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OZET

HIiPOKSI KOSULLAR ALTINDA MiDE KANSERINDE VINCRISTINE’NIN
APOPTOZ VE OTOFAJi UZERINE ETKIiSi

Kanser, diinyada ¢ok¢a 6liim sebebine neden olan multifaktoriyel ve agresif
bir hastaliktir. Mide kanseri de diinya tizerindeki oliimlerin en yaygin dordiinci
nedenidir. Hastaligin seyrinde ise apoptoz ve otofaji gibi 6liim mekanizmalari biiyiik
ol¢iide islev gormektedir.

Vincristine ise, tiibiilin dimerlerine baglanarak kanserli hiicrelerin apoptoza
gitmesine sebebiyet veren kemoterapdtik bir ilagtir. Fakat Vincristine ayni1 zamanda
oral kanser hiicrelerini apoptozdan koruyarak bu hiicrelerin otofajiye gitmesini saglar
ve bunun da kanserin ileri evrelerinde kanseri daha da agresif hale getirdigi
diistiniilmektedir.

Mide kanserinde Vincristine’nin hipoksik kosullarda otofaji iizerine etkisi ilk
defa gosterilerek, ilacin kullaniminin mide kanseri hiicre hatlar1 lizerine etkisinin
gosterilmesi ve hiicresel davranisin anlagilmasi hedeflenmistir.

Bu amagla, p53’li mutant olan AGS hiicreleri ile daha az agresif olan MKN45
hiicreleri uygun kosullarda kiiltiire edildi. Hipoksi ve Vincristine ile muamele
edildikten sonra apoptozda gorev alan Bax ve Bcl-2 genleri, otofajide gorev alan
Beclin-1 ve LC3-II genleri ve hipokside gorev alan HIF-1a ve VEGF genlerinin
ekspresyonlar1 analiz edilerek kullanilan Vincristine’nin kanser hiicrelerini tedavi
etmedeki basaris1 gozlemlenmistir.

Yapilan ¢esitli analizler sonucunda Vincristine’nin mide kanserinde otofajiyi
indiikledigi ve asidik vezikiiler organel olusumuna neden oldugu gozlemlenmistir.
Her iki hiicre hattinda da Beclin-1 ve LC3-11 ekspresyonlarinda kontrole gore artis
fark edilirken AGS hiicre hattinda pro-apoptotik Bax geninde azalma, anti-apoptotik
Bcl-2 geninde artma gozlemlenmistir. MKN45 hiicrelerinde ise Bax ve Bcl-2
genlerinde artma gozlemlenmistir. VEGF ekspresyonunun iki hiicre hattinda da
arttig1 fakat HIF-lo’nin AGS hiicrelerinde arttigi, MKN45 hiicrelerinde azaldig
bulunmustur. Hipoksi kosullar kontrole gore kiyaslandiginda AGS hiicrelerinde
VEGF disindaki tiim genlerde artis olurken, MKN45 hiicrelerinde VEGF, Bax ve
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Beclin-1 genlerinin ekspresyonu artmig, HIF-1a, Bcl-2 ve LC3-11 genlerinin
ekspresyonlar1 azalmigtir. Hipoksi ve Vincristine’nin birlikte uygulandigi durumlarda
ise AGS hiicrelerinde ¢alisilan tiim genlerin ifadesinin artti§i, MKN45 hiicrelerinde
de VEGF harici ¢alisilan tiim genlerin ifadesinin arttig1 gézlemlenmistir.

Bunun sonucu olarak Vincristine nin hipoksik kosullarda AGS hiicre hattina
kiyasla, daha az agresif olan MKN45 hiicre hattinda otofajiyi indiikledigi

bulunmustur.
Anahtar Kelimeler: Mide kanseri, Vincristine, Otofaji, Apoptoz, Hipoksi
Tesekkiir
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ABSTRACT

EFFECT OF VINCRISTINE ON APOPTOSIS and AUTOPHAGY IN
GASTRIC CANCER UNDER HYPOXIC CONDITIONS

Cancer is a multifactorial and aggressive disease that causes many deaths in
the world. Stomach cancer is the fourth most common cause of death in the world. In
the course of the disease, death mechanisms such as apoptosis and autophagy
function largely.

Vincristine, on the other hand, is a chemotherapeutic drug that binds to
tubulin dimers, causing cancer cells to go to apoptosis. However, Vincristine also
protects cancer cells from apoptosis, allowing them to go into autophagy, making
cancer even more aggressive in late stages of cancer.

In this study, the effects of Vincristine on autophagy under hypoxic
conditions are shown for the first time and it is aimed to show the effects of drug use
on gastric cancer cell lines and to understand cellular behavior.

