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OZET

Fucoidan’in Bas Boyun Kanseri Uzerindeki Etkisinin Arastirilmasi

Bilim ve teknolojik gelismelerin yiiksek bir hizla ilerledigi giliniimiizde
hastaliklar1 molekiiler diizeyde anlayabilmek ve yeni tedavi yontemleri ortaya
koyabilmek i¢in yapilan genetik ¢alismalar artmistir. Bag boyun kanserinde bu sorulari

aydinlatabilmek ve tedavi yontemi gelistirebilmek adina ¢alismamizi gergeklestirdik.

Mozuku, Japonya Okinawa, Tayvan bolgesinde yetistirilen kahverengi bir
yosun tird olup latince ismi Cladosiphon okamuranus’dur. Calismamizda
Mozuku’nun 6nemli bir etken maddesi olan Fucoidan’in bas - boyun kanseri izerinde
molekiiler etkileri aragtirilmigtir. Hiicre proliferasyonuna ve migrasyonuna olan etkisi
ile apoptotik yolakta hangi genleri nasil etkiledigi sorularina cevap bulmak hedef

alinan temel basamaklar1 olusturmustur.

Sonug olarak bas -boyun kanseri iizerinde hiicre proliferasyon ¢alismamizi
XCELLigence E-plaka sistemi kullanarak yaptiktan sonra Fucoidan’in hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigini gordiik, sonrasinda da analiz yaparak 1Cso dozunu
belirledik. xXCELLigence CIM-plaka sistemi ile yaptigimiz migrasyon deney
sonucunda ICso dozunda hiicre migrasyonunu inhibe etti. Yaptigimiz bu ¢alismalardan
sonra Fucoidan’in apoptoz tlizerine etkisini arastirdik ve gordiik ki apoptoz ile ilgili
genlerde mRNA ve protein diizeyindeki ekspresyonlarinda anlamli bir artis ya da
azalma olmamaktadir ve Kaspaz -3 aktivitesi deneyine de bagli anlamli bir artis
olmamas1 bize Fucoidan’in apoptozu uyarmadigini gostermektedir. Bu sonug hiicre
proliferasyon inhibisyonunun farkli yolaklar iizerinden olabilecegini isaret etmektedir.
Yapilan galismalar Fucoidan’in kanser hiicreleri iizerine etkisinin apoptoz (izerinden
olabilecegi gibi, otofaji veya hiicre dongiisiinii durdurma seklinde olabilecegini de
gostermektedir. Bas -boyun kanseri tedavisinde Fucoidan’in etki mekanizmasinin
¢Ozlimii 6nemli bir ¢aligma olup, elde edilen ilk sonuglar, Fucoidan’in potansiyel bir

tedavi yontemi olabilecegi gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Bas ve Boyun Kanseri, Fucoidan, Migrasyon,
Proliferasyon



ABSTRACT

Investigation of the Effect of Fucoidan on Head and Neck Cancer

With the fast pace of scientific and technological advances, genetics research
has increased towards the understanding of diseases at the molecular level and
development of new treatment methods. Our study was carried out with the intention
of both answering some of these questions and developing a new treatment method for
head and neck cancer.

Mozuku (latin name: Cladosiphon okamuranus) is a type of brown seaweed
grown in Okinawa Japan and Taiwan. In this study, the molecular effects of Fucoidan
in head and neck cancer, acommon cancer in Turkey, was studied. The research aimed
to answer the basic questions of Fucoidan’s effect on cell proliferation and migration
as well as to determine which genes in the apoptotic pathway are affected and in what
manner they are affected.

To determine its effect on cell proliferation, the xCELLigence E-plate system
was used. After observing that Fucoidan inhibited cell proliferation, its ICso dose was
determined. Using the XCELLigence CIM-plate system, we also show that the 1Csg
dose inhibits cell migration. We found that Fucoidan did not have a significant effect
on expression of genes associated with apoptosis at either the mRNA or protein level.
We also show that there is no increase in caspase-3 activity. Together, these data
suggest that Fuocidan did not induce apoptosis and that the inhibition of cell
proliferation that we observed is due to its effect on some other pathway. Just as other
studies have shown Fucoidan to have an effect on apoptosis, some other studies have
shown it to affect autophagy and cause cell cycle arrest. This is an important study
into the mechanism of action of Fucoidan in head neck cancer therapy and initial

results show that it may be a potential therapeutic method.

Keywords: Apoptosis, Fucoidan, Head and Neck Cancer, Migration, Proliferation
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ’niin istatistiklerine dayanarak her y1l 12 milyon
kisiye kanser teshisi konulmakta olup bu oranlar her gegen giin diinya ¢apinda giderek
artmaktadir. Her yil yaklasik sekiz milyon kisi kanser nedeniyle hayatim
kaybetmektedir. Bas -boyun kanserlerinin baslica nedenleri; sigara ve alkol kullanimu,
kotl beslenme, Human papilloma virlis (HPV), onkogenler ve timor baskilayici

genlerin yapisindaki genetik ve epigenetik degisikliklerdir.

Giliniimiizde kanser tanis1 konulan hastalarin tedavilerinde cerrahi, kemoterapi
ve radyoterapi gibi yontemler bulunmaktadir, lakin ¢ok basarili sonuglar elde
edilememekte, hastalik ve tedavi, yasam kalitesini diistiriicii 6nemli fonksiyonlarin

bozulmasina sebebiyet vermektedir.

Bas -boyun kanserinin tedavisinde ¢ogunlukla kemoterapi kullanilmakta ve bu
tedavi yonteminin kanser hticrelerinin yani sira normal hiicrelere de zarar vermekte
oldugundan sitotoksisitesi az olan alternatif yollar aranmaktadir. Bu sebepten otiirti
cesitli bitkilerin prostat, meme, serviks, akciger vb. kanser tirleri tzerine etkileri
arastirtlmaktadir. Sitotoksitesi az olan maddelerden biri Fucoidan olup, antitimér
ozelligi farkli ¢aligmalar yapilarak arastirilmis ve anlamli sonuglar elde edilmistir.
Ancak literatiirde daha 6nce Fucoidan ile ilgili bas- boyun kanseri tizerine yapilmais bir
calisma mevcut degildir. Bu ¢alismadaki amacimiz Mozuku yosunundan ekstrakte
edilen Fucoidan maddesinin, bag-boyun kanseri hiicre hatti iizerindeki antikanserojen
etkisini gostermektir. Hedefimiz ise; bag- boyun kanseri hiicre hattinda Fucoidan
uygulanmasi1 sonucunda hucrelerin proliferasyonunu, migrasyonununda meydana
gelen degisikliklerini ve bu degisikliklerin molekiiler mekanizmasini tespit etmektir.
Bu amacla proapoptotik ve antiapoptotik, genlerin expresyonu mRNA ve protein

diizeyinde arastirilmistir.



Elde ettigimiz bilgiler 1s18inda, bas -boyun kanseri (zerinde uygulanan
Fucoidan’mn %50 o6lduren dozu (ICso) ve ICso dozunun iki katinda ki hicre
proliferasyon ve hiicre migrasyon deneyinde, kontrole oranla ikisininde inhibe ettigini

ama ICso dozunda daha iyi inhibe ettigini gézlemledik.

Yaptigimiz proliferasyon ve migrasyon c¢alismalarindan sonra Fucoidan’in
apoptoz lizerine etkisini arastirdifimizda ise apoptoz ile ilgili genlerde mRNA ve
protein diizeyindeki ekspresyonlarinda anlamli bir artis ya da azalma olmamaktadir ve
Kaspaz -3 aktivitesi deneyine de bagli anlamli bir artis gézlememis olmamiz bize
Fucoidan’in  apoptozu  uyarmadigmi  gostermektedir.  Bunun  sonucunda
gbzlemledigimiz hiicre proliferasyon inhibisyonunun farkli yolaklar iizerinden
olabilecegini isaret etmektedir. Yapilan caligmalar Fucoidan’in kanser hiicreleri
lizerine etkisinin apoptoz lizerinden olabilecegi gibi, otofaji veya hiicre dongiisiinii

durdurma, seklinde olabilecegini de gostermektedir.

Sonug olarak bas -boyun kanseri tedavisinde Fucoidan ile hastalar1 en az
sitotoksisiteyle tedavi edebilmek icin bu konuda gerekli aragtirmanin yapilmasini
hedefledigimiz ¢alismamizin bundan sonraki basamaklara 1sik tutacagini diisiinmekte

olup, Fucoidan’in potansiyel bir tedavi yontemi olabilecegini diisiinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Hucreler vicudumuzun en kiigiik yapitaslaridir. Vicudumuzdaki organlar
hlcrelerden olusmaktadir. Saglikli viicut hiicrelerimizden kas ve sinir hicreleri haric,
diger hiicreler béliinebilme yetisine sahiptirler. Olen hiicrelerin rejenerasyonu ve viicut
ici ve dist dokularin onarilmasi amaci ile bu kabiliyetlerini kullanirlar. Ama bu
kabiliyetleri de bir yere kadardir. Sonsuza dek bolinemezler (Sekil 2.1.). Her hiicrenin
yasami1 boyunca belirli bir boliinebilme sayis1 bulunmaktadir. Saglikli bir hiicrenin ne

zaman ve ne kadar sayida boliinecegi programlanmustir (1).

Normal hiicre

Hiicre proliferasyonu Hiicre proliferasyonu
devam eder.
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Sekil 2.1. Normal hiicre ve kanser hicresinin proliferasyon kiyaslamasi (2).

Kanser ise viicudun herhangi bir dokusundaki bir hiicrenin gesitli sebeplerle
olusan kiimilatif mutasyonlarmin diizeltilebilir esik degerini asip ¢ogalarak
bulundugu organin islevselligini negatif yonde etkileyecek ve baska dokulara metastaz
ile yayillacak duruma gelmesi ile oliimciil bir hal almasidir. Gilinlimiizdeki 6lim

sebepleri arasinda ilk siralarda yer alan genis kapsamli hastaliklar biitiintidiir (3).



2.2. Bas Boyun Kanseri

2.2.1. Genel Ozellikleri

Bas -boyun kanseri diinyada yaygin olarak 6. sirada malign (k6ti huylu timor)
kanser olarak goriilmektedir ve sagkalim orani diisiik olan bir kanser turtudur (4).
Saptanan bas -boyun kanseri, yassi hiicreli kanserlerden ve varyantlarindan
olusmaktadir. American Kanser Toplulugu (ACS) 2012°de 52 000’den fazla bireyde

bas ve boyun kanserinden birinin tanis1 konacag belirtilmistir (5, 6).

Agiz boslugu, dudaklar, dis eti, damak, dil, agiz tabani, burun delikleri, yiz
kemikleri ve cevresi, orofarinks, hipofarinks, larinks, kulak kepgesi, tukuruk bezleri,
burun delikleri, girtlak, yutak ve ¢cevresi gibi bolgelerde olusan kanserlerin her biri bag
-boyun kanserlerine dahildir (7).

2.2.2. Bas Boyun Kanserinin Nedenleri

Bas -boyun kanserlerinin ortaya ¢ikmasinda birgcok sebep olabilir, en 6nemli
risk faktorleri alkol ve tutiin kullanilmasidir. Ozellikle agiz boslugu, orofarenks,
hipofarenks ve larenks kanserlerinin olusumunda bu iki etmen oldukca énemli bir yer
tutmaktadir (6, 8).

Yapilan ¢alismalarda bas-boyun kanserlerinin %75’inin temel sebebinin tutln
icme (sigara, pipo, tiitiin ¢igneme, dumansiz tiitiin, vb.) oldugu goriilmektedir (9).
Tiitiin ve alkolii birlikte kullanan kisiler de ise kanserin gelisme riskini arttirmaktadir
(10).

Insan papilloma virtsti (HPV) enfeksiyonu (11), 6zellikle HPV -16, dil,
bademcikler, bas -boyun kanser ¢esitlerinden orofarinks kanseri icin ciddi risk
faktoridir (12, 13). Kotii agiz hijyeni ve eksik disler, agiz boslugu kanseri i¢in zayif
risk faktorudur (9, 14).



Epstein Barr Virus (EBV) enfeksiyonu, yas, cinsiyet, meslek, ilaglar,
radyasyon, genetik faktorler, immuinolojik etkenler, kimyasal ajanlar, travma, kronik
irritasyon (sivilar, yemekler, duman, buhar, toz vb.) gibi ¢esitli faktorler bas-boyun

kanser olusumunda etkindir (15).

Bu risk faktorlerinin diinyaya farkli dagilimindan dolay1 bas-boyun kanserinin

cesitli alt tipleri bulunmaktadir (16).

2.2.3. Bas Boyun Kanseri Evreleri

Kanser tedavisinde tiimorln vaziyeti tutumunun belirlenmesi ve hastanin
durumunun degerlendirilmesi 6nemli bir yer tutmaktadir. En yaygin kullanilan ve
asagida detayl olarak anlatilan TNM evrelendirilmesi, kanserin anatomik dagilimi ve
secilmis, anatomik olmayan etkenlerin toplamina dayanir. Anatomik etkenlerin

tanimlanmis olmasi her hastalik icin lokal ve 6zeldir (17).

T, N, M belirlenmesi ve evrelendirilmesi bilgisinin zamanlamast; tiimériin (T)
(Tablo 2.1.), lokal lenf nodlarinin (N) (Tablo 2.2.) ve metastazlarin (M) bilgisi (Tablo
2.3.) ve benzer prognozdaki hastalarin gruplanmasi ile tanimlanmaktadir. TNM
evreleme sistemi, kanserleri oncelik olarak primer tlimoriin anatomik uzantisi, lokal
lenf nodlarinin durumu ve uzak metastazin varligi veya yoklugu ile kiimelendirerek

siiflandirmaktadir (18).

T T komponenti, primer tiimoriin boyut/¢evreye yayilimini gosteren uzantisi
olarak tanimlanir. Her kanser bolgesi i¢in, T’yi ifade etmek i¢in kullanilan timoriin
boyut komponenti, bolgesel lenf nodlarindaki kanserin vaziyeti, varligi ya da yoklugu
seklinde tanimlanir. Nodal tutulum pozitif lenf nodlarinin sayis1 ve bazi kanser tipleri

icin 6zel bolge nodal kiimelerin tutulumu ile siniflandirilabilir (19).

M komponenti, genellikle kanserin vaskiiler kanallar ile genisleyebilecegi
bolgeler veya lokal olarak tanimlanan lenf nodlarindan daha uzaktaki bolge diye,
tanimlanan lenf nodlarinda, uzak yayilim veya metastazin varlig1 veya yoklugu olarak
tanimlanabilmektedir. ileri de gosterilecegi gibi, T, N, M’den rastgele birinde artmis

degerler, kanserin ilerleyiciligini ifade etmektedir (19).
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Her kanser tipi icin 6zel tanimlamalarda kullanilabilmektedir. Bununla birlikte
smiflama i¢in, klasik fiziksel muayene ve endoskopik incelemeden sonra igin, klasik
fizik muayene ve endoskobik inceleme sonrasinda Bilgisayarli Tomografi (BT)
ve/veya Manyetik Rezonans (MR) gibi ileri radyolojik tetkikler de gerekebilir (20).

Tablo 2.1. Tiimoriin T siniflandirilmasi.

Primer Tumor (T)

No Hic primer tiimoér kaniti olmayan

Tis Karsinoma in situ

T1, To, T3, Ta Artan boyut ve/veya primer tiimoriin 6zel dagilimi
Tx Primer timori degerlendirilememis olan

Tablo 2.2. Tuimorin N smiflandirilmasi.

Bolgesel Lenf Nodlar1 (N)

No Lenf nodu tutulumu yok

N1, N2, N3 Artan sayida veya bolgesel lenf nodu tutulumunun vaziyeti
N> 4 ya da daha fazla lenf noduna metazstaz

Nx Bolgesel lenf nodu degerlendirilemeyen

Tablo 2.3. Tumorin M smaiflandirilmasi.

Uzak Metastaz (M)

Mo Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var

Not: Bu TNM sistemi (AJCC/UICC) TNM alinmis olup Mx ifadesi ¢ikarilmigtir (19).



2.2.4. Bas Boyun Kanseri Cesitleri

Bas -boyun kanserlerinin farkli tiirleri vardir, bunlar ortaya ¢iktigi viicut
bolgesine gore smiflandirilmaktadir (Sekil 2.2.). Temelde bes baslik altinda toplanir;
Oral kavite, nazal kavite, larinks, hipofarenks ve tukdrik bezleri bélgelerinde gelisen
timorlerdir. Tlkarik bezlerinden; parotis, submandibdler, sublingual, Gst solunum ve
sindirim yolu mukozasindan: oral kavite, nazo, oro ve hipofarenks, nazal kavite ve
paranazal sinisler, larenks vetrakea, servikal 6zafagus, tiroidden, temporal kemik ve

kulaktan, bas -boyun cildinden ve kafa tabanindan malignitelerinden olusur (16).

Bas -boyun kanserleri farkli faktorlerin etkisiyle olusabilmektedir. Bas -boyun
skuamoz hiicreli karsinomlarin %3 kadarmin bilinmeyen bir bas-boyun primer
odaginda olusup boyuna metastaz yaptig1 gozlemlenmektedir. Viicudun her tarafinda
gorulebilen mukoz membranlari da kapsayan bu tiir bas -boyun kanserleri diinyada en

sik goriilen 6. kanser tiirii olarak belirtilmistir (4).

BAS BOYUN KANSER BOLGELERI

Paranazal
sinusler

- - Burun
bosglugu

O Agiz

s boslugu
Farinks == .

Tiikiriik
bezi

Hipofarinks

Larinks

Sekil 2.2. Bas -boyun kanserinin goriildigii bolgelerin anatomisi (21).



2.2.5. Bas Boyun Kanserlerinin Molekiiler Biyolojisi

Diger tiimor tiirleri ile karsilastirildiginda, bas -boyun kanserlerinin daha
homojen bir hastalik oldugunu gérmekteyiz. Bas -boyun kanserlerinin %95'i skuaméz
hicreli karsinomdur. Ancak, son arastirmalara gore bas- boyun skuamoz hiicre
karsinomu (BBSHK), aslinda beklenmedik bir sekilde heterojenlik géstermekte olup,
tedavi planlamast ve biyolojik agidan, tanimlanmasimnin gii¢ oldugu ortaya

konulmustur. BBSHK’u diinya ¢apinda her y1l 600 bin hastayi etkilemektedir (22).

