistir (Sekil 4.9).
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HCT 116 HT 29
EBR Uygulamasi (saat) EBR Uygulamasi (saat)
12 48

Bak (25 kDa)

Bax (20 kDa)

Puma (18, 23 kDa)

1,87

0,59 0,59 0,61

¥ % 3 % 1,96 1,53 1,68 1,69
BimEL > - ' ¢ Bim EL
Bim L Bim (23,15,12 kDa) ¢ Bim L
BimS 3 3 Py , - € Bim S
0,62 1,29 0,77 1,37 0,18 1,32 2 1,91
1,54 0,99 1,30 2,14 2,06 2,14

1,04

Bid (22 kDa)

Bel-x, (30 kDa)

Mecl-1 (40 kDa)

B-Aktin (42 kDa)

1 1,10 1,10 0,81

Sekil 4. 9. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin EBR uygulamasi sonucu anlatimlarindaki degisikliklerinin
gosterilmesi

4.3. EPIiBRASSINOLID’IN POLIAMIN METABOLIK ENZIMLERINE ve ROS
URETIMINE ETKISi

HCT 116 kolon kanseri hiicrelerinde EBR uygulamasiyla birlikte PA metabolizmasindaki
degisimler arastirillmistir. Sekil 4.12°de goriildiigi gibi PA biyosentezinde rol oynayan ODC
enzimi ve ODC enzimi regiilatorii AZI’'nin anlatimlart HCT 116 ve HT 29 hiicre hatlarinda
EBR uygulamasiyla beraber azalmistir. PA katabolizmasinda 6nemli rolleri olan SSAT ve
PAO enzimlerinin ise EBR uygulanmamis kontrol hiicrelerinde bazal seviyelerinin ¢ok az
oldugu, ila¢ uygulamasiyla birlikte her iki hiicre hattinda da 12. saatten itibaren anlatim

diizeylerinin arttig1 saptanmustir (Sekil 4.10).
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Sekil 4. 10. EBR uygulamasi sonucunda PA biyosentez ve katabolizmasindaki enzimlerin anlatim seviyelerindeki
degisikliklerin gosterilmesi

Azalan ODC ve artan katabolik proteinler sonucu hiicre i¢i PA diizeyleri farkli zaman
dilimlerinde (12, 24, 48 saat) EBR uygulanan HCT 116 kolon kanseri hiicrelerinde

incelenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4. 11. EBR uygulanms HCT 116 ve HT 29 kolon kanseri hiicrelerinde poliamin igeriginin gosterilmesi. *p <0,01;
**p<0,001; *p<0,0001.

EBR’nin tetikledigi apoptozun PA katabolizmasi ile olan iligkisinin daha iyi anlasilmasi igin

katabolik yolakta dnemli rol oynayan SSAT ve PAO enzimlerine 6zgii siRNA’lar uygulanmig

ve apoptotik mekanizma incelenmistir. Uygulanan siRNA miktarlarinin optimize edilmesi

adina farkli konsantrasyonlarda siRNA uygulamalar1 yapilmis ve hiicre hatlar1 igin toksik

olmayan siRNA:transfeksiyon ajani orani belirlenmistir (Sekil 4.12). MTT testi ile yapilan

optimizasyona gore 2:3 orani belirlenmistir.
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Sekil 4. 12. HT 29 kolon kanseri hiicrelerinde SSAT ve PAO siRNA oram optimizasyonu.

Belirlenen oranlarda SSAT ve PAO siRNA HCT 116 ve HT 29 kolon kanseri hiicrelerine
uygulanmis ve bu hiicrelerde EBR uygulamasi sonucunda hiicre canliligindaki etkileri
incelenmistir. Her iki hiicre hattinda da 30 uM EBR uygulamasi hiicre canliliginda %50
oraninda azalmaya sebep olmustur. Uygulanan siRNA konsatrasyonlari her iki hiicre hattinda
hiicre canliliginda anlamli bir azalisa yol agmazken, sadece EBR uygulanmis Orneklere
oranla, 48 saat EBR+siRNA uygulanmis her iki hiicre hattinda da PAO siRNA uygulamasi
EBR’nin neden oldugu hiicre canliligi kaybini engellememistir. Bununla birlikte SSAT
siRNA uygulanan hiicrelerde EBR’nin canliligia ket vurucu etkisine HCT 116 hiicre
hatlarinda engellendigi, HT 29 hiicre hattinda ise bir degisiklige neden olmadigi saptanmistir
(Sekil 4.13).
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Sekil 4. 13. HCT 116 ve HT 29 kolon kanseri hiicrelerinde SSAT ve PAO siRNA uygulamasinin hiicre canhihgima
etkisi.

PA katabolizmasi iizerinde 6nemli etkileri olan SSAT ve PAO enzimlerinin SiRNA ile
susturulmas1 sonucu hiicredeki apoptotik etkinin saptanabilmesi i¢in western blot yontemi ile

PARP kesimi arastirilmistir (Sekil 4.14). HCT 116 hiicre hattinda 48 saatlik EBR uygulamasi
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PARP kesimini arttirirken SSAT ve PAO siRNA uygulamasiyla PARP kesimi azalmistir. HT
29 hiicre hattinda ise 6zellikle PAO siRNA uygulanan hiicrelerde EBR uygulamasi sonucu
PARP kesimindeki azalmanin ¢ok fazla oldugu belirlenmistir (Sekil 4.14).

SSAT siRNA = = + + S - e
PAO siRNA 3 3 5 = + + o
EBR - + - + - + -
NS - - - - - - +
HCT116 W S s e s s | cPARP (89KDa)
0,50 0,84 0,33 0,18 0,25 0,38 0,40
HT29 - - : cPARP (89kDa)
0,36 0,34 0,14
| St I M A . s D |
1 0,94 0,91 0,92 0,54 0,95 0,94

Sekil 4. 14. SSAT ve PAO siRNAuygulanmis hiicrelerde PARP kesiminin gosterilmesi.

Kolon kanseri hiicre hatlarinda EBR’nin tetikledigi apoptozun PA katabozmasi ile
etkilesimini daha iyi ortaya koyabilmek i¢in PAO ve SMO inhibitorii olan MDL-72,527
varliginda hiicre canlilig1 kaybi incelenmis ve sadece EBR uygulamasi ile meydana gelen
hiicre canliligr kaybi ile karsilastirilmistir. HCT 116 ve HT 29 hiicrelerinde 2 saat onciil
MDL-72,527 uygulamasi sonrasinda EBR uygulandiginda, sadece EBR ile tetiklenen hiicre
canliligr kayb1 engellenmistir (Sekil 4.15). Ayni1 zamanda PA katabolizmasinin MDL 72,527 ile
inhibe edilmesi EBR ile tetiklenen PARP kesilimini her iki hiicre hattinda da azaltmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4. 15. HCT 116 ve HT 29 hiicre hattinda MDL 72, 527 uygulamasi sonucu hiicre canliligindaki degisimlerin
saptanmasi ve apoptotik cevabin incelenmesi. *** p< 0,001
4.4. EPIBRASSINOLID’IN HUCRE SAGKALIM YOLAKLARI UZERINE
ETKILERI