For this purpose, AGS cells which is p53 mutant and less aggressive MKN45
cells were cultured under appropriate conditions. After treatment with hypoxia and
Vincristine, Bax and Bcl-2 genes which in apoptosis, Beclin-1 and LC3-Il genes
which in autophagy, and HIF-1a and VEGF genes involved in hypoxia, the success
of Vincristine used in treating cancer cells have been observed.

As a result of various analyzes, it has been observed that Vincristine induces
autophagy and causes asidic vasicular organel formation in gastric cancer. In both
cell lines, an increase in Beclin-1 and LC3-11 expressions were observed compared to
control, whereas decrease in pro-apoptotic Bax gene and increase in anti-apoptotic
Bcl-2 gene were observed in only AGS cell line. An increase in Bax and Bcl-2 genes
was observed in MKN45 cells. It was found that VEGF expression increased in both
cell lines but HIF-1a increased in AGS cells and decreased in MKN45 cells. In AGS
cells, all genes expressions increased under hypoxic conditions except VEGF gene
but in MKN45 cells, VEGF, Bax and Beclin-1 genes expressions increased and HIF-

la, Bel-2 and LC3-11 genes expressions decreased.



In cases where hypoxia and Vincristine were combinated, expression of all
genes were increased in AGS cells and expression of all genes were increased except
VEGF was observed in MKN45 cells.

As a result, Vincristine was found to induce autophagy in the less aggressive

MKN45 cell line compared to the AGS cell line under hypoxic conditions.
Keywords: Gastric Cancer, Vincristine, Autophagy, Apoptosis, Hypoxia
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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz olarak boliinmesi ve baska yerlere go¢ etmesi
sonucu organizmayi1 Oliime gotliiren multifaktoriyel ve agresif bir hastaliktir. Mide
kanseri ise, diinyadaki 6limlerin dordiincii nedeni olarak bilinmektedir (Yang et al.,
2015). Proliferatif sinyal yolaklarinin gereginden fazla aktive olmasi ya da timor
baskilayict genlerin islevlerini yitirmesi sonucu ortaya ¢ikabilmektedir.

Hiicre oliimiinii saglayan belli basli mekanizmalar olmasina ragmen en ¢ok
bilinenleri apoptoz ve otofajidir. Apoptoz, programli hiicre 6liimii olup 6karyotlarin
gelisiminde biiyiik rol tasir. Otofaji ise, kritik bir 6neme sahip olan hiicre 6lim
mekanizmasidir. Fakat buna karsilik kanserin ilerleyen evrelerinde otofaji
gerceklesmesi kanserin agresiflesmesine sebep olur. Genomik kararsizlik ilk evrelere
gore artar ve c¢evre dokuda nekroza sebebiyet verir (Demetriou et al., 2017).
Hiicrelerin apoptozdan korunmasi, kanserli hiicrelerin otofajiye gitmesine sebebiyet
verir, bu da agresif kanserler i¢in biiyiik bir tehlikedir.

Kemoterapik ilaglarin  kanserli hiicreleri hiicre Oliimiine gotiirdiigi
bilinmektedir. Vincristine de bir¢ok kanser tiiriinde tedavi amacgh olarak kullanilan,
mikrotiibiilleri engelleyerek tiimdr biiylimesini durduran bir ajandir (Johnson et al.,
1963).

Vincristine’nin oral kanser hiicrelerini apoptozdan korumak igin otofajiyi
indiiklemesi ile ilgili sadece bir yaymn bulunmaktadir (Hsich et al., 2015). Ayrica
Vincristine’nin hipoksik kosullarda otofaji lizerine etkisini arastiran yayinlara
literatiirde rastlanmamustir.

Yapilan bu calismada ilk defa hipoksi kosullar altinda mide kanseri hiicreleri
olan MKN45 ve AGS hiicrelerinde proapoptotik Bax geni ve antiapoptotik Bcl-2
geni; otofajik genler olan Beclin-1, LC3-II’in; hipokside artis gosteren hipoksi
indiiklenebilir faktor alfa ve vaskiiler endotel biiylime faktorii gen ekspresyonlarini
incelemek amaglanmaktadir. Bu sayede, mide kanserinde Vincristine’nin hipoksik

kosullarda otofaji {izerine etkisi ilk defa gosterilerek, ilacin kullaniminin mide



kanseri hiicre hatlar1 tizerine etkisinin gosterilmesi ve hiicresel davranisin anlasilmasi

hedeflenmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Kanser Ve Ozellikleri

Karsinojenez; hiicrelerin bir biliyiime faktorii olmadan veya reseptor
aktivasyonuna ihtiya¢ duymadan, diizensiz olarak boliiniip ¢ogalmasini ve baska
yerlere invazyon ve metastaz yapmasini igeren ¢ok basamakli genetik kdkeni olan bir
hastaliktir.