Bas -boyun kanserlerinde sikga ¢alisilan molekiiler belirteg, p53 genidir (23).
Bas -boyun kanser hastalarinin patogenezine baktigimizda pS3 mutasyonu ve protein
ekspresyonu karsimiza ¢ikmaktadir. Bas -boyun kanser hiicre hatt1 ve tiimor dokulari
izerinde yaptiklar1 ¢alismalarda p53 genine ait delesyon ve mutasyonlar
gorilmektedir (24, 25). BBSHK u gesitli alt histolojik asamada (26) ayirt edilebilir,
ama 0Ozellikle RNA ve DNA profilleme yontemleri hastaligin molekiiler farkliligina
dikkat ceker, ifade profillemede Chung ve arkadaslarinin sisteminden (27)

yararlanilarak yapilabilmektedir.

Insan papilloma viriisii ile iliskili timorii baglantilhi PIK3CA onkogen
mutasyonlari, TRAF3 geninde yeni mutant varyantlar, E2F1 geninin hicre

dongustinde amplifikasyonu ¢alismalarda gosterilmistir (28, 29).

2.2.6. Tedavi Yontemleri

Bu kanser tird icin ilk olarak radyoterapi ve cerrahi yodntemler
kullanilmaktadir, ama bununla birlikte molekiiler hedefli tedaviler kullanilmaya
baglandigr belirtilmistir (20). Yiiksek timor asamasinda kombine cerrahit/-
radyoterapi+/-kemoterapi uygulanabilir. Gilinimiizde ek olarak Yogunluk Ayarli
Radyoterapi Teknolojisi (IMRT) de kullanilmaya baslanmistir. IMRT, birgok kanser

tirdndn tedavisinde de kullanilmaktadir (30).

Yeni tedavi stratejileri gelistirilmektedir. Adenovirusler gelistirilmesine bagh
olarak p53 veya pl6 aktivitesi Ozellikle p53 eksik olan hicrelerde ekspresyonu

artirilmasina bagl hiicre biiyiimesi azaltilabilmektedir (31).



Bas -boyun kanseri hiicre kultiriine, p16 geni yiksek seviyede Uretebilecek
bicimde dizayn edilip adenovirus (Ad5-p16) ile in vitro sekilde uygulandiginda hiicre

biiylimesini %96’ya varan etkinlikte ekspresyonunu azaltabilecegi bildirilmistir (32).

Tiimor baskilayici genler inaktive olurken ayn1 zamanda onkogenler de aktive
olurlar. Ancak bu durum tiimdr baskilayici genlere gore daha az oranda goriiliir.
Omegin; Bas- boyun kanserinde Myc, Ras, Ncu, Bcl ve Int gibi onkogenlerin

ekspresyonlarinin arttigi gézlemlenmistir (33).

Bas -boyun kanserlerinin bir tlrl olan larenks kanserinde cyclin D1°de %25-
35 oraninda, EGFR’de ise %25-35 oranlarinda amplifikasyon oldugu belirlenmistir.
Siklin D1 adi verilen proto-onkogen hiicre déngusiinin diuzenlenmesinde 6nemlidir.

Tiimorli dokuda ve etrafinda bu genin amplifikasyonu %70 diizeylerindedir (34).

Bunlara ek olarak gen tedavi yontemi ile bas -boyun kanserlerinde klinik tedavi
stratejilerinde artis goriilmektedir. Simdiye kadar kullanilmakta olan klasik
yontemlerde (cerrahi miidahale, radyoterapi ve kemoterapi) karsilasilan sorunlara
karsilik genetik ve molekiiler biyoloji alaninda yapilan bilimsel ¢aligmalar sonucu son
zamanlarda getirilen yenilikler, kanserlesme siireci ve timor olusumundaki yolaklarin
aydinlatilmasini saglamistir. Ayrica bu ¢alismalar sonucu elde edilen teorik bilgiler

klinik uygulamalara aktarilmistir (35).

Normal sartlarda hiicre dongiisii kontrol noktalar1 olan ve isleyisi kontrol
altinda tutulan bir sistemdir (Sekil 2.3.). Bu kontrol noktalarinda bulunan genler
sayesinde hiicre herhangi bir hasara ugramadan saglikli hiicreler meydana getirir.
Kontrol noktalarinda olugan herhangi bir bozukluk, hasarli DNA’ya sahip hiicrenin
kontrolden kagmasina ve kanserlesme siirecinin olugsmasina sebebiyet vermektedir

(36).
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repair \ ATM/Chk2
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DNA
repair

Sekil 2.3. Hiicre dongiisii kontrol noktalari (36).

Gen tedavisi yaklasiminda amag, ortaya ¢ikmis olan hastaligin genetik
temelindeki problemin diizeltilmesidir; yani kisaca normal sartlarda olmas1 gereken
yabanil tipden elde edilen DNA’nin herhangi bir hastaliga neden olan mutasyona
ugramig olan alleli tasiyan hicrelere verilerek tedavi edilmesi yani bozuk olan
fonksiyonu duzeltmek igin normal gen aktarimidir (37). Bu yontemle yapilan tedaviler
ile hayvan deneylerinde basarili sonuglar elde edilmistir. Insanda ise ilk defa 1990°da
gen tedavisi uygulanmis (38) ve giiniimiizde de c¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmakta olup, gilinlimiizdeki verilere bakildiginda 5 000’in iizerinde hastada

400’den fazla gen tedavisi temelli protokol uygulanmistir (39).

Bilim diinyasinda gercgeklestirilen calismalar sonucu gen tedavisinde en tist
seviyede etkinlige sahip olan tedavi stratejileri vardir. Bu tedavi stratejileri temel

olarak dort ana baglikta toplanmustir;

1) Replasman gen tedavisi: Onkojen aktivitesinin inhibasyonu, Tuimor
baskilayici gen aktivitesi (40),

2) Intihar gen tedavisi (Genetik on-ilag aktivite tedavisi) (41),

3) Timorde yeni damar olusumunun inhibisyonu (42),

4) Immiinoterapi’dir (43).
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Hastaligin 6zellik ve sartlarina gore hangi yontemin tedaviye uygun olacagina

karar verilir ve bu yontemlerden biri segilerek tedaviye baslanilir.

Sitotoksik etkisi az olan bitkisel ajanlar kullanilarak farkli kanser tiplerinde
calismalar strdurulmektedir. Fucoidan da bas -boyun kanser hiicre hatti tizerinde

calismamizda kullanilmis bir ajandir.

2.3. Fucus Vesiculosus (Fucoidan) Yapisi1 ve Ozellikleri

Mozuku yosunun latince ismi Cladosiphon okamuranus olup Japonya,
Okinawa ve Tayvan bolgesinde yetistirilmektedir. C. okamuranus yapisinda bulunan
Fucoidan sayesinde diger su yosunlari arasinda one ¢ikar (Sekil 2.4.) (44).

F5631-25G

Fucoidan from Fucus
vesiculosus

e

Sekil 2.4. Calismada uygulanan Mozuku’nun ekstrakti Fucoidan (Sigma, F5631).

Ozellikleri arasinda 10 cm uzunlugu, 1 mm genisligi, dallara ayrilmis vaziyette
dis1 stimiiksii bir yapiya sahip olmasi gosterilir. Japonya’ da yiyecek maddesi olarak
tilketilen mozukunun yapisinda bulunan etken maddeleri arasinda alginik asit,
karetenoid, C vitamini, K vitamini, amino asitler, demir, fosfor, kalsiyum gibi mineral
kaynagi olarak olduk¢a zengindir (45). Son olarak da bizimde Uzerinde ¢alismamizi
stirdiirecegimiz Fucoidan etken maddeleri arasinda 6nemli bir yere sahip olup asagida

detayl1 bir bi¢imde anlatilmaktadir.
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Kanser gibi birgok hastaligin iyilesme siirecinde olusan yetersizliklerden
dolay1 dogal kaynaklardan gelistirilen yeni ilaglar son zamanlarda yayginlasmaktadir.
Bu dogal kaynaklar arasinda deniz ortami, farmakolojik ve tibbi arastirmalarda 6nemli
yer tutar. Kanser alaninda son zamanlarda yapilan ¢alismalar ile dogal kaynaklardan
izole edilen anti kanser oOzelligi kanitlanmis bir¢cok Umit verici bilesik ortaya

cikarilmigtir. Algler bu anlamda ciddi bir potansiyel barindirir (46, 47).

Fucoidan’lar kahverengi alglerin hiicre dis1 matriksi icinde bulunan, fukozca
zengin, siilfatlanmig polisakkarit sinifidir (Sekil 2.5.) (45). Algler antiviral, antifungal
ve antibakteriyel ozelliklerinin yaninda biyoaktif maddelerden protein, yag ve
polifenolll  yapisinda barindirir.  Dolayisiyla  yeni  farmokolojik  ajanlarin

gelistirilmesinde kullanilirlar (48).

Fucal
2
—>3cm(1 | -3Fuca1-3F3ca 1-3Fucal -3F1211C(1 1—
r t t
Fucal SO3 SO;

Sekil 2.5. Fucoidan’in ortalama yapisi i¢in Pankter model (45).

2.3.1. Tarihgesi

Fucoidan mukopolisakkarit ailesine ait bir polisakkarittir (49). ilk defa 1913
yilinda profesér H.Z.Kylin tarafindan bulunmus (50) ama 1996°da Japon Kanser
Kongresinde kanser iizerine etkisi rapor edilmesiyle gosterilen ilgi artmistir. Fucoidan
ile yapilan ¢alismalar, hicreler Uzerinde proliferasyona olan etkide kalmis in vivo
caligmalarin heniiz 6tesine gegilememistir. Kanser hiicrelerine inhibisyon etkisinin
yani sira enflamasyon, immiinolojik, lipid mekanizmasi ve anjiyogeneze olan etkileri

de galisilmustir (51).
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Bu etkilerden Fucoidan’in anti tiimér aktivitesi hem in vivo hem de in vitro
ortamlarda gosterilmistir. Ozellikle Fucoidan’m antitimér aktivitesini apoptozu
uyarip, neovaskiilerizasyonu baskilayip hiicreye bagli bagisikligi aktiflestirerek

yaptigini rapor etmislerdir (52).

2.3.2. Uygulama Alanlar1 ve Kanserle Iliskisi

Fucoidan’in ana yapis1 yiiksek molekiiler polisakkarit olan fukoz siilfattir.
Fucoidan’lar, in vitro ve in vivo olarak cesitli biyolojik aktivitelere sahiptir. Birgok
timor hiicre hattinda antitimor etkisi goriilmiistiir. Fucoidan ile ilgili yapilan

calismalardan bazilarini inceleyecek olursak;

1) Fucoidan’in 1mg/ml konsatrasyonda,
2) Hepatokarsinom hiicre hattinda,
3) Go/G1 evresinde S evresine gore cok fazla oldugu ve Fucoidan’in hiicre

dongusiinu Go/G1 evresinde durdurdugu rapor edilmistir (53).

Uzerine ilave c¢alismalar yapildiginda ise Fucoidan ilave edip 72 saat
inkiibasyona birakildiginda ise G2/M fazinda hepatokarsinom hiicrelerinin arttig

gosterilmistir (54).

Fucoidan’in etki mekanizmalar1 i¢inde apoptoz en ¢ok ¢alisilmis olanidir (55).
Fucoidan’in bu yolaklarda etkisi tizerine ¢aligmalar siirdiirilmis ve MCF7
hlcrelerinde Kaspaz -3’iin aktivasyonunu artirarak apoptotik hiicre 6liimiinii uyardigi
gosterilmistir (56). Yine bu galigmalara 6rnek olarak Fucoidan’in proapoptotik protein
olan Bax ve Bad proteinlerini artirdigi, anti-apoptotik protein olan Bcl -2 ve Bcl -xL
anti-apoptotik protein olan Bcl -2 ve Bcl -xI proteinlerinin etkinligini azaltmasina ek
olarak MCF7 hiicre hattinda mitokondriyal depolarizasyonu artirdig1 da bulunmustur
(57). Ayrica bu ¢aligmalarin devaminda Fucoidan’in kolon kanserinde mitokondriden
sitokrom ¢ ve Smac/Diablo salinimini artirarak mitokondri membraninin
permeabilitesini artirdigi bulunmustur. Baska bir ¢alismada hiicre dongusiinii durdugu

ve apoptozuuyardigi gosterilmistir (58).
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Fucoidan’in hiicre dongiisiinii G1 -fazinda durduran, p21 (WAF1) -siklin -CDK
mekanizma katilimini  gosteren ilk sistematik arastirmayi yapmislardir. Bu
beklenmeyen sonuglarda Fucoidan’mm HT29 kolon kanser hiicrelerinde Akt
aktivasyonu yoluyla hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigini géstermislerdir. Sonug olarak,
Fucoidan’in, in vitro ve in vivo olarak, kolon kanserinin biylimesini ve anjiyojenezi

inhibe ettigi goriilmiistiir (52).

Fucoidan hiicre dongusini durdurma, apoptozu uyarma ve bagisiklik sistemi
aktivasyonu gibi ¢esitli mekanizmalarin uyarimina aracilik eder. Fucoidan’in
aktivitelerine ek olarak kok hiicre mobilizasyonu, oksidatif stres, bagisiklik sistemi

araciligiyla inflamasyonun uyarimi dahil anti-kanser 6zellikleri rapor edilmistir (59).

Park ve Kim’in arkadaglarinin yaptig1 calismada Fucoidan’in insan gastrik
adenokarsinom hcrelerin (AGS) kdltirinde antiproliferatif etki mekanizmalari
arastirilmistir. Fucoidan tedavisi ile antiapoptotik Bcl -2 ve Bcl -X1 ekspresyonlarinda
azalmaya, mitokondrial membran potansiyel kaybina, kaspaz aktivasyonuna ve poly -
(ADP -ribose) polimeraz aktivite diisiikliigiine bagl apoptoza gitmektedir. Buna ek
olarak Fucoidan tedavisine bagli AGS hiicrelerindeki morfolojik ¢alismasinda
otofagozom formasyonu gibi morfolojilerinde karakteristik bulgulara rastlanilmistir.
Yapilan bu calismada Fucoidan’in kanser hiicreleri iizerine etkisinin apoptoz

tizerinden olabilecegi gibi, otofaji Uizerindende olabilecegini gostermislerdir (60).

2.4. Apoptoz ile Bax, Bcl -2, Caspase -3, Caspase -9, Caspase -8,
Cytochrome -¢, VEGF, Erk (Mapk1), Survivin Genlerinin Yapisi ve Ozellikleri

Organizmada gorevini tamamlamis olan veya hasarli hiicrelerin ¢evre
hiicrelere zarar vermeden ortadan kaldiran, genetik kontrollii programli dliimiine
apoptoz denilir. Hiicre tarafindan programlanmis mekanizma ile ger¢eklesen apoptoz,
genetik faktorler veya hiicre disi lezyonlar ile aktive edilerek hayatin farkli evrelerinde
biylk 0Oneme sahiptir (61). Fizyolojik bir olay olan apoptoz normal gelisim
asamasinda ve olgun organizmadaki farkli hiicre tiplerinin tahribati sirasinda spesifik
hiicrelerin yok olmasindan mesuldiir. Apoptozda fonksiyonel mekanizma denge

unsurudur. Bu sebepten 6tiirli apoptoz oraninin azalmasi ile hiicre sayisinin artmasi ve
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bunun tersi olan apoptoz oraninin artmasina bagli olarak hiicre sayisinin azalmasidir

(62).

Nekrozdan farkli olarak gerceklesen bu 6lim sekli apoptoz olup bu terim
baslangi¢ olarak 1972’de J.F.K.Kerr tarafindan tanimlanmis, fizyolojik hiicre intihar
seklidir (63). Apoptoz tanimu ise ilk olarak 1842 yilinda Vogt tarafindan yapilmustir;
Yunanca’da apo (ayri) ve ptosis (diismek) kelimelerinden olusan terim, hicrelerde

normal gelisim sirasinda meydana gelen 6liim seklidir (64).

Bir¢gok kanser tipi icin yapilan arastirmalara baktigimizda apoptotik hiicre
oliimii sinyal yolagi iizerinden hedef alindigin1 gortlmektedir. Fiziksel bir slire¢ olan
apoptotik hiicre oliimii morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler sebebiyle
olugmaktadir; proliferasyon, degisim ve matiirasyon siiregleri ile tehlike arz eden
hiicrelerin organizmadan uzaklastirilmasidir. Apoptozda en 6nemli enzimlerin yapisal
ve fonksiyonel proteinleri hidrolizasyonunu saglayan yapilar kaspazlardir.
Kaspazlarin aktivasyonu iki yolak tarafindan etkilenmektedir: Membran reseptorleri
ve ligandlar ile iliskili dis yolak, ikincisi ise mitokondri ile baglantili olan i¢ yolaktir
(65). Bu sebeplerden otiirii molekiiler ¢alismalarin ¢ogunda genelde kaspaz yolagi

arastirilmaktadir.

Apoptozun dncesinde hucresel replikasyon durur ve DNA tamiri olur, eger bu
dongiide DNA tamir mekanizmasi gergeklesmezse hilicre apoptoza gitmektedir. In
vitro ¢aligmalarda, apoptoz siirecinin hizli bir olay oldugu, uyariyla birlikte hiicrenin
hizla ortamdan uzaklastigi, yuvarlaklasma meydana gelirken sitoplazmasinin da
bliziildiigii bildirilmistir. Biliziilme ve kabarma sirasinda siddetli olarak bu durum
aktivitelere yansimaktadir; protoplazma zardan uzaklasir, apoptotik cisim meydana
gelir ve tim bu olaylar birkag dakika i¢inde tamamlanir. Apoptotik hiicrelerin

fagositozu igin de 12-18 saat gibi uzun bir zaman gerekmektedir (66).

Apoptozun karakteristik 0Ozellikleri hiicre buzilmesi, tomurcuklanma,
kromatin kondensasyonu ve fragmentasyonu olarak belirtilmektedir (67). DNA
¢oziilmesi, kromatin yigilmasit apoptozun Onemli basamaklar1 olup apoptoz aktif
olduktan bir saat ya da daha uzun zaman sonra DNA’da tek iplikte bir gentik ile

baslayan spesifik ve geri donlisiimii olmayan bir yikim meydana gelir. DNA
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yariklanmasina bagli olarak DNA’y1 parcalayan enzim olan endoniikleaz aktivitesi
artmaktadir. Bu enzimin artmasindaki sebep kalsiyum (Ca)/ magnezyum (Mg)

oraninin 1 ya da daha fazla olmasina baglanmistir (68).