HCT 116 ve HT 29 kolon kanseri hiicre hatlarinda EBR uygulamasi sonucunda oncelikle
MAPK sinyal iletim mekanizmasinda islevsel proteinlerin anlatimlarindaki degisimler
incelenmistir. Sinyal iletiminde rol oynayan Src her iki hiicre hattinda EBR uyugulamasi ile
beraber artig gostermistir. MAPK yolaginda sinyal iletiminde 6nemli bir protein olan c-Raf’in
anlattminda EBR uygulamasiyla HCT 116 hiicre hattinda anlamli bir degisiklige neden
olmazken, HT 29 hiicre hattinda c-Raf anlatimi artmistir. Fosforlanmis c-Raf anlatim ise HCT
116 hiicrelerinde 24 saatten itibaren azalmistir. Bununla birlikte HT 29 hiicre hattinda ise 12
saatlik EBR uygulamasi, ila¢g uygulanmamis kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda c-Raf
fosforlanmasi azalirken 24 ve 48 saat EBR uygulamasi ile degisim gozlemlenmemistir. EBR
uygulamasinin MAPK sinyal kaskadinda gorevli bir diger protein olan ERK1/2 iizerindeki
etkisi incelendiginde ise HCT 116 hiicre hattinda zamana bagli ERK1/2 artis1 gozlemlenirken,
HT 29 hiicre hattinda zamana baglh olarak ERK anlatiminda azalma belirlenmistir (Sekil
4.16).
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Sekil 4. 16. EBR uygulamasinin MAPK ailesi proteinlerinin anlatimindaki etkileri.

MAPK ailesinin iiyesi olan p38 proteini anlattmi HCT 116 hiicrelerinde zamana bagli olarak
artis gosterirken, HT 29 hiicre hattinda ise 12 saatlik EBR uygulamasiyla beraber kayda deger
bir artis belirlenmemistir. HCT 116 hiicre hattinda p38 proteininin fosforlanmis aktif formu
arastirildiginda 6zellikle 48 saatte anlatiminda bir artis gézlemlenmis, bununla birlikte HT 29
hiicre hattinda EBR’nin zit bir etki yaparak p38’in fosforlanmasini indirgedigi belirlenmistir

(Sekil 4.17).

MAPK ailesinin diger bir iiyesi SAPK/JINK’m, HCT 116 hiicrelerinde normal ve fosforlanmis
formu zamana bagl olarak artis gostermistir. HT 29 hiicre hattinda ise SAPK’1n anlatiminin

24 saatte azaldigi INK’nin ise sadece 24 saatte artig gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.17).

MAPK kaskadi ile aktive olan bir transkripsiyon faktorii olan AP-1’1 olusturan c-Jun ve c-Fos
proteinlerinin EBR ile anlatimlarindaki degisiklikleri inceledigimizde ise; c-Jun anlatiminin
HCT 116 kolon kanseri hiicrelerinde ila¢ uygulanmamig kontrol hiicrelerine gére zamana
bagl olarak artis gosterdigi, HT 29 hiicre hattinda ise 12 saatlik EBR uygulamasinin ardindan
azaldig1 ve 48 saatte tamamen yok oldugu gézlemlenmistir. c-Fos proteinin anlatimi ise HCT
116 ve HT 29 hiicre hatlarinin her ikisinde zamana bagli EBR uygulamasiyla artis
gostermistir (Sekil 4.17). AP-1 transkripsiyon faktoriiniin hedefi olan c-Myc anlatimi
incelendiginde ise HCT 116 hiicre hattinda 24 ve 48 saatlik EBR uygulamasiyla bir artis
oldugu, fakat HT 29 hiicre hattinda ise 12 saat EBR uygulamasiyla azaldig: tespit edilmistir
(Sekil 4.17).
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Sekil 4. 17. EBR uygulamasinin MAPK ailesi proteinlerinin anlatimindaki etkileri.

PI3K/AKT sinyal yolagi aktivasyonu kanser hiicrelerinin  onemli  sagkalim
mekanizmalarindan biridir. EBR uygulamasinin bu yolakta PI3K’in p85 diizenleyici
tinitesinin tizerindeki etkisi arastirildiginda, HCT 116 kolon kanseri hiicrelerinde 6zellikle 48
saatte kayda deger bir azalma goriilirken HT 29 hiicre hattinda ise 12 saatlik EBR
uygulamasiyla beraber azalmaya basladigi ve zamana bagli olarak azalmanin devam ettigi
belirlenmistir (Sekil 4.18). Bu yolak iizerinde tiimor baskilayici olarak gérev yapan PTEN
proteininin fosforlanarak inaktif olmasi HCT 116 hiicre hattinda zamana baglh olarak artarken,
HT 29 hiicre hattinda ise EBR’nin zit etki yaparak PTEN fosforlanmasini 6zellikle 48 saatte
azalttig1 saptanmustir (Sekil 4.18).

PI3K aktivasyonunun alt basamaginda yer alan AKT proteininin anlatimi ise EBR uygulanan
her iki hiicre hattinda da 48 saatte azaldigi, bu azalisin HT 29 hiicre hattinda daha belirgin
oldugu ortaya konmustur. AKT proteinin fosforlanmis formu arastirildiginda ise HCT 116
hiicre hattinda zamana bagli EBR uygulamasi ile fosforile AKT proteininin azaldigi, HT 29

hiicre hattinda da 6zellikle 48 saatte anlamli bir sekilde azaldig1 goriilmustiir.
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Hiicre sagkalimini diizenleyen FOXO3a transkripsiyon faktoriiniin EBR uygulamasi sonucu
anlatimindaki degisiklikler arastirildiginda ise, HCT 116 hiicre hattinda zamana bagli olarak
EBR uygulamasi ile FOXO3a anlatimmin arttig1, fosforlanmig formunda ise zamana bagh
azalis oldugu saptanmustir. HT 29 kolon kanseri hiicre hattinda ise FOXO3a transkripsiyon
faktoriiniin 24 saat EBR uygulamasi sonucu anlatimmin azalmaya basladigi 48 saatte hemen
hemen yok oldugu goriilmiistiir. HT 29 hiicre hattinda FOXO3a’nin fosforlanmis formunun

ise 48 saatte anlamli bir bi¢imde azaldig1 goriilmistiir (Sekil 4.18).
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Sekil 4. 18. EBR uygulanan hiicrelerde PI3K/AKT sinyal yolaginin ve FOXO3a transkripsiyon faktoriiniin
anlatimindaki degisiklilerin gosterilmesi.
4.5. HCT 116 ve HT 29 HUCRE HATLARINDA EPiBRASSINOLIDLE TETIKLENEN
APOPTOZDA p53’UN ROLU

p53 proteini hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, hiicrelerin apoptoza yonlendirilmesinde kanser
hiicrelerinde 6nemli bir rol oynamaktadir. HCT 116 ve HT 29 hiicre hatlar1 arasindaki
farkliliklardan bir tanesi de HT 29 hiicre hattinda p53 proteinin 273. kodonundaki arjininin
mutasyona ugrayarak histidine (R273H) doniismiis olmasidir. Bu nedenle EBR ile tetiklenen

hiicre 6liimiinde, p53°iin nasil bir rol oynadig1 bu arastirmada aydinlatilmaya calisilmistir.