Kanserin, kanser yolaklarinin karigikligi ile ortaya ¢iktigi diigiiniilmektedir.
Kanserde genel olarak genetik degisimler gbz Oniinde bulundurulsa da siirekli
proliferasyon, hiicre 6liimiine direng, biiyiime karsit1 sinyallere duyarsizlik, replikatif
oliimsiizlik, invazyon, metastaz ve anjiyogenez gibi olaylar gergeklesir (Sekil 2.1)
(Demetriou et al., 2017).

Buylime Kargiti -
Sinyallere _Replikatif

Duyarsizhik

Hiicre Oliimiine

Direng

: Enerji

Invazyon ve Aniivogenez Metabolizmasinin
Anjlyogenez

Kagis Yeniden
Dizenlenmesi

Sekil 2. 1. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri (Demetriou et al., 2017).

Normal bir hiicrenin kanser hiicresine doniismesi i¢in, hiicre biiylimesi ve
farklilagsmasin1 diizenleyen genlerde degisimin meydana gelmis olmasi gerekir.
Etkilenen genler; onkogenler, hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasmi arttiran ve timor
baskilayici genler, hiicre boliinmesini ve yasamasini inhibe eden genler olarak iki
genis kategoriye ayrilmistir (Hanahan and Weinberg, 2011).

Kanser, diinya ¢apinda 6nemli bir saglik sorunudur ve Amerika’da ikinci
onde gelen 6liim nedenidir. Cinsiyete gore tahmini yeni kanser olgular1 ve 6liimleri

icin on oOncii kanser tiirii Sekil 2.2°de gosterilmistir (Siegel et al., 2019).



Tahmini Yeni Vakalar

Erkekler Kadinlar

Prostat 174,650 20% Meme 268,600 30%
Akcier&Brons 116,440 13% Akciger&Brons 111,710 13%
Kolon&Rektum 78,500 kolon&Rektum 67,100 8%

Idrar Kesesi 61,700 Uterin Korpus 61,880 7%

Cilt Melanomu 57.220 Cilt Melanomu 39,260 4%
Bobrek&Renal Pelvis 44,120 LI 37,810 %
Non-Hodgkin Lenfoma 41,000 5% B e L 33,110 a%
AEiz bosluBugYutak 38,140 4% Babrek&Renal Pelvis 29,700 %
Lasemi 35 G20 4% Pankreas 26,830 I%

Pankreas 29,840 % Losemi 25,860 %

Tiim Bolgeler 80870  100% Tiim Bélgeler 891480  100%

2332

Tahmini Oliimler

Erkekler Kadinlar

Akciger&Brons 76,650 24% Akciger&Brons 66,020 23%

Prostat 31,620 Meme 41,760 15%

Kolon&Rektum 27 640 Kolon&Rektum 23,380 8%

Pankreas 23,800 Pankreas 21,950 8%
Karaciger&intrahepatik Safra Kanali 21,600 Yumurtalik 13,980 5%
Losemi 13,150 Uterin Korpus 12,160 4%

Ozofagus 13,020 4% raracigerkintrahepatik Safra Kans 10,180 4%

idrar Kesesi 12870 4% Lasemi 9,690 %

Non-Hodgkin Lenfoma 11 510 49, MNon-Hedgkin Lenfoma 8 460 38
Beyin&Diger Sinir Sistemlerl  gg1p 3% Beyin&Diger Sinir Sistemleri  7.850 3%

Tim Bdlgeler  3z670  100% Tiim Bolgeler 285,210 100%

23388

Sekil 2. 2. Cinsiyete Gére Tahmini Yeni Kanser Olgulart ve Oliimleri igin On Oncii Kanser Tiirii,
ABD, 2019 (Siegel R et al., 2019).

Kanser tedavisinde mortaliteyi azaltmak ve sagkalimi arttirmak igin; cerrahi,
radyoterapi, kemoterapi-hormon tedavisi, immiinoterapi, sinyal transdiiksiyon
inhibitorleri, gen terapisi ve anjiyogenez inhibitorleri olmak iizere birgok farkl

tedavi ¢esidi kullanilir (Dellabona et al., 1999).

2.2. Mide Kanseri

Yirminci ylizyilin ortasina kadar, mide kanseri ¢ogu iilkede kansere bagl
Oliimlerin en sik nedeni idi (Tan et al., 2019). Yaklasik bir milyon teshis edilmis vaka
ve yilda 700.000'den fazla 6liim gdz Oniine alindiginda, mide karsinomu (MK) diinya
genelinde kanser Gliimlerinin en yaygin dordiincii nedenidir (Fonkoua and Nelson,
2018). Diinya ¢apinda MK erkeklerde en yaygin dordiincii kanser (akciger, prostat ve
kolorektal kanserler sonrasi) ve kadinlarda besinci en yaygin kanser (meme, servikal,

kolorektal ve akciger kanserinden sonra) olarak goriiliir. 2015 yilinda mide kanseri



Olimlerin en yaygin ikinci sebebi iken bu siralama 2018 yilinda dorde kadar
gerilemistir (Yang et al., 2015).