Apoptoz caligmalarinda DNA fragmentasyonu DNA cetveli, floresan boyama
(4-6 diamidino- phenylindole (DAPI)) boyama gibi yontemlerle incelenebilmektedir
(69). Hiicrede meydana gelen kalsiyum iyon degisimine bagli olarak aktiflesen
enzimler hiicre iskeletinin yikiminda énemli unsurdur. Apoptoz da rol alan ve sistein-
proteaz grubundan bu enzimlerin en énemlilerinden biri Kaspazlar (Cysteine Aspartate
Specific ProteASEs -CASPASE)’dir. Basglangigta inaktif olan proteinler gesitli yollarla

aktivasyon kazanirlar (70).

Apoptoz esnasinda olusan pek cok sekilsel ve hiicresel degisimler, bu
enzimlerin gorevli oldugu zaman diliminde meydana gelir. Apoptozun aktivasyonunda

kaspaz aracaigiyla ii¢ ayr1 yol oldugu bilinmektedir;

1) Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptoz (71),
2) Hiicre yuzey reseptorleri araciligi ile olusan apoptoz (72),

3) Endoplazmik retikulum aracili apoptoz seklidir (73).

Memelilerde en az 14 kaspaz tanimlandig1 ve islevlerine gore li¢ gruba ayrildig:

belirtilmektedir;

1) Baslatic1 kaspazlar (Kaspaz- 2, 8, 9, 10),
2) Etkili (Efektor) kaspazlar (Kapaz-3, 6, 7) ve
3) Enflamatuvar kaspazlar (Kaspaz- 1, 4, 5, 11, 12, 13 ve 14)’dir (74).

Ekstrinsik yolak hiicre ylizey reseptorlerine bagli apoptoz tipidir. Timor
nekroz faktort (TNF), Fas ligand gibi 6lim faktOru reseptoriine baglanmaktadir. Fas
ligand, hiicrelerin plazma membranina baglhidir. Oliim reseptorlerine ligand baglandig
anda yapisinda degisiklik meydana gelir ve birkag reseptorin etkisiyle
oligomerizasyon meydana gelir. Sonunda hiicrenin disindan gelen molekullere

baglanarak Kaspaz-8’i aktiflestirme sinyalleri yayilir (75).
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Ekstrinsik yolakta Kaspaz-8 baslatici kaspaz olup reseptor ile apoptotik
proteazlar arasindaki ilk baglantiy1 olusturmaktadir. Aktive olan Kaspaz-8, diger
kaspazlar1 (Kaspaz -3, 6, 7) aktiflestirmektedir. Sonu¢ olarak kaspaz kaskadi 6zel
hedef proteini kirarak apoptozu olusturur (Sekil 2.6.) (76). Kaspaz kaskadinin
amacladig1 proteinlerin proteolizi, hiicre yikimini olusturur. Hedef proteinler arasinda
hiicre iskeleti proteinleri: aktin, nukleusun biiziismesine sebep olan laminler ve

DNA’y1 niikleozomlar arasindan kirarak, DNA fragmani olusturan DN Aaz’dr.

TRAIL/Apo2L /FasL
Chemotherapeutics
Irradiation, Growth

Factor Withdrawal
Intrinsic YY) Extrinsic

E | TRAF2
i

” [ ™, ' Caspase -8
Mitochondria @
3 i | RIPI |

o\ i
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-L Caspase 8 YRA 0D

RIPI
1

—
Caspase-3/7
& Caspase-9 4 v Active
Apoplosome Caspase-3/7

Apoplosis

Sekil 2.6. Apoptozda intrinsik ve ekstrinsik yolak (76).

Intrinsik yolak da, mitokondrinin dis membranini, hiicrenin yasamini ya da
6limiini belirleyen 6nemli bir kapidir. Mitokondri/sitokrom c aracili olan bu apoptoz
tipi DNA hasar1 ve oksidatif stres gibi hiicre icinden gelen uyari ile mitokondrinin dis
membranini etkileyen Bcl -2 ailesi proteinleri vasitasi ile uyarilir. Apotozun intrinsik

yolagi distan gelen uyarilara (FAS,TNF) duyarsizdir (77).
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Pro -apoptotik ve Anti -apoptotik Bcl -2 aile Uyeleri, Bcl -2 ailesinin yaklasik
20 Uyesi oldugu ve hepsinin en az bir protein-protein iligkisine aracilik eden Bel -2
homoloji (BH) alan adi (domain) i¢erdigi bilinmektedir. Aile tiyelerinin ¢ogu ya ¢ ya
da dort BH alan adi paylasmaktadir. Bcl -2 proteinleri alt gruplara ayrilir; hiicreyi
apoptoza goturen grupa pro-apoptotik, apoptozu inhibe etmekte olan grupa anti-
apoptotik denilmektedir. Pro-apoptotik tyeler; Bax, Bak, Bid, Diva, Bix, Bim, Bcl-
Xs, Egl-1; Anti-apoptotik Gyeler; Bcl -2, Bel -xI, Mc1, Bcl -w, Bfl -1, Bcl -2 seklinde
ifade edilirler (78).

Cesitli anti -apoptotik (Bcl -2) sinyaller dis mitokondriyal membran kanallarini
kapali tutmaya c¢alisirken, tersine pro-apoptotik (Bax) 6liim sinyalleri bu kanallar
acmak icin calisir. Sitosol icine serbest birakilabilir mitokondriyal molekiilleri

arasinda Onemlileri sitokrom ¢ ve Smac\DIABLO’dur.

Prokaspaz -9 ve Sitokrom -c sitoplazmaya serbestlenip (79) sitokrom -c
molekiilleri, yedi kollu apoptozom olusturmak iizere Apaf -1 ile bir araya gelir. Yedi
kollu apoptozom Prokaspaz -9’u etkileyerek aktif Kaspaz -9’a ¢evirir ve pro-kaspaz-
3, 6, 7’yi sirayla boler ve aktiflestirir (80, 81). Boylece bunlar 6ldiiriicii kaspazlar
haline getirir. Daha sonra, Uriinleri apoptotik hiicre fenotipi olusturan gesitli “6lim
substratlarin1” ayirir. Normal olarak, c¢ok sayida apoptoz inhibitorleri (IAPs),
kaspazlara yapisir ve onlart inaktif yapar. Fakat yine mitokondriden salinan
Smac/DIABLO bu IAP’lara zit ¢alisarak kaspazlari IAP inhibisyonundan korur (Sekil
2.7.) (82).

18



anti-apoptotic
pro-apoptotic (survival) signals
(death) signals

closed channel

©e
@ 00

\ . . -
cytochrome ¢ Q —— inner mitochondrial

membrane

outer mitochondrial
membrane

procaspase 9
/

/ © o caspase 9

// o
initiator © P apoptosome
procaspase ©
S
1% I

Y ‘% inhibitors of
A P F ZZ apoptosis (IAPs)

L ¢

executioner © _——_ @ |executioner
procaspases-3,6,7 | € © v © caspases-3,6,7

A=)y
o~ cleavage ™ Bl g%,
death ICAD| lamin ofdeath & | l

substrates vimentin actin substrates

etc.

Robert A. Weinberg The Biology of Cancer Second Edition, sf 369

Sekil 2.7. Apoptozda intrinsik yolak (83).

Viicutta yeni kan damarlar1 agi olusumuna anjiyogenez denir. Kanserin
yayillmasinda kritik Onem tasiyan yeni kan damarlari olusumu ve gelisimi
(anjiyogenez) iizerine kanser ¢alismalari son yillarda artmistir. TUmMOr anjiyogenezi
kanser olusumunun i¢inde ilerleyerek, oksijen ve besin saglayan, atiklar1 uzaklastiran

yeni kan damarlarinin olusumudur (84, 85).
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Timor anjiyogenezi, kanserli hiicrelerin kendilerini ¢evreleyen normal dokuya
sinyaller yayan molekiiller salgilamasiyla baglar. Bu sinyaller gevre anjiyogenez
dokularinda yeni kan damar aglarinin olusumunu saglayacak proteinlerin
sentezlenmesini saglar. TUmorin anjiyogenez neticesinde genisleyen kan damar aglari

araciligi ile beslendigi ortaya konulmustur (85, 86).

Kanser ile ilgili gen bozukluklarinin yani sira pek ¢ok kanser hucresi kendi
biylmesini uyaran biyime faktorleri Gretmektedir. Bu da kanserin ilerlemesine sebep

olur. Yeni damar gelisimi olmayan tiimdrler asemptomatik lezyonlar olarak kalir (85,
86).

Vaskiler Endotelyal Blyume Faktori (VEGF), tiimorlerin salgiladiklart
biiyiime faktdrleri i¢inde anjiyogenez olusumunu saglayan primer sitokindir. VEGF,
tumor damar olusumunda rol oynayan, 45 kDa homodimerik yapili, 6zel olarak
vaskiler endotelyum (zerinde etkili bir glikoproteindir. Vaskiler endotelyal
hiicrelerin gelisiminden, sagkalimindan ve hiicre ¢gogalmasindan mesuldiir (87). 1996
yilinda faredeki tek bir VEGF allelinin susturulmasi (knock-out) embriyogenik 6limle
sonuclanmasi, VEGF’Un tiimor damarlagsmasindaki gibi patolojik damarlagsmanin

yanisira normal embriyonik geligsim i¢in gerekli oldugu ortaya konulmustur (88).

II Kiiciik bolgesel timor

Biiyeyebilen ve yayilabilen

1 .. timor
Anjiyogenez

Sinyal molekiilii

Sekil 2.8. TUmOr anjiyogenezin gosterimi (89)
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Map kinazlar, mitojen aktive protein kinazlar super ailesindendir (Sekil 2.8.)
(90). Okaryotik hiicrelerin tiimiinde bulunan bu proteinler hiicre membranindan
cekirdegine bilgi aktarilmasindaki 6nemi biydktir. Bu sinyal iletimi kaskadlari,
embriyogenez, yasama, ¢ogalma, farklilasma ve apoptoz islevlerinin diizenlemesinde

rol almaktadir. MAP kinazlar {i¢ ana gruba ayrilir (91) ;

1) p38 MAP kinaz ailesi,

2) Hiicre dis1 sinyal diizenleyen kinaz (Extracellular signal regulated kinase
(ERKS)) ailesi,

3) c-Jun NH2- ug kinaz (c-Jun NH2 -terminal kinase (JNK)) ailesidir (91).

MAP kinaz yolu, reseptor vasitali uyarinin hiicre igine sorumlu bir kinaz
kaskad1 olarak calisir. Kaskad sistemi hem sinyalin amplifikasyonu hem de
diizenleyici etkilesimler (sinyalin siiresi, siddeti ve kinetigi) agisindan Onem tasir.
Sinyalin iletimi G-protein aktivasyonu (Ras aktivasyonu) ile baslar ve MAP kinaz
kinaz kinaz (MAPKKK)’mn aktivasyonundan sonra sirast ile MAPKK (MAP kinaz
kinaz) ve MAPK (MAP kinaz) aktiflesir. MAPK ise sitoplazmik substratlarini (hicre
iskelet elemanlari, diger protein kinazlar) ve/veya niikleusta transkripsiyon faktorlerini

fosforilasyon yolu ile aktive eder ve hiicrenin biyoloji cevabi olusur (92).

Survivin geni insanlarda Gg¢ intron ve dort ekzondan meydana gelmis olup
kromozomun 17025 bdélgesinde yer alan, 14.7 kb uzunlugunda, 142 aminoasitlik, 16.5
kilo dalton agirliginda proteini kodlayan bir gendir. 1997 yilinda Ambrosini G. ve
arkadaslari tarafindan insan genomunun hibritlemesi ile Yale Universitesi’nde yapilan

¢aligmalar sonucunda bulunmustur (93, 94).

Apoptozu inhibe eden proteinler (IAPs) orijinal olarak bakilovirisler olarak
tanimlanmuis olup, tiirler arasindaki korunmusluklari, viral proteinlere benzerliklerinin
oldugu bilinmektedir. Bel -2 apoptozu inhibe ederek hiicrenin uzun slre hayatta
kalmasia neden olan ilk protein olarak gosterilmistir. Survivin (BIRC5) apoptozu
diizenleyen 6nemli bir protein ailesi olan IAPs olarak bulunan ilk inhibitorlerden

biridir ve dzellikle kanser hiicrelerinde belirgin bir sekilde ifade olmaktadir (95).
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Survivin’in iKki farkli deneysel kanit yoluyla apoptoz inhibisyonundaki rolii
gosterilmistir. Birincisi, ekstrinsik ya da intrinsik yolla hiicre kiiltiir sistemlerinde
rekombinant Survivin ifadesinin hiicre dliimiinii baskiladig1 gosterilmistir. ikincisi,
Survivin’in genetik olarak diizenlenen hayvanlarin kullanilmasi ile in vivo olarak
antiapoptotik fonksiyonu gosterilmistir. Survivin hem apoptozu baskilayici hem de
hiicre boliinmesini diizenleyici 6zellige sahip iki fonksiyonlu, iyi bilinen bir apoptoz
inhibitoradar (96, 97).

Survivin’in agir1 ifade edilmesi, mitoz araciligiyla hiicre ¢ogalmasini zorlamak
icin G2/M fazindaki kontrol noktasinin iistesinden gelebilecek kadar onkogenik

potansiyele sahiptir ve neoplastik klonlarin gelismesini baglatabilir (98).

Apoptoz inhibitor ailesinin Uyesi olan bu gen akciger, bobrek, cilt,
endometriyum, mide, kolon, meme, bas- boyun kanseri gibi farkli kanser tiirlerinde
fazla eksprese olmasi, histopatolojisi ve promotor bdlgesindeki polimorfizmler

nedeniyle bir¢ok arastirmacinin ¢alisma alanina girmistir.

B

=
|

Apoptosis Cell cycle

Cell survival

Sekil 2.9. Timorogenez olarak Survivin’in molekiiler mekanizmalar (99).
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Survivin’in asir1 ifadesi ile apoptotik yolaklar olan ekstrinsik ya da intrinsik
hiicre 6liim inhibisyonu iliskilidir (Sekil 2.9.A) (100). Hicre regulasyonunda,
fosforilasyon, kinazlar icin anahtar rol Ustlenmektedir (Sekil 2.9.B) (101) Caspase-
3/Mouse double minute 2 homolog (MDM2) kompleks aracilifiyla Survivin p53
genini regulasyonunu ve degradasyonunda gorev almaktadir (Sekil 2.9.C) (102).
Survivin’in yliksek ekspresyonu hiicre sayisini artirir ve hiicreyi apoptozdan korur
(Sekil 2.9.D) (103). Hipoksik kosullar tiimoérlerde yaygindir (104) ve ¢aligmalara
baktigimizda Survivin geninin aktivitesine bagli olarak, promotor bolgesine direkt
olarak Hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF-1a) baglanabilmektedir (Sekil 2.9.E)
(105). Genellikle Survivin CDE/CHR elementleri ve Smad 2 ve 3 flizerine bagh
mekanizma yoluyla TGF-f sinyal yolagi Survivin ekspresyonunu baskilar (Sekil
2.9.F) (106). Bunlara ilaveten, Survivin geni fetal ve kanserli dokularda bulunmasina
karsin normal yetigkin bir inasinin plasenta ve timiisii disinda hi¢bir dokuda bulunmaz
(98, 107). Survivin’in kotii huylu tiimoérlerin ¢gogunda prognostik bir markir olarak

gelecekteki kanser tedavisinde iimit verici bir gen oldugu bulunmustur (108, 109).

Bu c¢alismada amag, bas -boyun kanseri (zerinde molekiler etkilerin
arastirilmasidir. Hicre proliferasyonuna ve migrasyonuna olan etkisi ile apoptotik

yolakta hangi genleri nasil etkiledigi sorularina cevap bulmak hedef alinmstir.

Fucoidan ile yapilan onceki ¢alismalar, incelediginde, farkli kanser hiicre
hatlarinda apoptotik yolagi kullanarak Oliime gotiirdiigi tespit edilmistir. Bu
caligmada, daha 6nce ¢alisilmamis olan bas- boyun kanseri hiicre hattinda Fucoidan

calismalarin1 yapmak amaglanmastir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Kullamlan Hiicre Hatt1 ve Ozellikleri

Tablo 3.1. UT-SCC-6A hiicre hattinin 6zellikleri (110).

Hiicre Hatt1 Cinsiyet | Yas | Tip TNM Alinan Bolge Grade
Primer
UT-SCC-6A Kadin |51 rekurrens ToN1iMo | supraglottik larinks | G1

Bas -boyun skuamoz hiicreli karsinomun (UT-SCC) farkl tiirleri mevcut olup,
calismamizda Finlandiya’da Turku Universitesinden alinan UT-SCC-6A (6A) primer
timori kullanilmistir. Tablo 3.1.’de sunulan, 6A hiicre hatt1 51 yasindaki kadinin
supraglottik larinks boélgesinde, SCC olan G evresinden elde edilmis olup, TNM

sistemine gore suniflandiriimast T2N1Mo seklindedir (110).

3.1.2. Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.2. Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlarin listesi.

Thermo BioSafety Cabinet Class 11 (Steril Hiicre Kiltirt Kabini)

BioRad Cell Counter (Hiicre Sayim Cihaz1)

Thermo scientific (Pipet Tabancasi)
Hettich Rotina 380R santrifilj (Germany)
Qiagen RT-PCR cihazi

Nive Bench Top santriftij (Nuve-Turkey)
Techne TC-5000 PCR cihazi, Biorad (Gradient PCR-USA)

Thermo Varioskan (Multiplate Okuyucu)

Memmert Benmari — (Su Banyosu WNB-14 - Germany)
Shimadzu AUW?220D (Hassas terazi - Japan)
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Tablo 3.2. Tez ¢aligmasinda kullanilan cihazlarin listesi (devam).