p53 proteini agisindan yabani tipte olan olan HCT 116 hiicre hatt1i p53’c 6zgii SIRNA

kullanilarak susturulmustur ve EBR’nin etkilerine bakilmistir. Diger taraftan p53 mutant olan

HT 29 hiicre hattina ise plazmid aktarimi yolu ile yabani tipte p53 anlatimi yaptirilarak

p53’tin EBR ile tetiklenen apoptozdaki olasi rolleri arastirilmistir. p53 siRNA ile beraber EBR
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uygulanan HCT 116 hiicre hattinda hiicre canliligi kaybinin engellendigi sekil 4.19 acikga

goriilmektedir.
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Sekil 4. 19. HCT 116 hiicre hattinda p53 siRNA uygulamasi sonucu EBR’nin etkisinin gosterilmesi. *** p< 0,001

Bununla birlikte p53 proteini mutant olan HT 29 hiicre hattinda ise p53 anlatiminin arttigi ve
EBR’nin 48 saat boyunca hiicrelerde meydana getirdigi hiicre canliligi kaybina etkisinin
artti@1 tespit edilmistir (Sekil 4.20).

150 -
B3 EBR-

Bl EBR+

Bagil Hucre Canlihgi (%)

HT 29 wt HT 29 p53+

Sekil 4. 20. HT 29 hiicre hattinda p53 overekspresyon sonucu EBR etkisinin gosterilmesi. ** p< 0,01

HCT 116 hiicre hattinda p53 proteinin susturulmast ve HT 29 hiicre hattinda ise
overekspresyonunun yapilmasi sonucunda EBR uygulamasinin apoptotik yolaktaki etkisinin
belirlenmesi igin PARP kesilimi incelenmistir. HCT 116 hiicre hattinda sadece p53 siRNA
uygulamasi PARP kesimine sebep olmazken p53 siRNA ve EBR uygulamasi PARP
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kesilimine sebep olmus ve bu etkinin sadece EBR uygulamasina goére arttigi belirlenmistir
(Sekil 4.21). HT 29 hiicre hattinda ise p53 anlatiminin arttirtldig1 hiicrelerde EBR uygulamasi
ile birlikte sadece EBR ile tetiklenen PARP kesiliminin degismedigi gézlenmektedir (Sekil
4.21).

HCT 116 HT 29 HCT 116 HT 29
EBR = + S . + = +
p53siRNA - - - - + +
p53 O.E w m wm om wm wm A
NS = - - -
— e > — OB GD — < PARP (116KDa)
" — <€ cPARP (89 kDa)
2,21 1,65 1,96 1,25 2,3 24 2,6 2,1
0,55 2,45 0,32 2,6 0,88
| | B-Aktin (42 kDa)
1 0,95 0,96 0,92 0,94 0,96 0,99 0,90 0,93

Sekil 4. 21. p53 siRNA uygulanmis HCT 116 ve p53 overeksprese edilmis HT 29 hiicre hattlarinda EBR’nin PARP
kesimi iizerindeki etkisi.

EBR’nin p53 iizerindeki etkisinin daha iyi anlasilmasi amaciyla HCT 116 p53 -/- hiicrelerde
EBR’nin zamana bagli olarak hiicre canliligina etkisi arastirilmistir. Zamana bagli olarak EBR
uygulandiginda 12 saatten itibaren hiicre canlilifinin % 60 oranina azaldig1 ve artan zaman
gore hiicre canliligindaki bu azalmanin degismedigi tespit edilmistir. Hiicre sagkalim
analiziyle de HCT 116 p53 -/- hiicrelerde EBR ’nin hiicre biiyiimesini durdurdugu ve sitostatik
etki yarattig1 goriilmistiir (Sekil 4.22).
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Sekil 4. 22. HCT 116 p53 -/- hiicre hatlarnda EBR’nin zamana bagh olarak hiicre canliligina ve sagkalimina etkisinin
gosterilmesi. *** p< 0,001
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5. TARTISMA VE SONUC

Kolon kanserleri bati iilkelerinde en sik goriilen kanser tiplerinden biridir ve cografi bolgelere,
cevresel kosullara gore farklilik gostermektedir. Yag bakimindan zengin ve lif orani diisiik
diyet de kanser gelisimini tetikleyen etkenlerdendir. Bu nedenle endiistrilesmis iilkelerde
kolon kanseri oran1 gelismekte olan tilkelere gore daha fazladir (122). Bununla birlikte, kolon
kanseri gelisim siireci genetik faktorlerle de tetiklenmektedir. Kolon kanseri teshisi konulan

hastalarin % 30-35’inde kalitimin rol oynadigi diistiniilmektedir (123).

Kolon kanseri tedavi stratejileri genellikle hiicrelerinin gogalmasina neden olan hiicre
sagkalim mekanizmalarinin baskilanmasi, hiicre 6limiini tetikleyen hiicre Olim sinyal
mekanizmalarinin aktiflestirimesi gibi molekiiler mekanizmalari hedef almaktadir. Bu nedenle
cesitli kemoterapotik ajanlarin hiicre i¢i molekiiler mekanizmalarinin belirlenmesi biiyiik
onem tagimaktadir. Karsilagilan en biiylik gilicliiklerden biri kanser hiicreleri tarafindan
gelistirilen ilaglara direng mekanizmasi ve ilaglarin bireylerde meydana getirdigi istenmeyen
yan etkilerdir. Bu kapsamda, hem baglangi¢ evresinde hem de agresif tiimdrlerin ortadan
kaldirilmasinda kullanilabilecek ayrica bireye yan etkisi aza indirgenmis kemoterapotik

ajanlarin gelistirilmesi i¢in ¢alisilmaktadir.