Gastrik adenokarsinom, son zamanlarda genetik olarak, kromozomal
instabilite, mikrosatellit instabilitesi, genom kararlilig1 ve Epstein-Barr viriisii-pozitif
olmak tizere dort molekiiler alt gruba ayrilmistir. (Molaei et al., 2018). MK'nin
baslica risk faktorlerinden bazilari, Helicobacter pylori enfeksiyonu ve atrofik gastrit,
tiitiin kullanimi, diyet tuzu ve gida koruma, pernisiyéz anemi ve E-kaderin genindeki

anormallikler dahil olmak tizere Cizelge 2.1'de 6zetlenmistir.

2.2.1. Kromozomal Instabilite (CIN)

CIN, MK timorlerinin %71'inde TP53'te, ardindan ARID1A, KRAS,
PIK3CA, RNF43, ERBB2 ve APC genlerinde mutasyon bulundurur. TP53
degisiklikleri daha once gastrik prekanser6z lezyonlarla iliskilendirilmistir; bu da p53
fonksiyonunun kaybimin mide karsinogenezinde erken bir olay1 temsil edebilecegini

distindiirmektedir.

Cizelge 2. 1. MK Risk Faktorleri (Molaei et al., 2018)

H. pylori

enfeksiyonu

En 6nemli risk faktorii, uzun siireli enfeksiyon, kronik atrofik gastrit ve
kanser oncesi degisikliklere yol acar. Birinci sinif karsinojendir. MK'li

kisiler daha yiiksek oranda H. pylori enfeksiyonuna sahiptir.

Sigara

Sigara igmenin MK riskini artirdigi calismalar sonucunda tespit

edilmistir.

E—kadherin geni

CDHI1 genindeki mutasyonun neden oldugu kalitsal MK, E-kaderini
sifreler.

Pernisiy6z anemi

Pernisiy6z anemisi olan kisilerin MK riskini artirdigi gézlenmistir. Bu

durumu dogrulamak i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiyac vardir.

Diyet

Diyet, MK'nin dnlenmesinde veya gelistirilmesinde 6nemli rol oynar.

Tuz ve tuz korunmus gidalar MK riskini artirir.

Epstein-Barr viriisii

MK'lerin %5 ila %10w EBV ile iligkilidir. Mekanizmasi DNA

metilasyonudur (gen susturulmast).




CIN alt tipinin bir baska 6nemli 6zelligi, anormal hiicre biiylimesinin tesvik
edilmesine yol acan tirozin kinazlarin reseptorlerini kodlayan genlerin sik genomik

amplifikasyonudur (Riquelme et al., 2015).

2.2.2. Mikrosatellit Instabilitesi (MSI)

MSI, nispeten daha yashi kadinlarda olusan MK hastalar ile iligkili olan
genomik instabilitenin ana fenotiplerinden biridir. MSI vakalar1 genellikle diger
kanserlerde tanimlanmis olan sorunlu bélgelerinde bulunan mutasyonlarla birlikte
PIK3CA, ERBB3, ERBB2 ve EGFR'de mutasyonlarin birikmesi ile karakterize edilir
(Schwartz et al., 1997).

2.2.3. Genom Kararhhgi (GK)

GK alt tipi tipik olarak daha geng hastalarda teshis edilir, oldukc¢a diisiik bir
TP53 mutasyon sikligina ve CIN’e kiyasla anoploidiye sahiptir. CDH1 ve RHOA
genlerindeki mutasyonlar, sirasiyla %13-37 ve GK adenokarsinomlu vakalarin %14-
25'inde saptanmistir, boylece bu histolojik tipteki karsinojenezde degistirilmis hiicre

adezyonunun 6nemi vurgulanmistir (Riquelme et al., 2015).

2.2.4. Epstein-Barr Viriisii (EBV)

Gastrik adenokarsinomlarin yaklagik %9-10'u EBV igin pozitiftir ve bu
vakalarin  ¢ogu erkek hastalart ve fundus veya mide govdesindeki
adenokarsinomlarin lokalizasyonunu igerir (The Cancer Genome Atlas Research
Network, 2014). EBV-pozitif tiimorlerin yaklasik %80'i, PI3Ka proteinini kodlayan
PIK3CA genindeki mutasyonlart barindirir (Arcaro and Guerreiro, 2007).

Gelismis beslenme, besin korumasi, kisinin daha iyi korunmasi, erken tani ve
tedavi nedeniyle goriilme siklig1 azalmakla birlikte, hastalik hala kotii bir prognoz
tagir. Genellikle ileri agsamalarda teshis edilir. Tedavinin esasina uygun durumlarda

kemoterapi veya kemoradyasyon ile cerrahi rezeksiyondur (Carcas, 2014).