Herolab UV Transilluminator (Germany)

VWR International VVortex (Germany)

Sanyo COz inkubator

Roche xCELLigence (Canlt hiicre proliferasyon analiz cihaz1)

Niive Steamart (Kat1 ve s1vi otoklav) Mini and Midi Format

Electrophoresis Systems (BioRad) (Running)

Sanyo -80°C (Dondurucu)

Scotsman AF80 Buz makinesi (IL, USA)

VWR Galaxy Ministar spin arttirict (Korea)

The ChemiDoc MP system (Bio-Rad) (Goriinti)

The Mini Trans-Blot® (Bio-Rad) (Transfer)

Leica DM IL LED Mikroskop

Manyetik karistirici - 1siticilt (MTOPS MS300)

Thermo Scientific OWL EASYCASTTM B2 Jel elektroforez sistemi
(USASchimadzu)

UV-Pharmaspec 1700 spektrofotometre (Japan)

Schimadzu Biotech Biospec-nano spektrofotometre (Japan)

Thermo Scientific Barnstead Easypure II ultra saf su cihazi (54)

Techne Dri-Block DB-2D heatblock (UK)

Consort EV265 elektroforez giickaynagi (Belgium)

Cleaver Scientific MSCHOICE elektroforez tanki

Western Goriintiileme Cihazi (The ChemiDoc MP system- Bio-Rad)

VWR advanced VMS-C7

-20°C Dondurucu (Bosch- Germany)

Mikrodalga firin (Samsung MV71E- Korea)

Ultra Distile su cihazi (Thermo scientific barnstead Easypure 11-USA)

Nikon AIR- NiS Elements (Isik Mikroskop)

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlarin listesi Tablo 3.2.”de sunulmustur.
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3.1.3. Hiicre Kiiltiiriit Donanimlari

12 kuyucuklu petri, 6 kuyucuklu petri, 25, 75, 175 cm? hiicre biiyiitme kaplari,
UT-SCC-6A hiicre hatti, Fetal Bovine Serum, Tripsin -EDTA, kriyovial tip,
Penisilin/Streptomisin, L -Glutamin, DMEM, Penisilin, steril pipetler (5, 10, 25, 50
ml), siringa filtreleri (0.22 pum).

3.2. YOntemler

3.2.1. Hiicre Kultdrd

Calismamizda Finlandiya’da Turku Universitesinden alian UT-SCC-6A (6A)
primer tiimori kullanilmistir. 6A hiicre hatt1 51 yasindaki kadinin supraglottik larinks
bolgesinde, SCC olan Gi evresinden elde edilmis olup, TNM sistemine gore
suniflandirtlmasi T2N1Mo seklindedir (110).

Hucrelerin  kaltir edilmesi suresince  DMEM/High Glukoz medyumu
kullanildi. %5 CO- igeren nemli 37°C’lik inkibatdrde buyitildi. Hiicre yogunluguna
ve deneysel ihtiyaglara gore her 2-3 giinde bir pasajlar1 gergeklestirildi.

Calismamizda kullanilan 6A hiicre hattinin medyumu su sekilde hazirlandi;

500 ml DMEM (HyClone Cat. No.: BE12-604F) besiyeri icerisine:

e 50 ml FBS (HyClone Cat. No.: S\VV30180.03),
e 5 ml penisilin / streptomysin (Lonza Cat. No.: DE17-602E),
e 4 m L-Glutamin (Lonza Cat. No.: BE17-605E),

e 50 pl Plasmocin (InvivoGen Cat. No.: MPT-36-03A) eklenerek kullanima hazir
hale getirildi.

Calismamizda hicre klltiirii ¢alisma kurallart titizlikle yerine getirilerek,
caligmalar siirdiiriildi. Her ¢alismadan yarim saat once, kabinin U.V. 15181 agilarak
kabin sterilize edildi. Kabin, ¢alisma &ncesinde %70’lik alkol ile temizlendi. Once

bunzen beki yakildi daha sonra da havalandirma agildi.

26



3.2.1.1. Hiicre Ekim islemleri

Hiicrelerin Stoklanmasa:

6A hiicre hattinin stok sartina baglh olarak %10 DMSO (900 ul FBS+100 ul
DMSO) kullanilarak yapildi.

e Hiucre kaldirma islemlerine baslamadan 6nce stok soliisyonu hazirlandi ve
soguk olmasi i¢in buzdolabiin +4 kisminda buz igerisinde bekletildi.

e Flask icerisindeki hticreler 10 ml 1XPBS (Fisher Cat. No.: BMA51226) ile
yikandi.

e 4 ml %0.25 Tripsin-EDTA sollisyonu (Biological Industries Cat. No.: 03-052-
1B) ile hiicreler kaldirildi.

e Tripsin- EDTA muamelesinden sonra kalkan hicreler 15 ml medyumla falkon
igerisine toplandi.

e 1100 rpm’de 3 dk. santrifiij edildi ve slipernatant kismi atildi. Hiicre says1 ile
orantili sekilde stok ¢ozelti eklenerek hiicre pelleti ¢ozulda.

e 1ml olacak sekilde krovial (cryovial) tiiplere dagitildi.

o Krovial tipler 15 dk. +4°’de, 30 dk -20°’de sonra da -80°’de bir gun bekletildi
ya da BICELL (Bio Freezing) ile direkt -80°ye kaldirildi. ikinci giinde

hucreler s1vi azot tankina alindu.

Stoktan Hiicre Ekimi:

Hiicreler ¢calisma boyunca 37°C’de inkiibe edildiginden ¢alismada kullanilacak
soliisyonlarinda 1sismin ayni olmasi gerektiginden soliisyonlar her zaman ¢aligma

oncesinde 37°C’de 1s1t1ld1.

e -196°C’de siv1 azot tankindan alinan hiicre, 37°C’deki benmari igerisinde 1-2
dk. bekletildi.

e Falkon icerisine 7 ml medyum eklendi ve krovial tiiplerin etrafi %70 alkol ile
temizlenip, titiz bir sekilde agilarak falkon tiipiiniin i¢ine stok soliisyonu i¢indeki
hiicreler aktarildi.

e 25°C’de 1 100 rpm’de 3 dK. santrifiij edildikten sonra supernatant kismi atildi.
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Hiicrelerin lizerine pelletin yogunluguna goére gerekli miktarda medyum
konulup, ekim yapilacak flaskin boyutuna gore hiicrelerin iizerine medyum
eklendi

Pastor pipeti ile pipetaj yapilarak hiicreler ¢6zdiiriildii ve medyum bulunan flask
icerisine hiicreler eklendi, flaska yayilacak sekilde sallandi ve 37°C %5 CO2’lik
inkubatore konuldu.

3.2.1.2. Medyum Degisimi

Medyum 37 °C’de 1sit1ld1.

25’1k, 75°1ik veya 175’lik flasktaki medyum uzaklastirildi.

Flask biiytkligine gore sirasiyla 8, 15, 20 ml medyum eklendi ve etive
kaldirildu.

Medyum hiicre tipi ve yogunluguna gore siirekli kontrol edilip gerektikce

degistirildi. Bu siirecte pasaj gerektiginde hiicreler pasajlandi.

3.2.1.3. Harvest islemi

Flasktaki medyum bosaltildi.

Flaska 10 ml 1xPBS (Lonza, 51226) ilave edilerek varsa 61U hucreler ve medyum
kalintilar1 uzaklastirildi ve bdylece flaskta tutunan canli hiicreler kaldi.

Flaskin biiyiikliigiine goére 0.5 ml-2 ml, 0.25 tripsin (Biological Industries, 03-
052-1B) eklenip, etive (inklbatore) konuldu 2-5 dk. arasinda hiicrelerin
kalkmasi sagland1 (Tripsin-EDTA 37°C’de aktivite olan bir kimyasaldir, bundan
dolay1 37°C’de inkiibe edildi).

5-10 ml medyum eklenip, pipetaj yapilarak falkon tiipe aktarildi.

25°C’de 1 100 rpm’de 3 dk. santrif(ij edildikten sonra slipernatant kismi atildi.
Medyumun tamama hiicrelere zarar vermeden dikkatlice ¢ekildi.

Medyumda hiicreler ¢oziiliip esit bir sekilde hiicre kiiltiir tabaklarina
(well=kuyucuk) tekrar ekildi. Bu ekim sirasinda kullanilacak kuyu-plakalarin

boyutlart 6nemlidir. Her plate i¢in uygun sayida hiicre ekimi gergeklestirildi.
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3.2.1.4. Tryphan Blue ile Hiicre Sayim ve Hiicre Canhilik Analizi

Hiicre kiiltiirii asamalarinda kuyucuklara hiicrelerin esit dagitilmast igin

hiicreler sayilarak ekim yapildi. Bunun igin hiicre sayimi su sekilde yapild;

e Flasktan yukarida belirtildigi gibi kaldirilan hiicreler medyumda ¢oziindiiriiliip
karisim homojenize edildi, hiicre sayimi i¢in; 10 ul Tryphan Blue, 10 ul hiicre
ornegi ile karigtirildu.

e Bu karigimdan 10 pl alinip, Bio-Rad’s New TC10tm Automated Cell Counter
cihazinin slaytina eklenip, bu cihazda hiicre sayimi yapildi (Sekil 3.1.).

e Konsantrasyon (hiicre/ml)=canli hiicre sayisi ve canlilik oran1 belirlenir. Ekim
yapilacak plakaya uygun hesap yapilip ekim gergeklestirildi (Sekil 3.2.).

e 16 kuyu E -plaka, CIM -Plaka i¢in her kuyucuga belirlenen hiicre sayisinda hiicre
ekildi. Bu hiicre sayisi hiicre hattindan hiicre hattina degisiklik gostermektedir.
Bundan dolay1 dncelikle bu kuyucuklara farkli sayilarda hiicre ekildi, ardindan
uygun hiicre sayis1 belirlendi. Diger deney asamalarinda da kuyucuklara buna
uygun hucre sayisinda ekim yapildi. RNA, protein izolasyonu i¢in 6’lik kuyu
(well) platelere ekim yapildi.

Sekil 3.1. Hiicre sayim asamalart.
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Ornek hesaplama: 1 ml  1.10x107

? 12x10°
?=0,109ml

hiicre karisimdan alinacak, tizerine medyum ile
tamamlanacak. (12x105 =kuyu basi 5000 hiicre x 24
kuyu, xCELLigence plateleri igin)

Sekil 3.2. Hiicre sayimi ardindan hiicre/kuyu hesaplamanin gosterimi.

3.2.2. xCELLigence RTCA (Ger¢ek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi)

Hucresel donguler, xCELLigence sistemi sayesinde higbir gosterge
kullanmadan gercek zamanli olarak analiz edilebilmektedir (ROCHE, xCELLigence
RTCA DP ANALYZER). Mekanizma hucre kiltirt E-Plaka’larin tabanina koyulmus
mikro- elektrodlar sayesinde elektriksel diren¢ (empedans) 6lcer (Sekil 3.3.). Direng
Olgimii hiicre sayisi, canliligi, morfolojisi ve hareketi dahil hiicrelerin vaziyeti
hakkinda kantitatif bilgi (data) verir. Biz de Fucoidan uygulamasi ardindan hiicre
sayisindaki degisimi tespit amaciyla bu analizi gerceklestirdik. Bu metodun

basamaklar1 asagida belirtildigi gibidir;

e XCELLigence 6zel E -plakalara medyumdan 100 pl her kuyucuga eklenip,
cihaza okutulup background 6l¢timii yapildi.

e Pasajdan elde edilen hiicreler hiicre sayimi yapildiktan sonra XCELLigence E-
plakalara hiicre tipine 6zgiin olarak belirlenen sayida ekildi.

e Ekim ardindan 30 dakika oda sicakliginda bu plakalar bekletildi.

e Cihaza plakalar yerlestirildi ve cihaz program ayarlandiktan sonra galistirildi.
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E-Plate 16

CIM-Plate 16

Sekil 3.3. xCELLigence Cihazi, E-Plaka ve CIM -plaka aparatlari.

3.2.3. Fucus Vesiculosus (Fucoidan) Muamelesi

Ticari olarak satin alinan Fucoidan from fucus vesiculocus (Fucoidan) (Sigma,
F5631) 2 mg tartilip 0.5 ml medyum (DMEM) icinde ¢ozdirildi Tablo 3.3.’de
gosterilen doz araliginin belirlenmesinde ki etkili faktor, genis aralikta Fucoidan

uygulamasi ile en yiiksek dozdan, en diisiik doza kadar verilen Fucoidan’in hiicre

hatlar1 tizerindeki degisimlerinin tespiti amaghdir.

Tablo 3.3. xCELLigence E -plaka ¢aliymamizda uygulanan Fucoidan dozlart

Madde adi | +| Medyum Olusan Son (1/4) E-Plakaya
(DMEM) Madde | konsantrasyon Uygulanan doz

2 mg Fucoidan | +] 0.5ml A 4 000 pg/ml = 1 000 ug/ml
0.25ml A +10.25ml B 2 000 pg/ml = 500 ug/ml
0.25mI B +1025ml C 1000 ug/ml = 250 ug/ml
0.25mlC + ] 0.25ml D 500 ug/ml = 125 ug/ml
0.25mI D + ] 0.25ml E 250 ug/ml = 62.5 ug/ml
0.25mlE +1]0.25ml F 125 ug/ml = 31 ug/ml
0.25ml F +1]0.25ml G 62.5 ug/ml = 16 ug/ml
0.25ml G +1]0.25ml H 31 ug/ml = 8 ug/ml
0.25ml H +1]0.25ml | 16 ug/ml = 4 ug/ml

31




3.2.4. Hiicre Titrasyon Testi RTCA (xCELLigence Ger¢ek Zamanh Hiicre

Analiz Sistemi)

Bu analiz xCELLigence’da yapilacak madde uygulamasi Oncesinde E-

plakalara ekilecek hiicre sayisini belirleme amaciyla yapilmistir. Her hiicre hattinin

cogalma siiresi farkli oldugundan yapilacak ekimler hiicrelerin ¢cogalma siirelerine

baglt belirlenmistir. E -plakalara hizli biiyiiyen hiicre hattindan ¢ok fazla ekim

yapilirsa daha madde uygulamasi yapilmadan hiicre 6liimleri olacagindan o kuyucuk

icin en uygun sayimin ka¢ oldugu belirlenmesi hedeflenmistir. Bundan dolay1 farkli

sayida hiicreler E -plakalara ekilmis zamana bagli degisimleri izlenmistir.

Deneyin basamaklari asagida belirtildigi gibidir;

Hiicreye harvest islemindeki ilk basamaklar uygulanarak hiicreler kaldirildi.
Hiicre sayim1 gergeklestirildi.

XCELLigence E -plakalara medyumdan 100 ul her kuyucuga eklenip,
background 6l¢limii yapildi.

16 kuyu-plaka (well-plate) xCELLigence E -plakalara dortli tekrar olacak
sekilde hucreler ekildi.

Ekimin ardindan 30 dakika oda sicakliginda bu E -plakalar bekletildi.

Cihaza E -plakalar yerlestirilir ve cihaz program ayarlandiktan sonra ¢aligtirild.
Ekim ardindan hiicrelerin proliferasyonlarindaki farkliliklar, zamana ve sayisina

bagli bu platelere ekim i¢in en uygun say1 belirlendi.

3.2.5. Hucre Sitotoksisite Testi RTCA (xCELLigence Ger¢cek Zamanh

Hulcre Analiz Sistemi)

Hiicreye harvest islemindeki ilk basamaklar uygulanarak hiicreler kaldirildi.
Hiicre sayimu gergeklestirildi.

xCELLigence 6zel platelerine DMEM’den 100 pl her kuyucuga eklenip, cihaza
okutuldu.

Hicre titrasyon (Cell titration) deneyi sonucunda belirlenen hiicre sayis1 16°lik
kuyu plakalara ekildi.

Cihaza plateler yerlestirildi ve cihaz program ayarlandiktan sonra ¢alistirildi.
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e 24 saat sonrasinda yukarida belirtilen dozlarda Fucoidan dorder tekrarl
uygulandi.

e {lerleyen saatlerde hiicrelerin ¢cogalma egrileri takip edildi. I1Cso degeri tespit
edildi.

3.2.6. mRNA ifadesinin Belirlenmesi

Her hiicre hatt1 icin xCELLigence kullanilarak dozlar belirlendikten sonra
hiicreler 6’lik kuyulara her doz igin dorder tekrarli ekildi, inkabatorde inkiibe edildi.
24 saat sonra farkli dozlarda Fucoidan uygulandi ve 24 saat sonra asagidaki protokol
takip edilerek RNA izolasyonu yapildi. izolasyondan 6nce invert mikroskobuyla
hiicrelerin fotograflar1 ¢ekildi. Fucoidan uygulanan hiicrelerin sekilleriyle kontrol

gruplari kiyaslandi. Hiicrelerin sekillerinde degisiklik gézlemlenmedi.

3.2.6.1. Trizol ile Hiicreden RNA izolasyonu

Hiicreler 6’lik kuyulara belirlenen sayida ekildikten, 24 saat sonra ICso ve ICso
dozunun iki kati seklinde Fucoidan maddesi verildi ve 48. Saatte Hiicreden RNA

izolasyonu Real Time PZR i¢in yapildi.

e 6’lik kuyulardaki medyum bosaltildi.

e Soguk 1XPBS’le (1 ml) iki kez yikandx.

e Her bir kuyucuga 1 ml TRiZOL (Invitrogen, 15596-026) ilave edildi ve
kuyucuklar 1yice yikandi, pipet ucuyla da iyice kazindi.

o Her kuyucuktaki hiicreler 1.6 mI’lik ependorf tiiplere alind1.

e 200 pl kloroform (Merck, 102431) eklendi ve renk degisene kadar 2-3 dk.
sallandu.

e 12000 x rpm’de 15 dk. +4 °C’de santrifiij yapildi.

e Santrifiij sonrasinda ii¢ faz olustu, istteki seffaf kisim (siipernatant) yeni
ependorf tiipe aktarildi.

e 500 ul 2 -propanol (Merck, 100995) eklenip, sallanarak karistirildi ve oda
sicakliginda 10 dk. inklbe edildi.

e 12000 x rpm’de 10 dk. +4 °C’de santrifiij yapildu.
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e Siipernatant RNA’ya zarar vermeden dikkatlice atildi. %75’lik etanolden
(Merck, 100993) 1 000 ul eklendi ve hafifce sallandi1 (Bu asama sonrasi islemler
buz tlizerinde yapildi).

e 12000 x rpm’de 5 dk. +4 °C’de santrifij yapildi.

e Siipernatant atildi ve alkoliin uzaklagsmasi i¢in 10-15 dk. oda sicakliginda
kapaklar1 agik olarak bekletildi.

e 40 ul PZR -grade DEPC (Invitrogen, 46-2224) su eklenerek RNA pipetejla
cozduralda.

e RNA’lar nanodropta Oolgiildii, konsantrasyonlari ve 260/230 saflik (OD)
degerleri belirlendi.

e RNA diger deneyler kullanilmak {izere etiketlenerek -80°C’de saklandi.