Son yillarda kanser hiicrelerinde, normal dokulara gore artan metabolizmalari ile dikkat ¢eken
PA’larin terapdtik bir hedef olabilecekleri iizerinde durulmaktadir (71). Okaryotik canlilarda
yaygin olarak bulunan bu alifatik katyon ailesi tiyeleri (Put, Spd ve Spm) hiicre biiyiimesi,
cogalmasi ve farklilasmasi gibi 6nemli olaylarda rol almaktadirlar (124). Kanserli dokularin
saglikli dokulara oranla daha fazla miktarda PA icerdikleri, ayn1 zamanda PA metabolizma
enzimi olan ODC’nin de fazla anlatimim1 gergeklestirdikleri bir¢cok calisma ile ortaya
konulmustur (4,125). Bu nedenle PA biyosentezi inhibitériit DFMO gesitli kanser tiirlerinde in
vitro ortamlarda denenmis ve umut vaat eden sonuglar alinmistir (126). Bununla birlikte in
vivo denemelerde yiiksek toksisite problemleri ile karsilasilmis ve sadece ¢ocukluk cagi

kanserlerinde etkisi gesitli faz denemelerinden gegebilmistir (127). PA biyosentez inhibitorii
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DFMO’nun siirh bir kapasite ile sadece belirli kanser tiirlerine etki ettiginin gosterilmesi
(128,129) ve ayn1 zamanda biyosentez yolaginin kesilmesinin kanser hiicrelerine disardan PA
alinmmini etkilemedigi, diyet ya da bakteriyal flora kokenli PA’larin kanser hiicrelerine
alinabildigi PA’lar ile ilgili yeni stratejilerin gelistirilmesini tetiklemistir (130). Son donemde
yapilan calismalar ¢esitli ajanlarla PA katabolizmasinin tetiklenmesi ve hiicre i¢i PA
seviyelerinin azaltilmas1 yoniindedir (131). PA katabolizma enzimlerinin tetiklenmesiyle
hiicrede PA seviyelerinde azalis meydana geldigi gibi, SSAT tarafindan asetillenen PA’larin
PAO ile oksidasyonlari ya da Spm’nin SMO ile dogrudan oksidasyonu sirasinda toksik
maddelerin agiga ¢ikmasi da tetiklenmektedir (132). A¢iga ¢ikan H,O, ve aldehitlerin kanser
hiicrelerinde apoptotik 6liimii tetikledigine iligskin birgok ¢aligma bulunmaktadir (133).

PA katabolik enzimlerinin aktivasyonunu hedef alan ajanlar arasinda DENSpm gibi PA
analoglar1 gosterilmistir. Hiicrelere DENSpm uygulanmasi sonucu PA homeostazinin
bozulmasiyla katabolik yolak enzimlerinden SSAT’nin arttigt gozlemlenmistir (134).
SSAT’nin, DNA kiriklart meydana getiren platin tiirevli kemoterap6tik ajanlardan
oksaliplatin ve sisplatin tarafindan en fazla tetiklenen genlerden biri oldugu tespit edilmistir
(135). Babbar ve Gerner (136) sulindak siilfonun kolon kanser hiicresi olan Caco-2 hiicre
hattinda SSAT aktivitesinin 4 Kkat artirdigimi tespit etmislerdir. Yapilan ¢aligmalar sonucu
SSAT’nin kolon kanserinde kemoterapotik ajanlara karsi verilen cevap mekanizmasinda
onemli bir biyobelirteg oldugu gosterilmistir (137). Bununla birlikte PA katabolizmasini
tetikleyen ajanlar yiiksek yan etkilere sahip ve PKa’ya spesifik ajanlari olusturmamaktadirlar.
Bu kapsamda 6zellikle androjen bagimli ve bagimsiz hiicreleri i¢eren heterojen tiimorler icin
PA’lar da hedef alarak hiicreleri apoptotik 6liime gotiirecek ayni zamanda normal dokulara
zarar vermeyen ajanlarin kesfine ve molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasina ihtiyag

duyulmaktadir.

EBR, bitkilerde biiyiime ve farklilasmay: tesvik eden ve memelilerdeki steroid hormonlara
benzerlik gosteren brassinosteroid ailesi tiyesidir. Bitkilerde iyi tanimlanmis rolleri ve sinyal
mekanizmasi haricinde memelilerdeki etkisi ilk kez 2008 yilinda Malikova ve ark. (17)
tarafindan saptanmistir. Bu calismada EBR’nin ¢esitli kanser hiicrelerinde hiicre canliligina
olan etkilerini ortaya konmustur. Bu ¢alismayi takiben, 2010 yilinda Steigerova ve ark. (18)
EBR’nin meme kanseri iizerinde etkisini arastirmis ve EBR’nin hiicre dongiisiine etki ederek

hiicre ¢ogalmasina etki ettigini ve apoptoz mekanizmasini aktive ettigini one siirmislerdir.
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Steigerova ve ark. (18) aymi zamanda EBR’nin steroid kokenli bir ajan olmasi nedeni ile
EBR’nin apoptotik etkisinin, ¢cogalmalar1 hiicre i¢i steroid reseptorleri ile tetiklenen MCF-7
meme kanseri hiicrelerinde, ER anlatimi olmayan MDA-MB-231 hiicrelerine oranla daha
fazla oldugunu ve EBR’nin steroid reseptorlerini bloke ederek bir transkripsiyon faktorii gibi
davranmalarina ket vurabilecegini ileri siirmiislerdir. Bununla birlikte Obakan ve ark. 2013
yilinda EBR’nin hem steroid reseptorii AR anlatimi1 yapan LNCaP, hem de yapmayan DU145
hiicre hatlarinda apoptotik etkisini gostermisler ve PA katabolizmasinin EBR i¢in énemli bir

molekiiler hedef oldugunu ortaya koymuslardir (3)

Bu noktadan yola ¢ikarak bu ¢alismada amag, ¢ogalmalar: birincil olarak streoid reseptorleri
ile tetiklenmeyen HC T116 ve HT 29 hiicre hatlarinda EBR’nin potansiyel apoptotik etkisinin
PA metabolizmas: ile ilskili olarak aydinlatilmasi ve ayni zamanda EBR’nin hiicre sagkalim
mekanizmalarindaki etkisini belirlemektir. Bununla birlikte seg¢ilen hiicre hatlarindan HCT
116 ve HT 29 hiicre hatlarinda bazal seviyesi az olmakla beraber, androgen reseptorii ve
estrojen reseptorii B anlatimi oldugu bilinmektedir (138) . Fakat HT 29 hiicre hattinda p53
proteini mutasyona (R273H) ugramistir (138).

Bu calismada elde edilen bulgulara gore, EBR, her iki hiicre hattinda doza ve zamana bagl
olarak hiicre canliligina etki ederek azalmaya sebep olmustur. HCT 116 hiicrelerinde 48 saat
stire ile 30 uM EBR uygulamasinin ardindan % 50 oraninda canlilik goériiliirken, HT 29 hiicre
hattinda ise bu oran % 66 olarak saptanmigtir. EBR uygulamasi ayni1 zamanda HCT 116 ve
HT 29 hiicre hatlarinda zamana bagli olarak hiicre sagkalimina da etki etmektedir. HCT 116
hiicrelerinde 24 saat EBR uygulamasi hiicre biiyliimesini durdururken 48 ve 72 saatte
sitotoksik etki yaratmis ve hiicre ¢ogalmasini negatif yonde etkiledigi belirlenmistir. HT 29
hiicre hattinda ise EBR uygulamas1 24 saatten itibaren sitotoksik bir etki yaratarak hiicre
cogalmasina ket vurmaktadir (Sekil 4.1-3). EBR uygulamasi sonucu goriilen hiicre
canliligindaki azalmanin apoptotik mekanizmanin aktivasyonu ile ilgili olup olmadigi da bu
arastirmada ele alinmigtir. EBR ile tetiklenen hiicre canliligi kaybinin apoptotik hiicre
olimiinden dolay1 kaynaklanip kaynaklanmadigini belirlemek amaciyla 6nce 24 ve 48
saatlerde mitokondri membran potansiyelindeki (Aym) bozulma floresan mikroskobu ile
belirlenmistir (Sekil 4.4). Aym kaybi, mitokondri ¢ift zar1 arasinda bulunan, elektron transport
zinciri iiyesi olan sitorom c’nin sitoplazmaya salinimini saglamaktadir. Mitokondriyel yolagin

aktive olmasi ile sitoplazmaya salinan sitokrom c, kaspaz aktivasyonunun tetiklenmesine