2.3. Vincristine ve Mide Kanseri

Vincristine (VCR), hiicre boliinmesi ve ¢ogalmasi igin gerekli olan mitotik
iglerin gelisimini engelleyerek neoplastik kanserleri hedef alan bir vinka alkaloid

kemoterapotiktir (Winship et al., 2019). Vinka alkaloitleri, tubulin iizerindeki



spesifik bir tanima bdlgesinde, tubulin dimerlerine baglanir. VCR’ye maruz kalan
hiicreler, zayif olusmus mitotik bilesen nedeniyle mitotik yeteneklerini kaybeder
(Taghizadehghalehjoughi et al., 2019) ve daha sonra boliinemeyen hasarli (hedef)
hiicreleri askiya alir ve apoptoza yollar (Winship et al., 2019). Cesitli kanser tiirlerini
tedavi etmek icin kullanilir (Taghizadehghalehjoughi et al., 2019). Kemoterapotik
ilaclara duyarlilik bakimindan c¢esitli timorler farklilik gdsterir ve ilag direnci
kemoterapi ile tetiklenebilir. VCR, mide kanserinde apoptozu tetikler (Chen et al.,
2004).

2.4. Apoptoz

Programlanmis hiicre 6liimii, fizyolojik hiicre Oliimii veya hiicre intihari
olarak da bilinen apoptoz, gelisim slireclerinde ve Okaryotlarda homeostazin
korunmasinda hayati bir rol oynar (Kerr et al. 1972; Elmore, 2007; Giiltekin ve ark.
2008). Hiicrede gelisen sinyaller sonucunda higbir patojenik durum veya immiin
tepkiye sebep olmadan hiicre 6liimii gerceklesir. Eger hiicre, etrafindaki hiicrelerle
iliskisini kaybeder veya onarilmayacak bir hasara ugrarsa apoptoz mekanizmasi
baglar (Meier et al., 2000). Hiicre biizilmesi, kromatin yogunlagsmasi, niikleer ve
hiicre pargalanmasi ile karakterize edilir. Bu ozellikler, daha sonra komsu fagositik
hiicreler tarafindan yutulan apoptotik cisimlerin olusumu sonuglanir (Sekil 2.3.a).
Interniikleozomal DNA boéliinmesi, apoptozun biyokimyasal bir isareti olan
elektroforetik jelde yiiriitiiliir (Sekil 2.3.b). Apoptozun bir diger 6zelligi, membran
lipit fosfatidilserin, plazma zarinin i¢ tarafindan disina dogru hareket etmesidir,
burada fagositik hiicrelerin apoptotik hiicreleri i¢ine almasi igin bir tanima sinyali

olarak islev goriir (Cotter, 2009).



Sekil 2. 3. (a) Yogunlastirilmis kromatin, hiicre biiziilmesi ve hiicrenin apoptotik gévdelere

parcalanmasi. (b). Apoptoza girmis hiicrelerin jel goriintiisii (Cotter, 2009).

Apoptoz, memeli hiicrelerinde iki ana yolla kontrol edilir; Ekstrinsik ve
intrinsik yol. Ekstrinsik yolakta 6liim reseptorleri gorev alirken intrinsik yolakta

reseptorler bulunmaz (Hanahan and Weinberg, 2011) (Sekil 2.4).

Proapoptotik stimilasyon
Ligand

01im reseptérleri

Mitokondri

Kaspaz-8 Disc ;
. 1 Intrinsik yolak
Ekstrinsik yolak l Sitokromc @
@ ol
Kaspaz-8 - ATP.

l . Kaspaz-9
Efektor kaspazian @D

(Kaspaz-3, -6, -7)

Apoptozom

¥
Kaspaz-9 . I\

Il @ s
Kaspaz-3, -7 . \/

Sekil 2. 4. Apoptozun ekstrinsik ve intrinsik yolaklari. Ekstrinsik yol, ligandin plazma zarindaki 6liim
reseptorlerine baglanmasiyla baslatilir. Intrinsik yola mitokondriyal yol da denir. Her iki yol,
kaspazlarin aktivasyonuna yol agar. (Li and Sheng, 2012).



2.4.1. Mide Kanserinde Apoptoz

Apoptoza aracilik etmede bir¢cok onkogen ve timor baskilayict gen yer alir.
Timor baskilayic1 gen olan p53, G1/S smirina yakin DNA replikasyonunun
baslangicin1 diizenleyen kritik genlerden biridir. p53 seviyeleri, G1 seviyesinde
askiya alinmada veya apoptozu tetikleyen DNA hasarina cevaben artar. Diger malign
tiimorlerde oldugu gibi, pS3 gen mutasyonlar1 mide kanserinde siklikla gézlenir. Bu
mutant p53 molekiilleri artik hiicre biiyiimesini durdurmaz veya apoptozu tetiklemez
(Fan et al., 2001).