3.2.6.2. cDNA Protokoli

Real Time PZR igin hiicreden izole ettigimiz RNA’lar1 cDNA sentez kiti (Kat.
No: RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit k1621) ile cDNA’ya cevirdik. Bunun
icin oncelikli olarak da RNA’lar1 sabit bir sayiya esitledik (RNA konsantrasyonuna

gore 1 veya 2 g gibi).

Hesaplama islemi asagidaki gibi yapildi;

Ornegin izole ettigimiz RNA degeri X=424.2 ng/ul olsun. Bunu 1 pg’ma
esitlemek istiyorsak;

424.2 ng = 0.424 ug

(0.424°1 neyle carparsam 1’e esitlenir diye hesap yapilir)

0.424 x 2,35 =1.0001 pg

2.35 pl = alinacak RNA miktar1

Hesaplamalar1 yaptiktan sonra ¢calismaya gecildi.

(Not: RNA ve Kkitin i¢inde bulunan malzemeler her zaman buzda
bekletilmelidir.)

o Ornek sayisi kadar 0.2 ml’lik pzr tiip ¢ikartildi.

e Her bir drnek igin hesaplanan miktarda RNA sirastyla pzr tliplere konuldu.
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e Her bir 6rnek icin hesaplanan miktarda su (Kkitin icinde mevcut) sirasiyla
ependorf tiiplere konuldu (6rnegin RNA 2 pl ise 11 ul’ye tamamlayacak sekilde
yani 9 pl su tuplere konur).

e Ayri bir temiz ependorf tiipiin i¢inde asagidaki oranlarda mix hazirlandu.

Bir Ornek icin hazirlanacak miktarlar;

e 5X Reaction Buffer = 4ul
e RibolockTM RNAase Inhibitor (20u/ul)= 1ul
e 100 mM DNTP Mix=2ul
e RevertAidTM M-MuLV Reverse Transciritase (200u/ul) = 1ul
e Oligo (dT) 18 Primer = 1pl
e Hazirlanan mix 6rnek tiiplerinin iistiine 9 pl olacak sekilde dagitildi.
e Toplam hacim 20 pl olacak (11 dnceden vardi 9 pl mix ekledik toplam 20 pl
oldu).
e 42 °C 60 dk. inkiibasyona birakildi, Sonra 70°C de 5 dk. bekletildi. Spin attirildu.
e Elde edilen cDNA’lar -80°C de saklandi. (cDNA’lar RT -PZR igin 1/10 dilte
edildi).

3.2.6.3. Beta Aktin, Bax, Bcl -2, Kaspaz -3, Kaspaz -9, Kaspaz -8,
Cytochrome -¢, Erk (Mapk1), Survivin ve VEGF- b Primerlerin Hazirlanmasi

RT -PZR’da kullanilacak olan mRNA primerleri 6ncelikli olarak her gene 6zel
olarak NCBI Primer Blast arayiizden tasarlandi (Tablo 3.4.) ve sonrasinda ticari olarak

temin edilerek asagida belirtilen sekliyle hazirlandi;

Liyofilize durumdaki primerlere kullanma talimatinda belirtilen miktarda
IXTE (Tris-EDTA) eklenerek 100 pmol/ml’lik stok c¢ozeltiler hazirlandi. PZR
isleminde kullanilmak {izere stoktan 20 pl alinarak, 80 ul 1xTE tamponu eklendi
(20pmol).
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Tablo 3.4. Tez ¢alismasinda kullanilan primerlerin sekanslar

Gen Ismi NCleeE;;irans Forward Primer (5’ ->3°) Reverse Primer (5’ ->3°)
(B:?Tagi” NM_001101.3 TTCCTGGGCATGGAGTCCT AGGAGGAGCAATGATCTTGC
Bax NM_001291428.1 GTCCAATGTCCAGCCCATGA || AGCTGAGCGAGTGTCTCAAG
Bl -2 NM_000633.2 CGGGAGATGTCGCCCCTGGT | GCATGCTGGGGCCGTACAGT
CcytOCh”’me' NM_018947.5 GGAGCGAGTTTGGTTGCAC GCTTGCCTCCCTTTTCAACG
'(E,\;{AKPKD NM_002745.4 CAGGCTGTTCCCAAATGCTG | ACACCGATGTCTGAGCACG
Survivin NM_001012271.1 ATTCGTCCGGTTGCGCTTTC GAAGTGGTGCAGCCACTCTG
VEGF- B NM_003377.4 ATGGCCTGGAGTGTGTGC GTGATGTCAGCTGGGGAGG
Kaspaz -3 NM_004346.3 AGTTTCGTGAGTGCTCGCAG | CTGAGGTTTGCTGCATCGAC
Kaspaz -8 | NM_001080124.1 CTGGGTGCGTCCACTTTCTG | TGCCTGGTGTCTGAAGTTCC
Kaspaz-9 | NM_001220.4 gg’AGTCTTAGTTGGCTACTC TCGACAACTTTGCTGCTTGC

3.2.6.4. Gradiyent PZR

Real Time PZR’da kullanilacak olan primerlerimizin, uygun ¢alisma
sicakligin1 bulmak igin (Tablo 3.5.), asagidaki soliisyonlar (Tablo 3.6.) ve program
(Tablo 3.7.) kullanilarak gradiyent PZR yapildi.

Tablo 3.5. Gradient PZR igin kullanilan soliisyonlar ve miktarlari

SOLUSYONLAR (1 érnek icin) | MIKTAR
NH4 SOLUSYON (BUFFER) 2.5ul

| MgCl 2.5ul
dNTP 0.5ul
FORWARD PRIMER 0.5ul
REVERSE PRIMER 0.5 ul
TAQPOLIMERAZ 0.2ul
SAF SU (NFW) 16.3ul
Toplam Soliisyon 25 ul
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Tablo 3.6. Gradient PZR i¢in program kosullar1 (34-38 cycle)

(FINAL EXTENSION)

BASLANGIC (INITIAL) 95°C 5dk.
BOZULMA (DENATURATION) 95°C 30sn.
PRIMERLERIN BAGLANMASI 58-66°C { 1dk.
(ANNELING OF PRIMERS)

UZAMA (EXTENSION) 72°C 1dk.
SON UZAMA 72°C 5dk.

3.2.6.5. Agaroz Jel Elektroforezi

PZR sonrasi istenen bdlgenin amplifiye olup olmadigini kontrol etmek igin

%2’lik agaroz jelde PZR drunleri yurutaldu (Sekil 3.4.).

%2 ’lik Agaroz jel hazirlanmasi;

e 100 ml IXTAE (Tris/Asetik Asit/EDTA) veya IXxTBE (Tris/Borik Asit/EDTA)

tamponunun igine 2 gr agaroz (Invitrogen, 16500 -100g) konuldu.

e Mikrodalga firinda homojen olana kadar tutuldu.

e 2 ul ethidium bromide (Merck, 11608.0030) ilave edildikten sonra jel kaliba

dokiilerek donmaya birakildi.

e PZR drinlerinden 5 pl almarak 1 ul 3xLoading dye (Thermo, #R0611) ile

karistirtlip kuyucuklara yiiklendi.

e Jel, 100 V’da yaklasik 15-30 dk. ydratildikten sonra U.V. transilliminatérde

gorintilendi (Sekil 3.4.).

37




100bp -k 66° 64° 62° 60° 58°

Bax gradient pcr

gradient pcr-34cycle
B-actin gradient pcr
%?2 jel 100v 20" %2 jel 100v 25'

100bp-k 64° 61° 58° 64° 61° 58° -k 64° 61° 58°

Caspase-3 Caspase-8
gradient per gradient per

%2gel 100v 25' 38 cycle

100bp -k 66° 64° 63° 60° 58° g > 62° -k 66° 62° 61°

survivin Caspase-9 MAF’_K-1(ERK)
gradient per gradient pcr gradient per

%2 gel 100v 25' 38 cycle

100bp

cytochrom ¢
gradient per
%2 gel 100v 20"

Sekil 3.4. Gradiyent PZR sonras1 Agaroz Jel Elektroforez gorunttleri.
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Tablo 3.7. Gradiyent PZR sonras1 alinan Agaroz Jel Elektroforez goriintiileri sonucunda,
genlerde c¢alisilan sicaklik dereceleri.

RT -PZR i¢in ¢ahisilan genler | Gradient PZR sonucunda
cahisilan sicaklik dereceleri

Beta actin (ACTB) 58°

Bax 58°

Bcl -2 58°

Cytochrome -c 58°

Erk (MAPK1) 620

Survivin 62°

VEGF-b 58°

VEGF -c 62°

Kaspaz -3 (Caspase -3) 58°

Kaspaz -8 (Caspase -8) 58°

Kaspaz -9 (Caspase -9) 62°

3.2.6.6. PZR- Clean up (Gel Ekstraksiyon)

Elektroforez sonrasinda dogru yerlerde olan genlerimiz Macherey-Nagel™

740609.50 jel ekstraksiyon kiti kullanilarak saf olarak jelden DNA izole edildi.

Jel ekstraksiyon Protokolu;

e Her tiipe 1 jel parcasi i¢in 200 ul binding buffer eklenir, vortekslenip, 1siticida
(heat blok) 50°°de 5-10 dk. beklendi.

e 11000 g’de 30 sn. santrifiij yapildi.

e  Ornekler spin klona aktarildi.

e Toplama tupu bosaltildu.

e 700 pl wash buffer eklendi.

e 11000 g’de 30 sn. santrifiij yapildi.

e Toplama tiipili bosaltildi.
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e 700 ul wash buffer eklendi.

e 11000 g’de 30 sn santrifiij yapilda.

e Toplama tiipii bosaltildi.

e 11000 g’de 1 dk. santrifiij yapildi.

e Kolon yeni tiipe aktarilip 70°’de 1sitilmig Elution Bufferdan 15 pl spin kolonun
ortasina eklendi. 5 dk. bekletildi.

e 11000 g’de 3 dk. santrifiij yapildi.

e Nanodropta 6l¢uldu.

3.2.6.7. Real -Time PZR icin Standartlarin Hazirlanmasi

Jel ekstraksiyonu yapilan DNA’lardan standart hazirlanir. Primere ait jel
ekstraksiyonu yaptiktan sonra spektrofotometrede konsantrasyon ve kalite 6l¢limii

yapild.

Ornek: BETA -AKTIN geninin jel ekstraksiyon sonucu;

ng/ul )  7000pg  s— 70 KAT
69 ul ddH20 1ul DNA
Seklinde hesaplama ile sulandirma katsayisi bulundu. Sonrasinda 1:10

miktarinda seri dilisyon yapildi. Birinci standart hazirlandiktan sonra sirayla

seyreltilerek olusturulan dort standart, ¢alismaya hazir hale getirildi (Sekil 3.5.).
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IS |

1pIDNA + 5ulstl+ 5ulst2 + 5ulst3 + 5ulstd +
69ul ddH,0 45 pl ddH,0 45 pl ddH,0 45 pl ddH,0 45 pl ddH,0

Sekil 3.5. Real Time PZR i¢in standartlarin hazirlanmasi.

3.2.6.8. Real-Time PZR

Real Time PZR’da kullanilan syber green 1siktan etkilendigi i¢in ¢aligma alani
karanlik olmali, buz metal bloklarda ve asagidaki miktarlarda (bir 6rnek igin)

calisilmalidir (Tablo 3.8.).

Tablo 3.8. Real Time PZR igin kullanilan soliisyonlar ve miktarlari.

SOLUSYONLAR MIKTAR
FORWARD PRIMER 0.5ul
REVERSE PRIMER 0.5ul
SYBR GREEN MASTER MiX 12.5ul
NUCLEASE FREE WATER 9l
cDNA 2.5l
TOPLAM 25 pl
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Real Time PZR’da, cihazda (Rotor-Gene Q (Green 1)) calisilan gene gore

program qgirildi;

¢ Bozulma (Denatiirasyon) icin 15' 95 °C,
e Baglanma (Annealing) 30,
e Uzama (Extention) 30' 72 °C, 45 ddngude (cycle) ¢alisildu.

Ayni sekilde housekeeping gen olan Beta -aktin ile normalize edildi. Analizde
okunan genlerin degerleri excel programinda yerlestirilip oranlamalari, ortalama

degerleri hesaplanip varsa ekspresyon degisimine bakildi.

3.2.7. XCELLigence Hicre Migrasyon Analizi

Fucoidan ile muamele edilmis olan 6A hiicre hattinin XCELLigence DP ile
migrasyonu gozlemlendi. Proliferasyon deneyi sonras1 uygun doz ve etki siiresi i¢in
16’lik CIM -plakalara ekim yapilarak uygulama saglandi. Boylece Fucoidan’in hiicre
migrasyonuna olan etki Olglimii gergeklestirildi. Migrasyon (hiicre gogl) testi
oncesinde CIM -plakalara ekilecek hiicre sayisini belirleme amaciyla Oncesinde
titrasyon analizi yapilmisti. 6A hiicre hattinin titrasyon sonucuna bagli deney yapildi,
Fucoidan dozlar ise 1Cso ve ICsp dozunun iki kati seklinde hucrelere uygulanarak
migrayon analizi yapildi. CIM -plakalara ekilmis zamana ve Fucoidan dozlarina bagl

degisimleri izlenmistir.

Deneyin basamaklart asagida belirtildigi gibidir;

e Hiicreye harvest islemindeki ilk basamaklar uygulanarak hiicreler kaldirildi.
Hiicre sayim1 gergeklestirildi.

e XCELLigence CIM -plaka’nin alt kismina DMEM’den ( FBS’li ve FBS’siz) 160
ul her kuyucuga eklenip, Plakanin iist kismi alt kismina eklenip iist kismina 50
ul serumsuz medyum koyuldu ve 1 saat inktibatérde bekletildi.

e Sonrasinda cihaza okutularak background alindi.

e Her hiicre hatt1 i¢in yapilan titrasyon sonucu belirlenen hiicre sayisina gore,

hicreler 50 pl icinde serumsuz medyumda ekildi.
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e Her hiicre hatt1 i¢in E -plaka deney sonug¢larimizda tespit ettigimiz 1Cso dozu ve
ICso Fucoidan dozunun iki kati seklinde madde 50 ul icinde serumsuz
medyumda verildi.

e Ekimin ardindan 30 dakika oda sicakliginda bu CIM -plakalar bekletildi.

e Cihaza CIM -plakalar yerlestirildi ve cihaz program ayarlandiktan sonra
calistirildi.

e Ekim ardindan hiicrelerin zamana ve sayisina bagli migrasyon analizi yapildu.

Belirtilen dozlarin her biri 4’erli tekrar olacak sekilde analiz yapildi. FBS’siz
olan kuyular negatif kontrol olarak deneye dahil edilmistir.

3.2.7.1. XCELLigence CIM-PLAKA Titrasyon Analizi

Fucoidan ile muamele edilen hucreleri xCELLigence DP ile migrasyonunu
gozlemledik. Proliferasyon deneyi sonrasi uygun doz ve etki siiresi igin 16’lik CIM
plakalara ekim yapilarak uygulama saglandi (Sekil 6.). Boylece Fucoidan’in hiicre
migrasyonuna olan etkisi Olculdi. Migrasyon (hiicre gocu) testi 6ncesinde CIM
plakalara ekilecek hiicre sayisini belirleme amaciyla titrasyon analizi yapildi. Her
hiicre hattinin ¢ogalma siiresi farkli oldugundan 6A hiicre hatti i¢in yapilacak ekimler
hiicrelerin ¢ogalma siirelerine bagh belirlendi. CIM -plakalara hizli biiyiiyen hiicre
hattindan ¢ok fazla ekim yapilirsa daha madde uygulamas1 yapilmadan hiicre 6liimleri
olacagindan o kuyucuk i¢in en uygun sayinin ka¢ oldugu belirlenmesi hedeflendi.
Bundan dolayr farkli sayida hiicreler CIM -plakalara ekilerek zamana bagh

degisimlerini izledik.

Deneyin basamaklart asagida belirtildigi gibidir;

e Hiicreye harvest iglemindeki ilk basamaklar uygulanarak hiicreler kaldirild1 ve
hiicre saymmi gerceklestirildi.

e XCELLigence CIM -plaka’nin alt plakaya DMEM’den ( FBS’li ve FBS’siz) 160
pl, her kuyucuga eklenip, plakanin tist kismi alt kismina eklenip iist kismina 50
ul serumsuz medyum koyuldu ve 1 saat inkiibatorde bekletildi sonrasinda cihaza

okutularak arka plan (background) alindi.
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e 16 kuyulu xCELLigence CIM-plaka’lara ikiser tekrarli hem FBS’li medyum
hem de FBS’siz medyum icin 80 000, 40 000, 20 000 ve 10 000 sayisinda
hucreler ekildi.

e Ekimin ardindan 30 dakika oda sicakliginda bu CIM -plakalar bekletildi.

e Cihaza CIM -plakalar yerlestirildi ve cihaz programi ayarlandiktan sonra
calistirildi.

e Deneyin bitiminde hiicrelerin proliferasyonlarindaki farkliliklarina baglh olarak

bir sonraki deney i¢in en uygun hiicre sayis1 belirlendi.

Sensoron _____
bottom surface

Lid
Cells.

| Upper Chamber.

Gel Layer.
(user provided)

Microporous Membrane
Mi i

Cell

| Lower Chamber.
on

Sekil 3.6. Hiicre migrasyon analizi i¢in kullamlan XCELLigence CIM -Plaka aparatlari.