56



neden olmaktadir (82). EBR uygulanmis HCT 116 ve HT 29 hiicre hattinda baslatici ve etkili
kaspazlarin aktivasyonuna neden olarak kaspazlarin hedefi olan PARP’in kesimine neden
oldugu goézlemlenmistir. EBR’nin kaspaz bagimli ve mitokondri bagimli intrinsik yolak ile
apoptozu tetikledigi tespit edilmistir (Sekil 4.7). Aymi zamanda HCT 116 ve HT 29 hiicre
hatlarinda DNA kiriklarina neden oldugu hem DAPI boyama ile fluoresan mikroskobunda,
hem de agaroz jelde DNA kiriklarinin gézlemlenmesi ile belirlenmistir. Her iki hiicre hattinda
steroid anlatiminin bulunmasi EBR’nin etkisini arttirmis olabilecegi diistinlilmiistiir. Benzer
sekilde Steigerova ve ark. (18) EBR’nin meme kanseri hiicrelerinde kaspaz-bagimli apoptozu
tetikleyici etkisini géstermisler ayn1 zamanda, ER anlatimi1 bulunan MCF-7 hiicrelerinde daha
etkili oldugu da ileri siiriilmiistiir. Ayn1 sekilde Obakan ve ark. Da (3) AR anlatimi1 yapan
LNCaP hiicrelerinde EBR’nin, AR anlatimi bulunmayan DU145 hiicrelerine gore apoptozu
tetiklemede daha etkili oldugunu ama buna ragmen her iki hiicre hattinda da etkin bir sekilde
apoptotik hiicre oliimii saptamislardir. EBR’nin yani sira brassinosteroid tiirevlerinden
homokastasteronda ayni sekilde MCF-7 hiicrelerinde apoptozu tetiklemede etkili olmustur.
Benzer sekilde, bu ¢alismada da prostat kanseri hiicre hatlarindan AR (+) LNCaP hiicre
hattinda EBR, apoptozu tetiklemekte daha etkili oldugu ortaya koyulmustur (17).

Bu verilere ek olarak, 48 saat EBR uygulamasinin HCT 116 hiicre hattinda kaspaz-8
kesilimine neden olmasi fakat, HT 29 hiicre hattinda ayn1 etkinin goriilmemis olmast HCT
116 hiicrelerinde EBR’nin ekstrinsik apoptotik yolagi da aktive ettigi ve buna bagli olarak bu
hiicrelerde daha fazla apoptotik etki goriilmesini agiklamaktadir (Sekil 4.8). Literatiirde
EBR’nin kolon kanserlerinde etkisi bilinmemekle beraber, steroid hormon ekspresyonu
bulunmayan yapilan diger ¢alismalarda DU145 prostat ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinde ekstrinsik yolagin aktive oldugu (3) goriilmiistiir (18). Bu sonuglardan yola
cikarak EBR’nin HCT 116 hiicrelerinde her iki yolaginda aktive edildigi ilk kez gosterilmis

olmaktadir.

EBR’nin apoptotik yolaktaki etkilerini agik bir sekilde ortaya koyabilmek icin pro- ve anti-
apoptotik protein diizeylerindeki degisimler incelenmistir. Apoptozun indiiklenmesinde
anahtar rol oynayan Bcl-2 ailesi iiyeleri Bax ve Bak proteinlerinin anlatimlarinin 48 saatlik
EBR uygulamast sonucu HCT 116 hiicre hattinda arttig1 belirlenmistir, HT 29 hiicre hattinda
ise Bak anlatimi artarken Bax anlatiminda bir degisiklik gozlenmemistir. Diger pro-apoptotik

proteinler Puma, Bim anlatimi her iki hiicre hattinda da artig gdstermistir. Apoptotik 6liimiin
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baskilanmasinda rol oynayan anti-apoptotik proteinlerin EBR uygulamasi sonucu
anlatimlarindaki degisikliler incelendiginde; HCT 116 hiicre hattinda Mcl-1 proteinin 48
saatte yikildigi ancak HT 29 hiicre hattinda degismedigi, Bcl-X, proteinin anlatimininda ise
sadece HT 29 hiicre hattinda azaldigi belirlenmistir (Sekil 4.9). Bu sonuglar ile beraber
EBR’nin fakli kolon kanseri hiicrelerinde Bcl-2 ailesi tiyelerinin anlatimlar1 tizerine farkli
etkiler gosterdigi saptanmistir. Benzer sekilde Obakan ve ark. (3) ile Steigerova ve ark. da

(18) EBR’nin farkli hiicrelerde farkli Bcl-2 ailesinin rol oynadiklarini gostermislerdir.

PA’lar hiicre ¢ogalmasinda, DNA, RNA sentezinde énemli rol oynamaktadirlar . Hiicrelerde
asir1 sentezlenmeleri hiicre biiylimesine tetikleyerek kanser gelsimine neden olmaktadir. Bu
nedenle hiicre i¢i PA seviyelerinin azaltilmasina yonelik antikanser stratejiler son yillarda
onem kazanmistir. Yapilan ¢alismalarda sisplatin, doksorubisin gibi kemoterapotik ajanlarin
hiicre i¢i PA diizeyi, PA katabolizmasini aktive ederek azalttiklari gosterilmistir. Ayni
zamanda hiicre i¢i PA seviyesi hiicre sinyal mekanizmalar i¢inde kritik rol oynamaktadir. Bu
nedenle gelistirilen kanser tedavilerinde PA katabolik yolaginin aktive edilerek hiicre

biiylimesinin egellenmesi yeni bir terapétik strateji olarak goriilmektedir (139-142).