2.5. Otofaji

Otofaji, tim ¢ekirdekli hiicrelerde islev gosteren ve hiicre i¢i dengenin
saglanmasinda kritik 6neme sahip olan bir hiicresel yikim yolagidir. Ayrica hiicre i¢i
parazitler, endoplazmik retikulum ve mitokondriler gibi organellerin sindirilmesini
saglar (Mizushima et al.,, 2011). Ubikitin-proteozom sistemi ile kisa Omiirlii
proteinler parcgalanirken, hiicre i¢i organeller ve biiylik proteinler, otofaji ile
aminoasitler gibi daha kiigiik yapitaslarina ayrilirlar ve hiicre kullanimi i¢in yeniden
kullanilirlar (Ohsumi, 2001). Genel olarak, otofaji, biiylime faktorii yoksunlugu
nedeniyle aclik veya stres donemlerinde gerekli olan hiicre homeostazinda hayatta
kalma yanlisi bir rol oynar (Ouyang et al., 2012).

Mikro ve makrootofajinin yani sira saperon aracili otofaji dahil olmak {izere
cesitli otofajiler vardir ve bunlar mekanizmalar1 ve fonksiyonlarinda farkliliklar
gosterir (Sekil 2.5) (Mizushima et al., 2008). Bugiine kadar, memeli hiicrelerinde
makro-otofaji, mikro-otofaji, saperon aracili otofaji ve alternatif makro-otofaji olmak

tizere dort cesit otofaji tarif edilmistir (Giansanti et al., 2011).



dﬂuo

KFERQ

Otofagozom olusumu

Otofagozom-lizozom fuzyonu HscTO

!

Lizozom Lizozom Lizozom

Makrootofaji Mikrootofaji Saperon aracili otofaji

Hedef Proteinler, lipidler, Proteinler, lipidler,
organeller organeller

Sekil 2. 5. Makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofaji (Tanida, 2011).

Mikrootofaji, sitoplazmanin veya biitiin organellerin dogrudan vakuol
membrandan alimmi igerir. Mikrootofajinin aksine, makrootofaji, vakuol zarindan
ayr1 baslatilan bir ayrilma olay1 igerir (Wang and Klionsky, 2003). Otofaji sirasinda
hiicreler, lizozomun dagitilmasi igin organelleri, proteinleri veya sitoplazmanin
kisimlarini ayiran ¢ift membranl vezikiilleri, otofagozomlar1 olusturur (Kroemer et
al., 2010). Hem mikro hem de makrootofaji, nihayetinde vakuol limeni iginde
parcalanan tek membranli bir otofajik cisim tretir (Sekil 2.6) (Wang and Klionsky,
2003).

Glniimiizde otofajinin  fizyolojik olarak  birkag farkli  seviyede

diizenlenebilecegi fikrini destekleyen kanitlar artmaktadir:

1. Otofajinin upstream bdlgesinde hareket eden sinyal yolaklari

2. Otofagozom olusumu

3. Otofagozomlarin olgunlagsmasi ve lizozomlarla fiizyonu (Mehrpour et al.,
2010).
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Makrootofaji
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COtofajik cisim
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—0—-0—
Peroksizom Malk \ofai
Viakropekzofa /

Mikropekzofaji

Sekil 2. 6. Mayalarda otofaji yolaginin morfolojisi (Wang and Klionsky, 2003).

Makro-otofaji, bir otofagozom olan sitozolik ¢ift membranli vezikiil
olusumunu igerir. Otofagozomlar, vakuol liimeni i¢inde tek membranli otofajik
govdeyi salarak vakuol membrani ile birlesir. Otofajik govde, vakuollii hidrolazlar
ile parcalanir. Mikro-otofaji sirasinda, ayrilma olay1r dogrudan vakum yiizeyinde
meydana gelir. Islem, vakuol iginde pargalanan tek membranli vezikiil ile sonuglanr.
Peroksizomlar, 6zel bir otofaji tiirii olan pekzofaji yolu ile ayristirilmak {izere vakuol
icine segici olarak alinabilir. Makro-pekzofaji, sitozolde ayirict bir vezikiil
olusumunu gerektirdiginden, mikro-otofaji dogrudan vakuol yiizeyinde meydana
gelir (Wang and Klionsky, 2003).

Otofaji mekanizmalarindaki proteinlerin ¢gogu otofaji ile baglantili proteinler
(Atg) olarak adlandilir ve mayalardan elde edilmislerdir (Xie and Klionsky, 2007).