3.2.7.2. Fucus Vesiculosus (Fucoidan) Muamelesi

Ticari olarak satin alinan Fucoidan from fucus vesiculocus (Sigma, F5631) 2
mg tartilp 0.5 ml medyum (DMEM) iginde c¢ozdurildi. Doz araliginin
belirlenmesinde ki etkili faktor, genis aralikta Fucus vesiculosus (Fucoidan)
uygulamasi ile en yiiksek dozdan, en diisiikk doza kadar verilen Fucoidan’in, 6A hiicre

hatt1 tizerindeki degisimin tespiti yapildi (Bkz. Tablo 3.3.).
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3.2.8. Apoptoz Deneyi (CASPASE -3 ACTIVITY ASSAY)

Kaspaz -3 aktivitesi apoptozu dogrudan ilgilendirir. Bu nedenle Caspase -3
activity Assay Kit (Roche, 120129522001)’ de bulunan, protokol uygulanarak 6A
hiicre hattinda ki apoptoz orani gozlemlendi. Analiz ise asagida verilen protokol

basamaklar1 uygulandiktan sonra yapildi.

3.2.8.1. Ornek Hazirh

e Apoptoz analizi i¢in yaklasik 2 milyon hiicre gerekmektedir.

e 6’ lik kuyuda bulunan hticreler 6ncelikle 2 kez 1 ml 1X PBS ile yikandi.

e Daha sonra 500 ul tripsin eklenip 37°C’de inkiibatore kaldirildi.

¢ 5 dakika sonra hiicrelerin kalktig1 mikroskopta bakilarak gézlendi.

o Kalkan htcreler, her kuyu i¢in 1 ml medyum ile 1.6 ependorf tiiplere toplandi.
e 1100 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

e SUpernatant atilir. Pellette hiicreler kald.

e Uzerine 1 ml soguk 1X PBS eklendi ve hiicreler pipetajla yikandh.

¢ 300 g’de 3 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatant atildi. Pellette hiicreler kaldi.

e Uzerine 200 ul 1X DDT eklendi ve hiicreler pipetajla ¢ozduruldi.

e 1 dakika buz Gzerinde inkiibe edildi.

e 15000 rpm’de 1 dakika santriifiij edildi.

e 100 -200 ul supernatant analiz i¢in ayri tiiplere alindu.

e Istenirse direkt analize gegilir veya 6 ay -20°C’de saklanabilir. Biz ¢calismamiz

direkt analiz yaparak gerceklestirdik.
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3.2.8.2. Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Coating Buffer (10x): 1x yapmak i¢in 1 ml coating buffer, 9 ml ddH20 ile
¢ozalda.

Anti-Caspase-3 (20x): Kullanmadan hemen 6nce bu antibody 1:20 oraninda
coating buffer ile seyreltildi.

Blocking buffer: 25 ml sisesinde kullanima hazirdir.

Incubation buffer (5x): 1x yapmak i¢in 50 ml incubation buffer, 200 ml ddH20
ile sulandirild1 (+4 °C de saklanir).

DDT (100x): 1x yapmak igin 10 pl DDT, 990 pl incubation buffer ile ¢ozuld.
Substrat soltisyon (20x): 1x yapmak i¢in 1:20 oraninda DDT ile sulandirildi.
AFC solusyon: 1 mM solusyon, 1x substrat soliisyon ile dillisyonlar

hazirlanarak kullanild.

3.2.8.3. MTP’i Kaplama (MTP: Microtiter Plate)

Uygulama yapilacak her kuyucuga 100 ul anti -Caspase -3 Coating solution
eklendi.

MTP (Microtiter Plate) yapiskan bir folyo kapak ile sikica kaplandi ve 37°C’de
1 saat inkube edildi.

Coating solusyonu ¢ekildi. Kuyucuklara 200 ul Blocking buffer eklendi. MTP
yapiskan kapak ile sikica kapatildi. 15-25°C’de 30 dakika inkibe edildi.
Blocking buffer tamamen cekildi. Kuyucuklar 3 kez 200 ul 1X Incubation buffer
ile yikandi.
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3.2.8.4. Proteaz Aktivite Analizi

Kuyucuklara 100°er ul 6rnekler ve pozitif kontrol eklendi. MTP’in Uzeri
yapigkan folyo ile kaplandi. 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.

Ornekler tamamen cekildi. Kuyucuklar 3 kez 200 ul 1X Incubation buffer ile
yikandi.

Kuyucuklara 100 ul 1X Substrate solusyon eklendi.

Florometrik okuma yapildi. Buna da TO dendi. Okuma igin excitation filter 370
-425 nm ve emisyon filter 490-530 nm. (maximaex: 400 em: 505)

MTP Uzeri yapiskan folyo ile sikica kapatildi.

37°C’de 2 saat inkiibe edildi.

2 saat sonra tekrar 6lgtim yapilir. Buna da T1 dendi. T1 deki degisim hesaplandi.
Yorum: Eger deger ¢ok diisiikse 1 gece 37°C’de inkiibe edilebilir.

3.2.8.5. Kaspaz -3 Aktivite Analiz

AFC bu bolimde taze olmalidir.
Asagidaki sekilde Subtrate Solution ile dilue edildi.
50 mikromolar icin; 25ul AFC + 475ul Substrate Solution

Bu karisimdan sonra standartlar hazirland:

o 50 mikromolar standart icin: 250 ul AFC

o 25 mikromolar igin: 125 ul AFC + 125 ul Substrate Solution
o 10 mikromolar igin: 50 ul AFC + 200 ul Substrate Solution
o 1 mikromolar icin: 5 ul AFC + 245 ul Substrate Solution

o 0.5 mikromolar i¢in: 5 ul AFC + 495 ul Substrate Solution

o 0 mikromolar igin: 200 ul Substrate Solution

Daha sonra bu standartlardan her birinden 2 kuyu olacak sekilde 100 ul eklendi
(Sekil 3.7.).

Florumetrik 6lgiim yapildi. Uyarma filtresi (Excitation filter): 370-425, yayma
filtresi (emision filter): 490-530.
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Sekil 3.7. Kaspaz -3 aktivite deneyi i¢in plaka dizayni.

Plaka dizaynt;

Bl=Blank, Sa= 50 uM standart, Sb=25 puM standart, Sc=10 uM standart, Sd=5
MM standart, Se=1 pM standart, Sf=0 uM standart, PO= pozitif kontrol, P1, P2, P3..-
P20= orneklerdir.

3.2.8.6. Sonuclarin Analizi

Florometrik okuma ile alinan sonuglar olan TO ve T1 degerleri kullanilarak

asagida verilen 1. denkleme gore her 6rnek i¢in ayr1 ayr1 AFU degerleri hesaplandi.

1. Denklem

AFU= (Sample FU at T1- Blank FU at T1)- (Sample FU at TO- Blank FU at
T0). Daha sonra standartlarin florometrik okuma degerleri excele girildi, grafik
cizilerek grafigin egimi hesaplanda.

Kaspaz -3 aktivitesi asagidaki 2. denklem kullanilarak, her Ornek igin

hesaplandi.
2. Denklem

Kaspaz -3 aktivitesi= (AFU/120)/egim
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3.2.9. Protein ifadesinin Belirlenmesi

3.2.9.1. Hiicreden Protein izolasyonu

Flasklarda yeterli yogunluga ulagsmis hiicreler gereken protokol ile flasktan
kaldirildi ve hiicre sayimi yapildi. Toplam protein izolasyonu i¢in kuyu basina
belirlenen sayida hiicre hiicre tipine gore 6’11 kuyu-plakalara (well-plate) ekildi. 24
saat ardindan Fucoidan belirli dozlarda uygulandi. 24 saat daha inkiibe edildikten sonra

izolasyonu yapildi.

e Hiicreler iizerine soguk 1X PBS (1 ml) ile 2 kez yikandi, kaziyici (cell scrapers
Kat. No: 89260-222) yardimiyla petri yiizeyinden hiicreler kaldirildi. Ependorf
tiipe alindu.

e Soguk santrifiijjleme islemiyle +4 derecede 4 000 rpm’de 4 dak. Santrifiij edildi.
Stipernatant atild1.

e Hiicre pelleti elde edildi. Toplam protein icerigi eldesi i¢in hiicre 6ziitleme
tamponu (RIPA (150 ul ve Proteinaz inhibitorii (1.5 ul)) igerisine alinan hiicreler
2.5 dakika boyunca sonikasyon islemi gercgeklestirildi. Sonikasyon sonrasi
berrak olmalidir (RIPA=Katalog no: SC24948A).

e 15000 rpm’de +4 derecede 5 dakika santrifiijlenen 6rneklerin siipernatanti yeni

bir tlipe alind1 ve protein hazirdir. Saklanma kosulu 20°C’dir.

Proteinlerin Boyanmasi:

1 érnek igin:

150 ul protein igin

50 ul=4X Sample Buffer
5 ul= 2 -Merkaptoetanol

e Hazirlanan mix igerigi, protein ependorflarina 55 ul olarak dagitildi ve
vortekslendi.

e 95°C’de 5 dakika bekletildi. Proteinler SDS -PAGE jeli i¢in yiikklemeye hazir
hale gelmis oldu.
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3.2.9.2. Bradford Yontemiyle Protein Miktar Tayini

e Protein miktar analizi Bradford yontemi kullanildi (Bio-Rad).

e Proteinler Coomassie brillant blue G250’ye baglandi ve tayini bu sayede yapildu.
Normalde protone halde kirmizi/kahverengi renkte olan boya protein ile
baglaninca mavi renkte goriildii. Bu degisim Varioskan Flash’da 595 nm’de
absorbans Ol¢iilerek belirlendi (Thermo Electron North Ame).

e Bovine Serum Albumin (BSA) 1.5 ug araliginda alinarak standartlar olusturuldu.

e Daha sonra 6rneklerde 2 ul olacak sekilde kuyucuklara eklendi ve tizerlerine 100
ul Bradford soliisyonu eklenip karanlikta 5 dakika beklendikten sonra 595 nm
de ol¢lim yapildi.

3.2.9.3. SDS-PAGE Jel Hazirlanmasi

SDS -PAGE (sodyum dodesil siilfat (SDS) poliakrilamid jel elektroforez
(PAGE)) proteinlerin molekiiler byiikliigiinii analiz etmek i¢in kullanilmaktadir.
Poliakrilamid jellerle yapilan elektroforez, hem molekiiler ayrim hem de elektroforetik

harekete dayali oldugundan 6rnekteki bilesenlerin daha 1yi ayrigmalarina yol agar

(111).

Jel hazirlamak i¢in dncelikle gerekli soliisyonlar hazirlandi. Bu soliisyonlarin

hazirlanmasi Tablo 3.9.’da ayrintili olarak anlatilmistir.

Tablo 3.9. Western Blot jeli i¢in gerekli soliisyonlarin hazirlanmast.

%30 ACA (bis-akrylamide) 58 gr Acrylamide + 2 gr N,N,metilen Bisacrylamide +
200 ml dW
2M Tris HCL 72 gr Tris + 250 ml dw karigimi hazirlanir ve iyice

¢ozlindukten sonra pH: 8.8’e ayarlanir.

0.5M Tris HCL 6 gr Tris + 80 ml dw karisimi hazirlanir ve iyice

¢ozlindikten sonra pH:6.8’e ayarlanir.

%10 SDS (sodyumdodesilsulfat) | 5 gr SDS tartilip 50 ml’ye dw ile tamamlanir.
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Tablo 3.9. Western Blot jeli i¢in gerekli soliisyonlarin hazirlanmasi (devam).

%10 APS (amonyumpersulfat) 25 mg APS + 250 pl dw karisimi hazirlanir. Bu karisim
uzun sire dayanmaz o ylizden hemen hazirlayip

kullanmaliy1z.

1xTransfer Buffer 28.8 gr Glycine + 6.04g Tris Base *1.6 Litre DH20’da
¢6z + 10ml (%10’luk SDS) + 200ml Methonol + 190ml

DH20 =2 Litre.

1xRunning Buffer 28.8 gr Glycine + 6.04g Tris Base *1.6 Litre DH20’da

¢6z + 20ml (%10’luk SDS) + 380ml DH20 =2 Litre.

IXTBS-T 8.8 gr Tris Base + 1.2 gr NaCl + 500 ul Tween20 + 700
ml DH20 en son ph: 7.4 olarak sabitlenir ve 1 000mI’ye

tamamlanir.

e Soliisyonlar hazirlandiktan sonra yurutme (running) jel igin Tablo 3.9.’daki,
hizalama (stacking) jel icin Tablo 3.10.’daki oranlar ile iki ayri jel karigimi

hazirlandi.

e Jel hazirlanirken %10’luk jel oranlart kullanildi.

Tablo 3.10. Yiritme (Running) jel oranlari.

Kullanilan Malzemeler | Running Gel | Running Gel | Running Gel | Running Gel
(%7.5) (%10) (%12.5) (%15)

Distile Su (dw) 6 500 ul 5500 ul 4500 ul 3500 ul

%30 ACA 3000 ul 4 000 ul 5000 ul 6 000 ul

%10 SDS 120 ul 120 ul 120 ul 120 ul

2M Tris(Ph:8.8) 2250 ul 2250 ul 2250 ul 2250 ul

%10 APS 160 ul 160 ul 160 ul 160 ul

TEMED 16 ul 16 ul 16 ul 16 ul
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Tablo 3.11. Hizalama (Stacking) jel oranlari.

Distile Su 2700 ul

%30 ACA 660 ul

0.5 M Tris (Ph:6.8) | 1000 ul

%10 SDS 40 ul
%10 APS 50 ul
TEMED 10 ul

Not: Tablo 3.10. ve Tablo 3.11.’deki miktarlar 2 jel dokmek istediginizde
gecerlidir. Tek jel veya daha fazla dokmek istediginizde uygun katsayi ile ¢arpiniz.

Oncelikle yiriitme (running) jeli hazirland.

e Belirtilen oranlarda ¢ozeltiler birlestirildi, ancak APS ve TEMED
polimerlesmeyi saglayan ajanlar olduklarindan dolay1, karisima en son eklendi.

e Jel karisimi iki camdan olusan kasetin arasina dikkatlice akitildi.

e Uzerine 2 -propanol eklendi.

e Jel kuruduktan sonra propanol akitildu.

e Hazirlanan hizalama (stacking) jel karisimi donmus haldeki yuritme (running)
jelin lizerine akitilarak tarak takildu.

e Iyice kuruduktan sonra tarak ¢ikartildi ve jel yiritme soliisyonu (running buffer)

ile doldurulmus tankin igine alind1 (Sekil 3.8.).

Sekil 3.8. Jel dokiim isleminden sonra tanka aktarilma isleminin genel gosterimi.
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3.2.9.4. Protein Orneklerin Hazirlanmasi

Izole edilen proteinlerin jele yiiklenecegi miktar1 immunoblotlama ydntemi igin
Bradford sonuclarina gore standart egriye bagl olarak tespit edildi.
Ardindan 1:3 oraninda ylikleme tamponu ile karistirildi ve 95°de 5 dak. tutuldu

ve buza alindu.

3.2.9.5. SDS -PAGE Jelin Yiiriimesi ve PVDF Membrana Transfer

Ornekler protein belirtecler ile birlikte 95 V’da 5°, 240 V’da 17 dakika SDS
igeren yiiriitme tamponunda (1XRunning Buffer) yiiriitiildi.

Jel iizerinde olan protein Ornekleri PVDF membrana transfer (1X Transfer
Buffer) edildi (Sekil 3.9.). Sonrasinda, yagsiz siit tozu ile 30' oda sicakliginda
vortekslendi (50 ml 1XTBS-T igeren Tris Tuz Soliisyonu i¢in 1.25 gr. siit tozu).
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Sekil 3.9. Proteinlerin yiritme tampon ¢6zeltisinde yiritiilmesinden, transfer asamasina

kadar genel gosterimi.

3.2.9.6. immunoblotlama i¢in Birincil Antikorla Muamele

e Proteinleri jelden membrana aktardiktan sonra, membran TBS-T’ye konuldu.

e Falkonda 1.25 gr. stittozunun Gzerini TBS-T ile 50 ml’ye tamamlayarak stttozu
¢ozeltisi hazirlandi (%2.5°1uk).

e Membram1 TBS-T’ten alarak siittozu c¢ozeltisi koydugumuz kutunun igine
konuldu.

e Membran suttozu ¢6zeltisinde oda sicakliginda galkalayicida (shaker) 1 saat
bekledi.
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Ayr bir falkonda her antikor (antibody) i¢in Tablo 3.12.’de gosterilen oranlarda

olacak sekilde birincil antikor karigimi hazirlandi (%2.5’1uk siittozunda).

ml birincil antikor ¢ozeltisinden eklendi.

Membran ¢0Ozeltisiyle birlikte paketlendi.

sicaklik antikor (antibody) gore degisebilir).

Tablo 3.12. Calismada kullanilan birincil antikorlar.

1 saat beklettigimiz membranimizin kutusundaki siittozu ¢ozeltisini alind1 ve 4

+4C°’de 1 gece (overnight) calkalayicida bekledi. (Bu asamadaki zaman ve

BiRINCIL IKINCIL MOLEKULER UYGULAMA
ANTIKOR/ORAN |ANTiKOR /ORAN AGIRLIK ALANLARI KATALOG NO
B-Actin Antibody
(C4):5c-47778-
B-Actin = 1/2 500 Mouse: 1/4 000 43 kDa WB, IHC, ELISA Santa Cruz
Survivin Antibody
(D-8): sc-17779-
Survivin =1/100-1/500 Mouse: 1/4 000 17 kDa WB, IHC, ELISA Santa Cruz
Caspase-3 (8G10)-
Caspase -3=1:1 000 Rabbit: 1/4 000 17,19,35kDa |W,IP Endogenous] Cell Signaling
Phospho-
p44/42MAPK
Phospho- p44/42 MAPK W, IP, IF-IC, F (Erk1/2)- Cell
(Erk1/2)=1/1 000 Rabbit: 1/4 000 42, 44 kDa Endogenous Signaling
Bcl-2 (50E3)- Cell
Bcl-2 = 1/1 000 Rabbit: 1/4 000 26 kDa W,IP Endogenous Signaling
W,IP Caspase-8(1C12)-
Caspase -8= 1/1 000 Mouse: 1/4 000 18, 43, 57 kDa Endogenous Cell Signaling
47,37,35 kDa (H) Caspase-9(C9)-Cell
Caspase -9= 1/1 000 Mouse: 1/4 000 |51, 39,37 kDa (R,M)}] W, Endogenous Signaling
Bax = (starting dilution
1/200, dilution Bax (P-19): sc-
rangel:100-1:1 000), Mouse: 1/4 000 23 kDa. W, IP, IF-IC, 526g- Santa Cruz
VEGF = (starting ELISA, IF, IHC,
dilution 1:200, dilution monomer:21 kDa. | IHC-P, IP,and | VEGF (A-20): sc-
range 1:100-1:1 000 Rabbit: 1/4 000 dimer: 42 kDa. WwB 152-Santa Cruz
14kDa Cytochrome-c
Cytochrome-c W,IHC-P Antibody #4272-
Antibody=1/1 000 Rabbit: 1/4 000 Endogenous Cell Signaling
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3.2.9.7. Yikama

e Paketler acilarak i¢cindeki membran TBS -T ile dolu kaba alindi.
e Calkalayicida 3’er dk. 3 kez TBS -T degistirerek yikandi.