Bu arastirmada EBR’nin apoptotik etkisinin PA metabolizmasi ile olan iliskisi de HCT 116
ve HT 29 hiicre hatlarinda incelenmistir. Elde edilen bulgular, HCT 116 hiicre hattinda 48
saat EBR uygulanmasinin hiicre igi Put, Spd ve Spm seviyelerinin azalttigi, HT 29 hiicre
hattinda ise Spd ve Spm seviyelerini azaltirken Put seviyesinde artisa neden oldugunu ortaya
koymustur. PA’larin hiicre igindeki diizeylerindeki bu degisimleri anlamak amaciyla EBR
uygulamasi sonrasi PA metabolizmasinda rol oynayan proteinlerin anlatimlarndaki degisimler
arastirilmistir. PA biyosentezinde yer alan ODC enziminin HCT 116 ve HT 29 hiicre
hatlarinda EBR uygulamasiyla zamana bagli olarak anlatiminin azaldigi goriilmistiir.
ODC’nin diizenlenmesinde Kritik rol oynayan AZI anlatiminda 48 saat EBR uygulamasiyla
azalma oldugu belirlenmistir. Ancak, HT 29 hiicre hattinda AZI protein diizeyi 12 saatten
sonra azalirken 48. saatte tekrar artis gostermektedir (Sekil 4.10). Put seviyelerinin bu hiicre
hattinda azalmasi bu bulgu ile iliskilendirilmistir. AZI’nin ayn1 zamanda hiicre disindan igeri
PA tasinmasinda AZ OAZ ile birlikte tasindigi diisiiniildiigiinde, EBR uygulamasi ile birlikte
PA’larin farkli cevaplari, ODC diizenlenmesi ve PA tasinmas: ile ilgili olabilecegini

gostermektedir. Benzer bulgu Obakan ve ark. (3) tarafindan DU145 hiicre hattinda da elde
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edilmistir. Bu arastimacilar., EBR nin farkli prostat kanseri hiicreelerinde PA biyosentezinde

ve seviyelerinde farkli etkiler yarattigini1 gostermislerdir.

Hiicre i¢i PA diizeyindeki bu degisiklikler PA katabolizmasinda gorev alan enzimlerin protein
anlatimimin artmasi ile de ilgilidir. EBR uygulamasi HCT 116 ve HT 29 hiicre hatlarinda
SSAT anlatiminin artmasina neden olmustur. PAO anlatim1 ise HCT 116 hiicrelerinde zamana
bagl olarak artig gosterirken HT 29 hiicre hattinda 6zellikle 48 saatte artis gostermistir ve
boylece hiicre i¢i PA seviyesinde azalis meydana gelmistir (Sekil 4.11). Baska kemoterapdotik
ajanlarin da SSAT’ anlatimii uyardigi kolon kanseri hiicre hatlarinda saptanmistir (137).
PAO anlatimindaki artis ise daha 6nce Deveureux ve ark. (143) tarafindan akciger timor
hiicre hatlarinda gozlemlenmistir. PAO ve SMO gibi PA oksidazlarin katalizledikleri
reaksiyonlar sonucu H,O; ve aldehitler gibi toksik yan iiriinlerin agiga ¢iktig1 bilinmektedir
(144). Bu ajanlar hiicre iginde ROS olusumunu ve apoptozu tetiklemektedirler. CDK
inhibitorleri gibi kemoterapétik ilaglarin CaCo-2 ve HCT 1116 kolon kanseri hiicre hatlarinda
SSAT ve PAO’yu indiikleyerek ROS olusumunu tetikledikleri bilinmektedir (145,146).

EBR’nin PA katabolik yolagindaki etkilerini daha iyi anlamak amaciyla SSAT ve PAO
enzimlerini anlatimi susturulmus ve EBR’nin hiicre canliligi ve apoptoz tizerindeki etkileri
arastirilmistir. Uygulanan siRNA Kkonsatrasyonlart her iki hiicre hattinda hiicre canliliginda
anlamli bir azaliga neden olmazken, PAO siRNA uygulamasi, EBR’nin neden oldugu hiicre
canliligi kaybin1 engellemistir. Bununla birlikte SSAT siRNA uygulanan HCT 116 hiicre
hatlarinda EBR’nin hiicre canliligi kaybina olan etkisinin engellendigi, HT 29 hiicre hattinda
ise bir degisiklige neden olmadigi belirlenmistir. EBR’nin PA katabolizmasi ile etkilesimini
saptayabilmek amaciyla PARP kesilimi aragtirtlmig her iki hiicre hatt1 i¢in de SSAT ve PAO
SiRNA uygulamasiyla PARP kesiminin azaldigi belirlenmistir (Sekil 4.13-14). Bu bulgular
PA katabolizmasinin EBR ile tetiklenen apoptozda rol oynadiginin bir gostergesidir. EBR nin
PA katabolizmasina bagli olarak apoptozu tetikledigi benzer sekilde LNCaP prostat kanseri
ile yapilan aragtirmalarda gosterilmigtir. LNCaP hiicrelerinde SSAT ve PAO susturulmasinin

EBR’nin etkisini indirgedigi saptanmistir (3).

Arastirmanin bir sonraki asamasinda EBR’nin hiicre sagkalim yolaklarinda gorev alan
proteinlerle olan iligkisi incelenmistir. Mitojen-aktive edici protein kinazlar (MAPK), p38

MAPK ailesi, ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz (ERK) ailesi ve c-Jun NH; termial kinaz
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(JNK) ailesi olma tizere 3’ e ayrilmakta ve memeli hiicrelerinde sinyal iletim kaskadi
olusturarak c¢ogalma, farklilasma ve apoptozun diizenlenmesinde gorev almaktadirlar.
EBR’nin MAPK yolag: iizerindeki etkileri arastirildiginda, HCT 116 hiicre hattinda p38,
SAPK/IJNK ve ERK1/2 anlatimlarinin yanm sira c-Raf, c-Myc, c-Fos gibi MAPK ailesinin
etkilesimde oldugu transkripsiyon faktorlerinin anlatimlar1 da zamana bagli EBR uygulamasi
ile artmaktadir. Ancak HT 29 hiicre hattinda 12 saat EBR uygulamasini takiben bu
proteinlerin anlatimlar1 azalmaktadir (Sekil 4.16-17). Benzer olarak, meme kanserinde
tamoksifen ya da tiroid karsinoma hiicrelerinde resveratrol gibi farkli kemoterapétik ilaglarin
MAPK aktivasyonu ve apoptozu indiikledigi gosterilmistir (147) . EBR’nin iki hiicre hatt1 i¢in
MAPK yolaginda farkli etkiler olusturmasi hiicrelerde HCT 116 hiicrelerinin yabani tip p53
anlatimi yapmasindan, HT 29 hiicrelerinde ise p53 anlatiminin inaktif olmasindan
kaynaklanabilmektedir. Ras/C-raf/MAPK sinyal kaskati p53’lin transkripsiyonel aktivitesi
sonucu aktive etmesi olasidir. Bunun yani sira MAPK sinyal yolagi ayn1 zamanda stres ile de
tetiklenerek AP-1, c-Myc gibi transkripsiyon faktorlerinin anlatimmin saglanmasina ve
bunlara bagli olarak c¢esitli tiimor baskilayici proteinlerin anlatimlarina yol agmaktadirlar

(147).