Klasik otofaji yolagi, evrimsel olarak korunmus bir dizi genin uyumlu hareketini

gerektirir (https://www.invivogen.com/review-autophagy, Erisim tarihi: 5 Mart 2019).
Otofajinin baglamasi serin/treonin kinaz Atgl'i (memelilerde UIk1 ve 2) gerektirir.
Otofajinin uyarilmasindan sonra Atgl, Atgl3, 200 kDa'lik FAK familyas: kinaz-
etkilesimli proteini ve ATG101 izolasyon membraninda bir kompleks olusturur ve bu
kompleks, rapamisin kompleksi 1'in (TORC1) hedefi ile negatif olarak diizenlenir.
Atgl kompleksinin kinaz aktivitesi, otofagosomal yapilarin  olusumunu
cekirdeklestigi distliniilmektedir. Atgl, Atg9’u fosforile ederek Atg 8’in 6n
otofaagozomal yapiya (PAS) baglanmasini tetikleyen Atgl8 ile olan etkilesimine izin
verdigi i¢in otofaji agisindan ¢ok gereklidir (Anding and Baehrecke, 2015).
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Vezikiil ¢ekirdeklenmesi, Beclin-1, koful ayirma proteini (Vps34) ve diger
proteinler tarafindan olusturulan smif III fosfatidilinositol-3-OH kinaz (PI3K)
kompleksine baghdir. Atg7, Atg5'in  Atgl2'ye konjugasyonu ve LC3'in
fosfatidiletanolamin (PE) konjuge LC3-II formuna doniisiimii olmak tiizere iki
ubikuitin benzeri konjugasyon yoluna katilir. Atg5-Atgl2 konjugati, Atgl6oL1
proteini ile biiyiik bir kompleks olusturur. Her iki konjugasyon sistemi, otofagozom
olusumu igin gereklidir (Sekil 2.7.) (https://www.invivogen.com/review-autophagy,

Erisim tarihi: 5 Mart 2019).

Bityiime faktori ve insilin
Besin yoklugu ve stres Besin bollogu ‘ 1 )
| | )
| wii
AMPK { \w * (AKT )« PDK1 = < PI3K-1
ATGIL {
ATG14L VPS34 ULK  ATG13
Beclin-1 VPS15 FIP200 ATG101
PI3K-II kompleksi ULK kompleksi
. » 7
> ¢ | | —»> Degradasyon
(i B
Phagophore / /
[ .
1zolasyon -
’ Otol
ATG16L w membram Otofagozom olizozom
ATG12 T - ATG3
ATGS
z ! — (ATG4

Sekil 2. 7. Otofaji yolag: (https://www.invivogen.com/review-autophagy, Erisim tarihi: 5 Mart 2019).

2.5.1. Otofaji ve Mide Kanseri

Otofaji, kanser gelisimi, ilerlemesi ve tedaviye yanit olarak iki ucu keskin bir
kilic olarak kabul edilmistir. Bunu destekleyen dogrudan kanitlar, otofajinin
inhibisyonunun tiimor olusumunu destekledigi, oysa yerlesik tiimdrlerde artmis
otofajinin hiicre sagkalimini destekledigi bulgularindan gelir (Zhan et al, 2012).

Bazi stres kosullarinda, otofaji kuvvetle tetiklenir ve hiicrelerin strese adapte
olmasimi saglayan ve hiicresel stres giderilinceye kadar belirli bir siire boyunca
hayatta kalmalarin1 saglayan bir pil gibi davranir. Ayrica, mide kanseri hiicrelerinde,
anormal veya asir1 otofajik aktivite sitotoksisite tiretebilir ve sonugta otofajik hiicre

Olimii ile sonuglanan ve tiimoér gelisimini baskilayan, tiimor hiicresinin hayatta
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kalmasi icin gerekli olan hiicre i¢i bilesenlerin yanlis bir sekilde bozulmasina katkida
bulunabilir. Artmis otofaji, kanser hiicrelerinin biiylimesini 6nemli 6l¢lide azaltabilir
(Chao et al., 2019).

Otofajinin timor metastazindaki roliiniin hem pro-metastatik hem de anti-
metastatik olduguna inanilmaktadir. Mide kanseriyle ilgili olarak, otofajik hiicre
6lumii metastaz1 engelleyebilse de, mevcut bulgularin ¢ogu otofajinin ¢esitli yonleri
etkileyerek tiimor metastazini kolaylastirdig fikrini desteklemektedir.

Aktif hale ge¢mis otofaji, sirasiyla, timor anjiyogenezini tesvik ederek, besin
kaynag1 saglayarak ve enflamatuar tepkileri diizenleyerek tiimor mikrogevresini
sekillendirir (Qian and Yang, 2016). Kanser korunumu sirasinda, otofaji yolaginin
aktivitesi cogu zaman upregiiledir. Bu diizenleme, yeterli enerjiyi saglar ve hipoksi
ve metastaz gibi stres sirasinda hayatta kalmaya katkida bulunur (Folkerts et al.,
2018).