3.2.9.8. ikincil Antikorla Muamele

Stok suttozu ¢ozeltisinden alinip 1/4 000 oraninda ikincil antikor g¢ozeltisi
hazirlandi.

Yikama isleminden sonra membran 4 ml ikincil antikor ¢dzeltisine (1XTBS-T)
konuldu.

Oda sicakliginda 1 saat galkalayicida bekletildi.

3.2.9.9. Yikama ve Goriintiileme

Membran 3 defa 3’er dk. TBS-T ile yikandi.

Temiz bir ylizeye sera stre¢ yayarak diiz zemin olusturuldu.

Bu arada ECL (enhanced chemiluminescence) 150:150ul oraninda ECL A ve
ECL B ile enzim ¢ozeltisi hazirlandi (ECL A Cat N0:100003037, ECL B Cat
No: 100003038) (Invitrogen).

Membranin iizerine karanlik ortamda enzim ¢ozeltisi konularak 1 dk. bekletildi.
(Burada kullandigimiz enzim ¢ozeltisi ikincil antikorlara baglanarak i1sima
olmasini saglar).

Membranlar1 CD poseti arasina alinarak goriintiilemeye hazir hale getirildi.
Membranlarin Goriintiilenmesi ChemiDoc™ MP System (Bio-Rad) cihazinda

yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. 6A Hiicre Hattinin Titrasyon Grafigi

4.1.1. 6A Hiicresinin XCELLigence E -Plaka Titrasyon Grafigi

Oncelikle xCELLigence cihazinin platelerinin herbir kuyucuguna ne kadar
hiicre ekilecegini tespit etmek i¢in i¢in Fucoidan uygulamaksizin, sadece hicreler

ekilerek titrasyon deneyi yapildi (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. 6A hiicre hatti i¢in E -Plaka ile yapilan titrasyon deney grafigi.

6A hiicre hatt1 i¢in E -Plaka ile yapilan titrasyon deney grafiginde, her renk
farkli sayida hiicreyi ifade eder. Kirmmzi: 20 000, Yesil: 15 000, Lacivert: 10 000,
Pembe: 5 000, Turkuaz: 2 500 hiicreyi gostermektedir (Sekil 4.1.).

Bu analiz sonucu en iyi bliylime grafiginin kuyucuk basina, 10 000 -15 000
hiicre aras1 deger olan, 12 500 hlicre olacag belirlendi. Clinki; 20 000 hticre/kuyucuk
ekildiginde hiicre yogunlugu ¢ok hizli bir sekilde, 5 000 hiicre/kuyucuk ekildiginde ise
cok yavas arttig1 goruldi. Bu deney grafigi sonucunda, Fucoidan uygulama saatinin,

24. saat olduguna karar verildi.
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4.1.2. 6A Hiicresinin XCELLigence CIM -Plaka Titrasyon Grafigi

XCELLigence cihazinin plakalarmin herbir kuyucuguna ne kadar hiicre
ekilecegini tespit etmek i¢in Fucoidan uygulamaksizin, sadece hiicreler ekilerek huicre
titrasyon deneyi yapildi (Sekil 4.2.). Hiicre migrasyonu icin FBS’li ve FBS’siz ortama
hiicre ekimi yaparak, kuyucuk basina ekecegimiz hiicre sayisina bagli FBS’siz

ortamda ge¢isin olmamasi, FBS’li ortamda da gegisin olmasi bekledigimiz durumdur.
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Sekil 4.2. 6A hiicre hatt1 i¢in CIM -Plaka ile yapilan titrasyon deney grafigi.

6A hiicre hatt1 i¢in CIM -plaka ile yapilan, titrasyon deney grafiginde, her renk
farkli sayida hiicreyi ve farkli FBS’li, FBS’siz ortamu ifade eder. Kirmmzi: 80 000
hiicre FBS’siz, Yesil: 40 000 hiicre FBS’siz, Lacivert: 20 000 hiicre FBS’siz, Pembe:
10 000 hiicre FBS’siz, Turkuaz: 80 000 FBS’li, Koyu mavi: 40 000 FBS’li
Kahverengi: 20 000 FBS’li, Koyu yesil: 10 000 FBS’li hlicreyi gostermektedir (Sekil
4.2.).

Yaptigimiz titrasyon deney sonucunda kuyucuk basina ekecegimiz hiicre
sayisinin yetersiz oldugunu, 160 000 hiicre ekerek deneyi tekrarlamanin uygun

olacagini diisiinerek, deneyimizi tekrarladik (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.3. 6A hiicre hatt1 igin CIM -Plaka ile yapilan titrasyon deney grafigi.

6A hiicre hatt1 icin CIM -plaka ile yapilan, titrasyon deney grafiginde, her renk
farkli sayida hiicreyi ve farkli FBS’li, FBS’siz ortami ifade eder. Kirmzi: 160 000
FBS’1i, Yesil: 160 000 FBS’siz hiicreyi gostermektedir (Sekil 4.3.).

Tekrarladigimiz hiicre migrasyonu, titrasyon deney sonucunda 160 000 hiicre
ektigimizde FBS’siz ortamda gec¢isin olmadigini, FBS’li ortamda ise hiicre gecisi ve
zamana bagl hicre indeks (cell index) seviyesinin optimum dizeyde oldugunu
gorduk. Bu sebeplerden 6tiirti 160 000 hiicre/kuyucuk ile deneylerimizi gergeklestirdik
(Sekil 4.3.).
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4.2. 6A Hiicre Proliferayonu Uzerinde Fucus Vesiculosus (Fucoidan)

Etkisinin Sonucu

6A hicre hatt1 i¢in yapilan titrasyon deney sonucunda, 12 500 sayida hicre
ekimini uygun bulduk (Bkz. Sekil 4.1.). xCELLiegence cihazinin E -plakalarina 12
500 sayida hiicre ekimi yaptik. 24. saatte Fucoidan uyguladiktan sonra ger¢ek zamanl

hlcre analizi gergeklestirildi (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. 6A hiicre hatti igin E -Plaka ile yapilan proliferasyon deney grafigi.

6A hiicre hatt1 i¢in E -Plaka ile yapilan Fucoidan uygulamasi proliferasyon
deney grafiginde, her renk farkli dozda Fucoidan’1 ifade eder. Agik yesil: 1 000 ug/ml,
Lacivert: 500 ug/ml, Pembe: 250 ug/ml, Turkuaz: 125 ug/ml, Mor: 62 ug/ml,
Kahverengi: 31 ug/ml, Koyu yesil: 16 ug/ml Turuncu: 8 ug/ml, Kirmzi: Kontrol
grubu hticreyi gostermektedir (Sekil 4.4.).

6A hiicre hattinda, Fucoidan’in farkli konsantrasyonlarin da ki etkisi
gozlemlenmistir. Bu deney grafigine bakildiginda uygulanan Fucoidan dozu arttikg¢a,

hiicre sayisinin (proliferasyonun) azaldigi gortlmektedir (Sekil 4.4.).
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4.2.1. 1Cs0 Degerinin Belirlenmesi

XCELLigence analizlerinin sonucuna gore bundan sonraki Western Blotting ve
Real Time PZR asamalarinda kullanmak i¢in Fucoidan’in etkili oldugu degeri bulmak
icin Fucoidan’in hiicreleri en ¢ok Oldirdiigii degerin yarisi olan ICso degeri

belirleyerek ¢alismalarimiza devam ettik (Sekil 4.5.).

Baic Gt S Seps Erode

3| =0]+ | +] 2|06

1C50: 550 ug/ml |

Sekil 4.5. xCELLigence cihazi ile ICs degerinin hesaplanmasi

6A hiicre hatt1 i¢in E -Plaka ile yapilan Fucoidan proliferasyon deney grafigi
(Bkz. Sekil 4.1.) sonucu ile xCELLigence cihazinin RTCA software sistemi
kullanilarak ICso degerinin hesaplanmasi. Olusturdugumuz bu grafik sonucu ICsp

degeri, 550ug/ml olarak belirlendi.
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4.3. 6A Hiicre Migrasyonu Uzerinde Fucus Vesiculosus (Fucoidan)’un

Etkisinin Sonucu

Fucoidan’in hiicre migrasyonuna (hiicre gogl) olan etkisini 6lgcmek icin 6A
hicre hatt1 ile xCELLigence cihazt CIM -plakalarina, titrasyon sonucu belirledigimiz
160 000 sayidaki hucre ekimini yaptik. Ayni zaman diliminde belirlenen Fucoidan
ICso dozu ile 1Cso dozunun iki katimi uygulayarak hiicre migrasyon deneyimizi
gerceklestirdik (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. 6A hiicre hatt1 igin CIM -Plaka ile yapilan migrasyon deney grafigi.

6A hiicre hatt1 i¢cin CIM -Plaka ile yapilan Fucoidan uygulamasi ardindan,
goOrilen hiicre migrasyon degisimleridir. Her renk farkli dozda Fucoidan’1 ve farkli
FBS’li, FBS’siz ortami ifade eder. Turkuaz: Kontrol (alt gember FBS’1i), Kirmizi: 1
100 ug/ml (alt cember FBS’li), A¢ik yesil: 550 000 ug/ml (alt gember FBS’li), Mor:
Kontrol (alt gember FBS’siz) Lacivert: 1 100 ug/ml (alt cember FBS’siz), Pembe:
550 000 ug/ml (alt cember FBS’siz) grubu gostermektedir (Sekil 4.6.).

Hiicre migrasyon deneyi sonucunda uyguladigimiz Fucoidan 1Cso ve [Csp
dozunun iki katinda kontrole oranla ikisininde inhibe ettigini ama ICsq dozunda daha

iyi inhibe ettigini gozlemledik (Sekil 4.6.).
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4.4. Fucus Vesiculosus (Fucoidan)’un 6A Hiicresine Uygulanmasi

Ardindan Morfolojisinin Gozlemlenmesi

Fucoidan’in hlicre morfolojisine etkisini gdzlemlemek igin belirlenen sayida
6’lik kuyulara hiicreler ekildi. Bu say1 hiicre titrasyon testi ile belirlenmisti. Hiicre
ekiminden 24 saat sonra belirlenen ICso Fucoidan dozu hucrelere uygulandi ve 24 saat
sonrasinda hiicre morfolojileri mikroskopta incelendi. Fucoidan uygulanan grup ile

kontrol grubu kiyaslandiginda belirgin bir degisimin olmadig: goriildi (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Fucoidan uygulama sonrasi 6A hiicre hatt1 morfoloji goriintiisii
6A hiicre hattinin 6’lik kuyulara ekiminden 24 saat sonra, Fucoidan ICso dozu

(550ug/ml) uygulama sonrasi hiicre sekilleri (morfoloji) g6zlemlendi (Isik
mikroskobunda, Nikon AIR- NiS Elements 10x biiyiitme) (Sekil 4.7.).
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4.5. Fucus Vesiculosus (Fucoidan)’un 6A Hiicresine Uygulanmasi
Ardindan RT-PZR ile Bax, Bcl -2, Kaspaz -3, Kaspaz -9, Kaspaz -8, Cytochrome
-¢, Erk (Mapk1), Survivin ve VEGF Genlerinin Ekspresyon Diizey Sonuclar1

Bas -boyun kanseri hiicre hattinda Fucoidan uygulamasina bagli apoptozun
tetiklenip tetiklenmedigi gozlemlemek icin, apoptozda énemli roli olan Bax, Bcl -2,
Kaspaz -3, Kaspaz -9, Kaspaz -8, Cytochrome -c genlerine, proliferasyon ve
migrasyona etkilerini incelemek icinde Erk (Mapkl), Survivin ve VEGF genlerini,

RT -PZR (mRNA diizeyinde ekspresyon seviyeleri) deneyi yaparak arastirdik.

Fucoidan'in 24.saatte 6A hiicre hattina etkisi
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Sekil 4.8. 6A Hiicre hatti i¢in yapilan Real Time PZR analiz sonucu.
6A Hiicre hatt1 i¢in yapilan, Real Time PZR analiz sonucu; istatiksel olarak

student’s t -test ile degerlendirilmistir *p<0,05 (Caspase -9), diger genler i¢in p>0,05
(Sekil 4.8.).
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Tablo 4.1. 6A hiicre hattinda Real Time PZR student’s t -test degerleri.

6A hiicre hattinda Real Time PZR student’s t-test degerleri
550ug/ml/control=p p degeri
Cytochrome -c 0.823435168 P>0.05
Bax 0.234149454 P>0.05
Bcl-2 0.069028098 P>0.05
Kaspaz -3 0.677918187 P>0.05
Kaspaz -9 0.017981472 P<0.05
Kaspaz -8 0.07325236 P>0.05
Mapk -1 0.329472303 P>0.05
Survivin 0.06848405 P>0.05
VEGF- b 0.677918187 P>0.05
VEGF-c 0.112546865 P>0.05

Yaptigimiz Real Time PZR c¢alismasinda Tablo 4.1.’de 6A hiicre hattindaki
Kaspaz -9 (P<0.05) hari¢ hi¢bir gende Fucoidan uygulamasina bagl anlamli bir artig
ya da azalma gozlenmemistir. Kaspaz -9 ekspresyonunda anlamli bir artis olmasina
ragmen Bax/Bcl2 gen ekspresyon oraninda ve diger apoptotik genlerde de belirgin bir
degisikligin olmamasi, Fucoidan’in apoptozu uyarmadigini (indiiklemedigini)

diistindtirdll ve teyit etmek i¢in diger caligmalarimizi gergeklestirdik.
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4.6. 6A Hiicre Hattina Fucus Vesiculosus (Fucoidan) Uygulama Sonrasi

Apoptoz Deney (Caspase -3 Activity Assay) Sonucu

Apoptotik yolak ile iligkili olup olmadigini aragtirmak i¢in, farkli bir yol olan

ve apoptozu dogrudan ilgilendiren Kaspaz -3 aktivitesini inceledik.

Kaspaz -3 deneyi standart grafigi
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Sekil 4.9. Kaspaz -3 deneyi standart grafigi.
Kaspaz -3 deney sonucunda florometrik 6l¢iim sonucu elde edilen standartlarin

degerleri kullanilarak standart egrisi ¢izildi. Bu grafigin egimi Kaspaz -3 aktivitesi
hesaplanirken kullanildi (Sekil 4.9.).
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Fucoidan'in 24.saatte 6A hiicre
hattina etkisi
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Sekil 4.10. 6A hiicre hatt1 igin yapilan Kaspaz -3 aktivite sonucu.

6A hiicre hattinda yapilan Kaspaz -3 deney sonuglarin analizi student’s t-test
(p>0.05) ile gergeklestirildi. Kaspaz -3 aktivitesinin kontrol grubuna goére anlamli bir
degisikligin olmadigini, bu deneyimizde de teyitlemis olduk. Bas -boyun kanseri
primer timor hicrelerinin Fucoidan etkisiyle apoptozu uyarmadigini tespit ettik (Sekil
4.10.).
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4.7. Fucus Vesiculosus (Fucoidan)’un 6A Hiicresine Uygulanmasi

Ardindan Western Blot Sonuclar:

6A hicre hatti, hucre kiltiriinde uygun sartlarda buydtilerek, Fucoidan
uygulamasi yapildi sonrasinda da Western Blot yapmak Uzere proteinleri izole edildi.
Fucoidan’in Bax, Bcl -2 Kaspaz -3, Kaspaz -9, Kaspaz -8, Cytochrome -c, Erk
(Mapk1), Survivin genlerinin protein seviyelerine etkisi gozlemlendi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. 6A hiicre hatti1 Fucoidan uygulama sonrasinda Western Blot sonuglari.
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Fucoidan'in 24. saatte 6A hiicre hattina etkisi
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Sekil 4.12. 6A Hucre hatti icin yapilan Western Blot analizi *p<0.05.

Tablo 4.2. 6A hiicre hattinda Western Blot student’s t-test degerleri.

6A hiicre hattinda Western Blot student’s t-test degerleri
Gen Isimleri |550ug/ml/control=p |p degeri|1100ug/ml/control=p |p degeri
Cytochrome-c |0.11578 p>0.05 [0.15693 P>0.05
Bax 0.834065 p>0.05 |0.049195 P<0.05
Bcl -2 0.065671 p>0.05 |0.027809 P<0.05
Kaspaz -3 0.190007 p>0.05 |0.084759 P>0.05
Kaspaz -9 0.635558 p>0.05 |0.436957 P>0.05
Kaspaz -8 0.439998 p>0.05 [0.37508 P>0.05
Mapk -1 0.672046 p>0.05 |0.002194 P<0.05
Survivin 0.40523 p>0.05 |0.188858 P>0.05

Yaptigimiz Western Blot c¢aligma analizindeki (Sekil 4.12.), istatiksel
degerlendirme student’s t-test ile yapilmistir Tablo 4.2.’de gosterilmistir. Bu sonuglari
inceledigimizde, 6A hiicre hattinda, Bax (p<0.05) ve Bcl -2 (p<0.05) genlerinin
ekspresyonlarinda anlamli bir fark olmasina ragmen Bax/Bcl -2 gen ekspresyon
oraninda ve diger apoptotik genlerde de belirgin bir degisiklik olmadigindan,
Fucoidan’in apoptozu uyarmadigini bir kez daha teyit etmis olduk (Sekil 4.12).
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5. TARTISMA

Giliniimiizde kanser heniiz ¢6ziimlenememis énemli bir saglik problemi olup
bir¢ok bilim adaminin iizerinde ¢alistig1 bir hastaliktir. Kanserin ortaya ¢ikisi, gelisimi
ve sonucu bir hastadan diger hastaya ¢ok fazla degiskenlik gostermektedir (112) ve
yapilan arastirmalara gore, kanserin en ¢ok karsilagilan ikinci 6lim sebebi oldugu
belirtilmektedir. Hayatlar1 boyunca erkeklerin yarisinda, kadinlarin iigte birinde kanser

hastaliginin goriilebilecegi belirtilmektedir (113).