Bu arastirma kapsaminda ayrica EBR uygulamasmin hiicre sagkalim sinyal yolaklarindan
PISBK/AKT ve hedef proteinlerinden biri olan FOXO3a transkripsiyon faktoriiniin
anlatimindaki degisiklikler de incelenmistir. Her iki kolon kanseri hiicre hattinda da EBR
uygulamasiyla beraber PI3K p85, fosforlanmis AKT’nin anlatimlarinda azalma
gozlemlenmistir. Timor hiicrelerinin sagkaliminda PI3K aktivitesini inhibe eden PTEN ise
fosforlandiginda aktivitesini kaybetmektedir (148). Normal hiicrelerde ise PTEN kontrolsiiz
cogalma sinyali alan hiicrenin sagkalimini engellemek i¢in Bcl-2 ailesi iiyelerinden pro-
apoptotik Bad, kaspaz ailesinden kaspaz-9 gibi proteinleri aktive ederek hiicrelerin apoptoza
gitmesini saglamaktadir (149). Fosforlanmig PTEN ise PI3K’i inhibe ederek hiicre sagkalim
yolagini indirgemektedir. Fosforlanmig PTEN anlatimi HCT 116 hiicrelerinde zamana bagl
EBR uygulamasi ile artarken, HT 29 hiicre hattinda 12 saat EBR uygulamasiyla artan pPTEN

anlatimi zamana bagli olarak azalmaktadir (Sekil 4.18).

AKT fosforlanmas1 apoptotik cevabin olusmasinda gorevli bir baska protein olan
FOXO3a’nin nukleusa gogiinii inhibe etmektedir. FOXO3a, Bim, Puma gibi pro-apoptotik

proteinlerin anlatimmni diizenleyen bir transkripsiyon faktorii olmasi nedeni ile, aragtirma
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kapsaminda EBR uygulamasi sonrast FOXO3a’nin anlatimindaki degisimler belirlenmistir.
HCT 116 hiicre hattinda zamana bagli EBR uygulamasi ile FOXO3a anlatiminin arttigi,
fosforlanmis formunda ise zamana bagl azalis oldugu tespit edilmistir. HT 29 hiicre hattinda
ise EBR’nin, FOX03a anlatimmi 24 saat uygulama sonrasinda azaltmaya basladigini, 48
saatte neredeyse tamamiyla yok oldugu, fosforlanmis formunun ise 48 saatte anlamli bir
bi¢cimde azaldig1 goriilmistiir. PI3K/AKT yolagindan sinyal gelmedigi durumunda FOXO3a
fosforlanmamakta ve boylece transkripsiyon faktorii olarak nukleusa go¢ etmekte ve hedef
genlerinden biri olan pro-apoptotik Bim proteininin transkripsiyonunu baslatmaktadir. Eger
sinyal dogrultusunda fosforlanirsa nukleusa go¢ etmemekte ve apoptozda fonksiyonel
olmamaktadir. Bu noktadan yola ¢ikarak HCT 116 hiicre hattinda azalan PI3K sinyali ile
FOXO3a anlatimi artmis, fosforlanmis formu ise azalmis yani nukleusta tutulumu
gergeklesmeyerek nukleusa Bim proteininin anlatimmi arttirmistir. Bununla beraber HT 29
hiicre hattinda ise yine fosforlanmis FOXO3a anlatimi azalmaktadir. Bu sonuglardan yola
cikarak EBR uygulamast sonucu her iki hiicre hattinda artan Bim izoformlari
defosforilasyonla akif hale gegen FOXO3a diizeyi ile iliskilidir sonucuna varilabilir. Benzer
sekilde sisplatin, selenyum gibi pek ¢ok kemoterapotik ajanin kolon kanseri hiicrelerinde

apoptozu Bim {izerinden diizenledigi bilinmektedir (150).

Hiicre biiylimesinin diizenlenmesinde 6nemli role sahip olan ve genellikle kanser hiicrelerinde
mutasyona ugrayarak hiicrelerde onkogenik etki gosteren p53 proteini {izerinde EBR’nin
etkisinin anlagilmasi i¢in yabani tipteki HCT 116 hiicrelerinde p53, p53’e 6zgii SIRNA ile
susturulmusg ve mutant olan HT 29 hiicrelerinde ise p53 plazmidi aktarimi yolu ile arttirilarak
incelenmistir. 48 saat EBR uygulamasi ile gozlemlenen hiicre canliligi kaybi ve PARP
kesiliminin HCT 116 hiicrelerinde p53 susturuldugunda engellendigi, HT 29 hiicre hattinda
ise p53 varhiginda EBR etkisinin arttigi bulunmustur (Sekil 4.21). Bu sonuglardan yola
cikarak, HCT 116 ve HT 29 hiicre hatlarinda EBR’nin p53°ten bagimsiz bir sekilde apoptozu
tetikledigi ¢ikarilabilir.

Bulara ek olarak HCT 116 p53 -/- hiicrelerde EBR etkisi arastirtlmistir. Zamana bagli olarak
EBR uygulanan hiicrelerde 12 saatten itibaren beraber hiicre canliligmin azaldigi ve bu
azalmanin zamanla degismedigi goriilmiis ve sagkalim analizi ile EBR’nin HCT 116 p53 -/-
hiicre bliylimesi tlizerinde sitostatik etki yarattigi saptanmistir (Sekil 4.22). Daha once

EBR’nin p53 iizerindeki etkisi prostat kanser hiicre hattt LNCaP ve DU145 hiicrelerinde
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arastirilmistir. Bu ¢alisma dogrultusunda yabani tip olan LNCaP hiicresinde EBR uygulmasi
p53 seviyesini artirip p53 diizenleyicisi Mdm2 protein seviyesinde azalis gdzlemis, mutant
olan DU145 hiicre hattinda ise bir degisiklige sebep olmadigi gosterilmistir (3). Yapilan bu
arastirmalar dogrultusunda EBR’nin p53° den bagimsiz olarak apoptozu tetikledigi
saptanmistir. Benzer sekilde rapamisin, brefeldin, 5-FU gibi kemoterapotik ajanlarin p53

bagimsiz olarak farkli kanser hiicrelerinde apoptozu tetikledikleri bilinmektedir (151,152).

Sonug olarak, bu arastirma kapsaminda elde edilen bulgulara gére: EBR, HCT 116 ve HT 29
hiicrelerinde apoptozu tetiklemektedir. Literatiirde ilk defa EBR ile tetiklenen mitokondri ve
kaspaz bagimli apoptoz kolon kanseri hiicre hatlarinda detayli bir sekilde aydinlatilmistir.
Ayni zamanda her iki hiicre hattinda da farkli Bcl-2 ailesi iiyeleri EBR’ye karsi cevap
olusturmustur. Ayrica, EBR’nin PA biyosentez ve katabolizmasi ile iligkili olarak kolon
kanseri hiicre hatlarinda apoptozu tetikledigi literatiirde ilk defa gosterilmistir. HCT 116 ve
HT 29 hiicrelerinde yapilan SSAT ve PAO gen susturma yontemi ve katabolik enzimlere 6zgil
inhibitorler ile aktivite engellenmesi durumlarinda, EBR ile tetiklenen hiicre canlilig1 kaybu,
apoptoz ve ROS {iretimindeki artisin gézlemlenmedigi saptanmistir. Bu sonuclar EBR’nin
kolon kanseri hiicrelerinde PA metabolizmasi ile iliskili olarak apoptotik cevabin olustugunu
gostermektedir. Ayrica, literatiirde lik kez EBR’nin hiicre sagkalim sinyal yolaklar ile
etkilesimide arastirilmis, MAPK yolagmin aktif oldugu ve PA metabolizmasinda gorevli
ODC’nin transkripsiyon faktdrii olan c-Myc’in EBR uygulamas: ile indirgendigi
gosterilmigtir.  Timor hiicrelerinde sagkalimi tetikleyen PI3K/AKT gibi proteinlerin
anlatimlarinin ise kolon kanseri hiicrelerinde EBR ile azaldigi ve FOXO3a transkripsiyon
faktori etkinliginde Bim pro-apoptotik proteininin her ii¢ izoformunun EBR uygulamasi ile
artt11 tespit edilmistir. Son olarak hem p53°e 6zgii siRNA ve p53 plazmid aktarimi yollari ile
sirastyla HCT 116 ve HT 29 hiicrelerinde EBR ile p53 etkilesimi arastirildiginda ve EBR nin

p53 e bagimsiz olarak kolon kanseri hiicrelerinde apoptozu tetikledigi belirlenmistir.

Elde edilen tiim bu bilgiler, EBR ile ilgili mevcut literatiirii dogruladig1 gibi, ayn1 zamanda
apoptotik mekanizmanin aydinlatilmas1 ve PA metabolizmasi, hiicre sagkalim yolaklar1 ve
p53 ile olan iliskisi bakimindan bir ilk olma niteligi tasimaktadir. Ayrica bu arastima
gelecekte yapilacak olan galismalar i¢in EBR’nin terapétik etkinligi agisindan bir temel

olusturma niteligi tasimaktadir.
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EKLER

Tablo 1.Kullanilan cihazlarin listesi

ADI URUN KODU FIRMA ADI
UV-Transluminator GelDOC BioRad
Santrifiij 5417R Eppendorf
Spin mini spin plus SNO0708 LabNet
Yatay elektroforez sistemi Gel XL ultra V-2 BioRad
Hassas Tart1 LE6202S Sartorius
Mikropipet (0,5ul-10ul) EH52836 Thermo
Mikropipet (20p1-200ul) EH46925 Thermo
Mikropipet (200u1-1000ul) T27274 Thermo
Otoklav 0TO32 Niive
Manyetik Karistirict SB162 Stuart/ProLab
Distile Su Cihaz1 D56412 TKA-Pacific
pH Metre N315 SEM/Mettler Toledo
Derin Dondurucu 2041D Argelik
Buzdolab1 ( No frost ) 4263TMB Argelik
Vorteks SA8 Stuart/ProLab
Dry heat sterilizer FN120 Niive
Spektrofotometre Ultraspec 2100 pro Biosciences
Gii¢ Kaynagi PowerPac/Basic BioRad
Laminar Flow Model: 12469,2000 HeraSafe
Inverted Mikroskop Model: XDS-1B SOIF
Inkiibator EN 025 Niive
Florasan Mikroskobu Model: 1X71 Olympus
Dondurucu (-80°C) Ultra Low  Temperature | New Brunswick Scientific

Freezer, U725 innova

Elektroforez Aletleri

BioRad
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Tablo 2. Hucre kultiiri donanimlari

ADI URUN KODU FIRMA ADI
12 kuyucuklu petri 92012 TPP
6 kuyucuklu petri 92006 TPP
96 kuyucuklu petri 92096 TPP
75cm? hiicre biiyiitme kaplar1 | 90076 TPP
25cm? hiicre biiyiitme kaplar1 | 90026 TPP
100mm  hiicre  biiylitme | 93100 TPP
kaplar1
60mm hiicre biiyiitme kaplar1 | 93060 TPP
Steril pipetler (5ml) 94005 TPP
Steril pipetler (10ml) 94010 TPP
Siringa filtreleri (0.22 pm) 99722 TPP
Enjektor seti B25107 -
Tripsin-EDTA P10-0231 Pan Biotech
Penisilin/Streptomisin P06-07100 Pan Biotech
Fetal Bovine Serum Pan Biotech
McCoy’s Medium P04-05500 Pan Biotech
HCT 116 hiicreleri CCL-247 ATCC
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Tablo 3. Kullanilan kimyasallarin listesi

ADI URUN KODU FIRMA ADI
Etanol A3452,1000 SIGMA-ALDRICH
Saf Etanol 32221 Rieel-de Haen
Metanol 24229 SIGMA-ALDRICH
Izopropanol 24137 Rieel-de Haen
2-merkaptoetanol S4805940517 Merck
Akrilamid / Bis-Akrilamid | A3699 SIGMA-ALDRICH
30% ¢ozelti
Amonyum persiilfat A3678 SIGMA
Coomassie Blue Belirteci 500-0006 BioRad
DMSO D5879 SIGMA
EDTA A3452,1000 SIGMA-ALDRICH
DiOC6 Boya 2129966 Fluka
Fetal Bovine Serum (FBS) P290310 Pan Biotech
Laemli Tamponu S3401-1V SIGMA
p-Coumaric Asid
Luminol
MTT Soliisyonu M2003-1G SIGMA
Phosphate buffered saline Pan Biotech
(PBS)

Propidium lodide A2261,0025 Applichem
Sigir Serum Albumin (PSA) | 500-0007 BioRad
SDS (Sodyum dedosil siilfat) | A3452,1000 Applichem
Protein Izolasyonu Tamponu | K0301 Fermentas
Page  Ruller  Prestained | SM0671 Fermentas
Protein Ladder

Agaroz A2114,1000 Applichem
Tris Baz A2264,1000 Applichem
Asetik Asid K37230062 MERCK
Ethidium Bromide 46067 Fluka
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Tris-HCI A3452,1000 Applichem
1 kb Marker SM1163 Fermentas
6X yiikleme Tamponu R0O631 Fermentas
Amonyum Asetat 1,110115,1000 MERCK
Fenol Kloroform A2279,0250 Applichem
Epibrassinolid

Sodyum Kloriir

Tween 20 S4927784 802 MERCK
TEMED A1148,0100 Applichem
Yagsiz Siit Tozu Food club Amerika
Glisin

H,0, Hidrojen peroksi K39218400838 MERCK

Tablo .4. %12’lik SDS-PAGE Jel igerigi

Alt Jel Ust Jel
Distile su 3,4ml 3,075 ml
Tris-HCI 2,5ml (1,5M,pH: 8,8) 1,125ml (0,5M, pH: 6,8)
%10 SDS 0,1 ml 0,05ml
Akrilamid/Bis-Akrilamid 4 mi 0,67 mi
Amonyum Persulfat (APS) | 0,05 ml 0,025ml
TEMED 0,005ml 0,005ml
TOPLAM 10,005 ml 5,05ml
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