Bas -boyun kanseri dinyada yaygin olarak 6. sirada malign (k6ti huylu timor)
kanser olarak goriilmektedir ve sagkalim orani diisiik olan bir kanser tiiriidiir (114).
Eriskin yasta daha sik goriilen bu kanser bas ve boyundaki yass1 hiicrelerden mukozal
yiizeylerden koken almaktadirlar (115). Ayn1 zamanda tiikiiriikk bezindeki farkli tiir
hiicrelerden de koken alarak olusabilirler. Koken aldiklar1 bas -boyun bélgesine gore
de siiflandirilirlar (17).

Kullanilan tedavi yontemleri arasinda ilk olarak radyoterapi ve cerrahi
yontemler 6n plandadir. Bu tedavi yontemleri saglikli hiicrelere de zarar verdiginden
ve tamamen ¢are olmadigindan yeni tedavi yontemleri arastirilmaktadir. Farkli
yolaklar esas alinarak yapilan ¢caligmalar da dahil olmak {izere bu caligmalarin yetersiz
oldugu sitotoksisitesi diisiik maddelerin tedavide arandigi bildirilmektedir Bu
sebeplerden dolay: kanser {izerine yapilan ¢aligmalarin molekiiler seviyede daha da

arttirilmasi ve genomik diizeydeki aragtirmalarin ¢ogalmasi olduk¢a 6nemlidir (116).

Bilim ve teknolojik gelismelerin yiiksek bir hizla ilerledigi giiniimiizde
hastaliklar1 molekiiler diizeyde anlayabilmek ve yeni tedavi yOntemleri ortaya
koyabilmek icin yapilan genetik c¢alismalar artmistir. Kanser multifaktoriyel bir
hastaliktir (117). Ulkemizde sik goriilen kanser tiirlerinden biri olan bas -boyun
kanserinde bu sorular1 aydinlatabilmek, ayni zamanda da yeni tedavi yontemi

gelistirebilmek adina ¢alismamizi gergeklestirdik.
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Dogal kaynaklar ve sitotoksitesi diisilk olan maddeler farmakolojik ve tibbi
arastirmalarda 6nemli yer tutar. Kanser alaninda son zamanlarda yapilan ¢alismalar
dogal kaynaklardan izole edilen anti kanser 6zelligi kanitlanmig bir¢ok timit verici
bilesik ortaya ¢ikarilmistir. Algler bu anlamda ciddi bir potansiyel barindirir (118,
119).

Mozuku Japonya Okinawa, Tayvan bdlgesinde yetistirilen kahverengi bir
yosun tur olup latince ismi Cladosiphon okamuranus’dur (120). Calismamizda
Mozuku’nun 6nemli bir etken maddesi olan ve daha oncesinde bas -boyun kanseri

tizerine ¢alisilmamis olan Fucoidan’dan faydalanilmistir.

Fucoidan ile yapilan ¢aligmalar hiicreler tizerinde proliferasyona olan etkisi ve
kanser hiicrelerine inhibisyon etkisinin yani sira enflamasyon, immiinolojik, lipid
mekanizmasi ve anjiyogeneze olan etkileri de calisilmistir (51). Bu etkilerden
Fucoidan’in anti timor aktivitesi hem in vivo hem de in vitro ortamlarda gosterilmistir.
Birgok tiimor hiicre hattinda antitiimor etkisi goriilmiistiir (121). Fucoidan’in etki

mekanizmalari i¢inde apoptoz en ¢ok calisilmis olanidir (55).

Fucoidan’in bu yolaklarda etkisi lizerine ¢alismalar siirdiiriilmiis ve MCF7
hlcrelerinde Kaspaz -3’iin aktivasyonunu artirarak apoptotik hiicre 6liimiinii uyardigi
gosterilmistir (56). Yine bu galigmalara 6rnek olarak Fucoidan’in proapoptotik protein
olan Bax ve Bad proteinlerini artirdigi, anti-apoptotik protein olan Bcl -2 ve Bcl -xL
proteinlerinin etkinligini azaltmasina ek olarak MCF7 hiicre hattinda mitokondriyal
depolarizasyonu artirdigi da bulunmustur (57). Ayrica bu ¢alismalarin devaminda
Fucoidan’in kolon kanserinde mitokondriden sitokrom ¢ ve Smac/Diablo salinimim
artirarak mitokondri membraninin permeabilitesini artirdigi bulunmugstur. Baska bir

caligsmada hiicre dongiistinii durdugu ve apoptozu uyardigini gostermislerdir (58).

Fucoidan’in anti proliferasyon etkisi Uzerinde de durulmus ve MKN45 mide
kanseri hiicrelerinde yatan mekanizmasi incelenmistir. Fucoidan yaklasik %350
oraninda MKN45 hiicrelerinde hiicre dongiisiinii  engelledigi ve hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir. Sonug olarak Fucoidan fosforlu ASK1
seviyelerinin azalmasi ile MKN45 hiicrlerini ASK1-p38 sinyal yolu ile baskilayarak

hiicre proliferasyonuna baskilayabilir oldugunu rapor etmislerdir (122).
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Fucoidan’in anti proliferasyon etkisi iizerinde de durulmus ve MKN45 mide
kanseri hiicrelerinde yatan mekanizmasi incelenmistir. Fucoidan yaklasik %350
oraninda MKN45 hiicrelerinde hiicre dongiisiinii  engelledigi ve hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir. Sonu¢ olarak Fucoidan fosforlu ASK1
seviyelerinin azalmasi ile MKN45 hiicrlerini ASK1-p38 sinyal yolu ile baskilayarak

hiicre proliferasyonuna baskilayabilir oldugunu rapor etmislerdir (122).

Diger bir ¢alismada Fucoidan’mn Endoplazmik Retikulum Gzerindeki etkisine
bakilmigtir. Meme kanserinin metastaz yapan, glikoz metaobolizmasini regiile eden
grup proteini (GRP78), metastaz yapan kolon kanseri hicrelerin ERp29
ekspresyonunu azaltmistir. Fucoidan tedavisinin meme kanserinde CaMKII'nin
fosforilasyonunu diizenledigi, Bcl -2, Bax, Kaspaz kaskadin1 eksprese ettigini
goriilmustiir. Her iki kanser tiiriinde de p-elF20’nin fosforilasyonunu aktive etmekte
oldugu proapoptotik kaskadi da aktive ederek apoptoza gotiirmekte oldugunu rapor
etmislerdir (123).

Yapilan bagka bir ¢alismada Fucoidan’in anti-metastatik 6zellik sergiledigini
AS549 akciger kanser hiicreleri iizerinde tespit edilmistir. NF-kB sinyal yolaginin yani
sira Akt-mTOR ve ERK1/2 sinyal yolunda ekspresyon seviyesini azaltarak yapttigini
gormiislerdir. Bu sonu¢ Fucoidan invaziv insan akciger kanser hiicrelerine karsi

potonsiyel bir terapétik etkisi oldugu diisiindiirmiistiir (124).

Farkli bir ¢alismada Fucoidan ve B-catenin arasinda illigki kurularak Wnt
sinyal yolunda ki etkisine bakilmistir. Calismada hiicre dongiisiinde Gi evresinde
durdugu, hiicre Oliimiinii artirdigi, hiicre proliferasyonunu azalttigi gosterilmistir.
Ayrica B-cateninin ekspresyonunu azaltmaktadir. Hedefledigi alt genler c-myc, cyclin
D1 ve survivindir. In vivo’da intraperitonal olarak enjekte edilen Fucoidan, timdr
kitlesi ve agirliginda azalma gostermistir. Fucoidan verildikten sonra apoptoza gidis

artmigtir (121).

72



Bagka bir ¢alismada Fucoidan’in diisiik molekiiler agirlikli etkisi (DMAE)
Ostrojen reseptdr negatif insan meme kanser hucreleri MDA-MB-231 (izerinde
apoptoza etkisi incelenmistir. DMAE tedavisi bulunmus ve MDA-MB-231
hlcrelerinin antiapoptotik Bcl -2 ailesi ekspresyonunu diisiirdiigii, cytochrome ¢
salinimini  saglamasi, Ca' homeastazin degisimi, mitokondriyal disfonksiyon
aktivasyonu (A¥m) ile iliskilendirilmistir. Calisma sonucunda DMAE kaynakli MDA -

MB-231 kanser hiicrelerininin 6limiiniin gergeklestigini rapor etmislerdir (125).

Fucoidan tiimdr hiicrelerinin proliferasyonunu baskilamaktadir ve bu etkiyi
timor kitlesinin kigllmesinde de gosterir (LLC1-xenograft erkek C57BL/6 fareler).
Fucoidan ile baslenen farelerde beslenmeyenlere gore biyik antitimor etkisi
gozlenmistir. TGFp ile olusturulan in vitro akciger kanser modelinde Fucoidan’in
TGFRI ve TGFRII protein seviyelerini diisiirdiigli izlenmistir. Ayrica Fucoidan’in
TGFR sinyal yolunda Smad2/3 iizerinden etki ettigi, ayrica Akt, Erk1/2, FAK
fosforilasyonu iizerine ettigi gozlenmistir. Bu ¢alisma gdsteriyor ki Fucoidan’in etki
mekanizmasinin TGFR/ Smad7/ Smurf2 iizerinde oldugu in vivo ve in vitro da

kanitlanmistir (126).

Calismamizda bas -boyun kanseri lzerinde hicre proliferasyon c¢alismamizi
XCELLigence E -plaka sistemi kullanarak yaptiktan sonra Fucoidan’in hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigini gordiik, sonrasinda da analiz yaparak 1Cso dozunu
belirledik. xCELLigence CIM -plaka sistemi ile yaptiimiz migrasyon deney
sonucunda I1Csp dozunda hiicre migrasyonunu inhibe ettigini gozlemledik. Yaptigimiz
proliferasyon ve migrasyon calismalarindan sonra Fucoidan’in apoptoz iizerine
etkisini arastirdik ve gordiik ki apoptoz ile ilgili genlerde mRNA ve protein
diizeyindeki ekspresyonlarinda anlamli bir artis ya da azalma olmamaktadir ve Kaspaz
-3 aktivitesi deneyine de bagli anlamli bir artiy olmamasi bize Fucoidan’in apoptozu
uyarmadigin1 gostermektedir. Bu sonug¢ hiicre proliferasyon inhibisyonunun farkl
yolaklar iizerinden olabilecegini isaret etmektedir. Yapilan c¢alismalar Fucoidan’in
kanser hiicreleri iizerine etkisinin apoptoz iizerinden olabilecegi gibi, otofaji veya
hlcre dongusunu durdurma seklinde olabilecegini de gostermektedir (60). Bas -boyun
kanseri tedavisinde Fucoidan’in etki mekanizmasinin ¢6ziimii 6nemli bir ¢aligsma olup,
elde edilen ilk sonucglar, Fucoidan’in potansiyel bir tedavi yontemi olabilecegi

gOstermektedir.
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Tilm deneysel c¢alismalarimizin 1s1¢inda bas -boyun kanser hiicre hattinda
hiicre proliferasyonunu ve hiicre migrasyonunu inhibe ettigini fakat bu olaymn
apoptotik hiicre yolag ile gergeklesmedigini tespit ettik. Fucoidan’in kanser hiicreleri
tizerine etkisinin apoptoz {izerinden olabilecegi gibi, otofaji (60) veya hicre
dongusund durdurma seklinde olabilecegini gostermektedir (58). Buna bagli olarak

otofajiye bakilabilir.

Hiicre dongiisiine bagli olarak P53 ve P21 ekspresyon degisimleri incelenebilir.
P53 stres durumunda normal hticrelerde apoptoza gotiiren gen dizisini kontrol eden
kritik bir transkripsiyon faktoridiir. P21 ekspresyonunun P53’ten bagimli bir sekilde
diizenlendigi gibi P21’in bagimsiz bir sekilde de diizenlenebilmekte oldugunu; HRAS-
Raf-Mapk yolagi, KLF6 transkripsiyon faktorii, retinoid, vitamin D ve adrojen
reseptorleri gibi farkli yollardan da P53’ten bagimsiz olarak aktive oldugunu
gostermislerdir. Literatiirde ayn1 zamanda P21 gen ekspresyonunda ki artisin apoptozu
inhibe ettigi gdzlenmistir (127). Fucoidan’in hiicre dongiisiinii G1 -fazinda durduran,
p21 (WAFL1) -siklin-CDK mekanizma katilimini gosteren ilk sistematik arastirmayi
yapmiglardir. Bu beklenmeyen sonuglarda Fukoidan’nin HT29 kolon kanser
hiicrelerinde Akt aktivasyonu yoluyla hiicre ¢ogalmasimni inhibe ettigini
gostermiglerdir (127). Buna bagl olarak hiicre dongiisiinii durduran genlerin
ekspresyon degisimleri mRNA ve protein diizeyinde incelenerek, mekanizmalari

aydinlatilabilir.

In vitro’da baslayan bu g¢alisma daha da genisletilerek in vivo galismalar
tamamlanip, uzun vadede tedavi amaciyla degerlendirilebilir. Bu ¢alisma sonraki

agsamalar i¢in basamak olusturmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Oncelikle ¢alismamizda hiicre proliferasyon deneyi icin xCELLigence cihazi
kullanilmistir. Bas-boyun kanser hiicre hattina Fucoidan uygulayarak, ICso (Hiicre
biiylimesinin %50’sini inhibe eden konsantrasyon) degeri belirlenmistir. Bu deger,

UT-SCC-6A bag-boyun kanseri hiicre hatt1 i¢in 550 pg/ml olarak tespit edilmistir.

Bir sonraki asama olan hiicre migrasyon deneyi icin de xCELLigence
cihazindan faydalanilmigtir. Calismamiz sonucunda uyguladigimiz Fucoidan 1Cso (550
pg/ml) ve ICso dozunun iki katinda (1 100 pg/ml) kontrole oranla ikisinin de inhibe

ettigini ama |Csp dozunda daha iyi inhibe ettigini gdzlemledik.

Fucoidan ile yapilan caligsmalari inceledigimizde farkli kanser hiicre hatlarinda
apoptotik yolagi kullanarak oliime gotiirdiigii tespit edilmistir. Bizde daha 6nce
calisilmamis olan bas -boyun kanseri hiicre hattinda, Fucoidan uygulamasina bagl
apoptozun tetiklenip tetiklenmedigi gozlemlemek i¢in apoptozda 6nemli rolii olan
genlerin mRNA diizeyinde ekspresyon degisimlerini arastirdik. Bu genler; Bax, Bcl -
2 Kaspaz -3, Kaspaz -9, Kaspaz -8, Cytochrome -c¢ genlerine ve tiimorogenez,
proliferasyon, migrasyon ve yine apoptotik etkilerini incelemek i¢inde Erk (Mapkl),
Survivin ve VEGF genleri’dir. Bunun i¢in de farkli konsantrasyonlarda Fucoidan
uyguladiktan sonra, Fucoidan uygulanmis ve kontrol grubu hiicrelerinden RNA
izolasyonunu yapip cDNA sentezini gergeklestirdik. Real Time PZR deneyini yaparak

gen ekspresyonlarindaki degisimi student’s t-test ile sonuclandirdik.

Yaptigimiz Real time PZR analizi sonucu 6A hiicre hattina uygulanan Kaspaz
-9 (p<0.05) harici hicbir gende Fucoidan ICso (550ug/ml) dozuna bagli anlamli bir
artts ya da azalma gozlenmemistir. Kaspaz -9 ekspresyonunda anlamli bir artis
olmasina ragmen Bax/Bcl -2 gen ekspresyon oraninda ve diger apoptotik genlerde de
belirgin bir degisikligin olmadig1 goriilmiistiir. Bu apoptotik gen ekspresyonlarinda
protein aktivasyonunda nasil bir degisiklige yol actigini bir sonraki deney planimiz

olan, Western Blot ile gergeklestirdik.
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Yaptigimiz Western Blot calismasinda, 6A hiicre hattina uygulanan Fucoidan
ICs0 (550 ug/ml) dozuna bagli anlamli bir artis ya da azalis meydana gelmemistir.
Fakat 1Cso (1 100 ug/ml) dozunun iki kat uygulamasina bagl degisimde Bax (p<0.05)
ve Bcl -2 (p<0.05) genlerinin ekspresyonlarinda anlamli bir fark olmasina ragmen
Bax/Bcl -2 gen ekspresyon oraninda ve diger apoptotik genlerde anlamli bir fark
bulamadik. Bu sebeplerden 6tiirii Fucoidan’in apoptozu uyarmadigimi Western Blot

deneyi ile de teyit etmis olduk.

RT -PZR ve Western Blot deneylerinden sonra apoptotik yolak ile iliski olup
olmadiginin son yanitint almak iizere apoptoz yolaginda olduk¢a dnemli role sahip bir
protein olan Kaspaz -3 aktivite deneyi (activity assay) yaptik. Fucoidan’in ICso
(550ug/ml) ve ICso (1 100ug/ml) dozunun iki katin1 uyguladagimiz bas -boyun kanser
hlcrelerinde, Kaspaz-3 aktivite ol¢imiine bagli anlamli bir sonuca ulasamadik.
Fucoidan’in farkli kanser hiicre hatlarinda olan etki mekanizmalarina baktigimizda
apoptotik yolu tetikledigi gosterilirken, yaptigimiz bas -boyun kanser arastirmasinda,

hicre 6limunun apoptotik yolak tizerinden olmadigini gordiik.

Yaptigimiz c¢aligmalar 1s1ginda bas -boyun kanser hiicre hattinda hiicre
proliferasyonunu ve hiicre migrasyonunu inhibe ettigini fakat bu olaymn apoptotik
hiicre yolagi ile gerceklesmedigini tespit ettik. Fucoidan’in kanser hiicreleri {izerine
etkisinin apoptoz izerinden olabilecegi gibi, otofaji veya hiicre donglsini durdurma
seklinde olabilecegini gostermektedir. Hucre dongisuni durduran genlerin
ekspresyon degisimleri mRNA ve protein diizeyinde incelenerek, mekanizmalar

aydinlatilabilir. Ozellikle de P53 ve P21 ekspresyon degisimleri incelenebilir.
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