2.5.2. Vincristine ve Otofaji

Otofagosomlarin lizozomlarla fiizyonu mikrotubiil bagimlidir (Zheng et al.,
2015). VCR, tiibiilinleri hedef alarak otofajinin filizyon evresinde otofagozomlarin
lizozomla birlesmesi sirasinda gorev alir ve otofajinin etkisinin azalmasina neden
olur (Hansen and Jaitteld, 2008). Oral kanser {izerinde ise VCR nin otofaji tetikleyici
bir etkisi vardir (Hsich et al., 2015).

2.6. Hipoksi

Oksijen, temel olarak ¢ogu okaryotik organizmanin aerobik metabolizmalari
icin gereklidir. Bununla birlikte, kardiyovaskiiler, pulmoner ve hematolojik
hastaliklarda oksijen iletimi kesintiye ugradiginda, bu enerji metabolizmas1 ciddi
sekilde bozulur. Bu nedenle, organizmalar hiicrelerin oksijen tiiketen kosullarda
hayatta kalmalarin1 saglamak icin sayisiz uyarlanabilir mekanizma gelistirmistir.
Hipoksik adaptasyon, refleks hiperventilasyonu, kirmizi kan hiicrelerinin iiretiminin
artmasini ve kombinasyon halinde atmosferden dokulara oksijen verilmesini artiran
yeni damar olusumunu igerir (Yeo et al., 2004). Hiicresel seviyede adaptasyon,
oksidatif fosforilasyondan anaerobik glikolize, glukoz alimimi artiran ve hiicrenin
hayatta kalmasi veya 6liimi ile ilgili stres proteinlerinin ifadelerini degistiren bir

enerji metabolizmasi anahtarini igerir (Bunn and Poyton, 1996).
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2.6.1. Mide Kanserinde Hipoksi

MK, gastrik epitel hiicrelerinde ortaya ¢ikar ve diger tiimdr tiirlerine benzer
sekilde bir Warburg etkisi gosterir. Bu etki, aerobik kosullar altinda enerji saglamak
icin oksidatif fosforilasyondan ziyade yiiksek miktarda glikoz alimi, glikoliz ve
yiikksek miktarda piruvatin laktik aside metabolize edilmesini icerir. Warburg
etkisinin egemen oldugu metabolik degisikliklere son zamanlarda metabolik yeniden
programlama deniyor ve bu degisikliklerin ¢alismalar1 tiimor hiicresi
metabolizmasinin daha derin bir sekilde anlasilmasimi saglamistir. Ornegin, MK
hiicrelerinin ve normal hiicrelerin sadece glukoz metabolizmasinda degil, aym
zamanda lipidlerin ve amino asitlerin metabolizmasinda da metabolik farkliliklar
gosterdigi gosterilmistir (Liu et al., 2019). Hipoksi, mide kanseri gibi kat1 tiimorlerin
bir biiyiime 0Ozelligi tiiriidiir. HIF-1a, tiimor hiicrelerinin hipoksik ortama adapte
olmalar1 i¢in bir dizi regiilator yanitindaki en énemli ve merkezi regiilatordiir (Fu et

al., 2019).

2.6.2. Hipoksi ve Otofaji

Hipoksi, oksidatif fosforilasyon yolunun inhibisyonu yoluyla ATP
seviyelerini azalttig1 bilinen enerji sinirlayict strestir. Daha dnce, “metabolik stres”
(besin yoksunlugu ile birlikte hipoksinin) otofajiye neden oldugu gdsterilmistir
(Azad et al., 2007). Tiimor hipoksi siklikla kotii sonuglarla iliskilidir ve timorlerdeki
hipoksik hiicreler sonunda 6lmekle birlikte, bunlarin apoptoza direngli olduklarina
dair kanitlar vardir. Hipoksinin, farkli hiicresel ortamlarda otofajiyi indiikledigi
gosterilmistir ve otofajinin, hiicresel bilesenlerin geri doniisiimii yoluyla hipoksik
hiicreler i¢in hayatta kalma mekanizmasi olarak islev gorebilecegi gosterilmistir (Tan
et al., 2016). Hipoksinin neden oldugu otofaji, tiimor hiicresinin hayatta kalmasini
tesvik edebilen onemli bir sitoprotektif ve ila¢ diren¢ mekanizmasidir (Lai et al.,

2016).

2.6.3. Hipoksi ve Vincristine

Hipoksik kosullar altinda, HIF-la, stabil hale gelir ve aktif bir transkripsiyon
faktorli olusturmak i¢in HIF-1p ile dimerize olur. Daha sonra dimer, hedef genlerin
promotoriinde bulunan HRE'ye baglanir. Bu daha sonra VEGF de dahil olmak iizere

tiimor biliylimesini ve anjiyogenezini tesvik eden faktorlerin yiikselmesine neden olur
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(Park et al., 2016). Yapilan arastirmalar sonucunda VCR’nin mikrotiibiil bozucu bir
ila¢g oldugu ve HIF-lo’nin kararliligini azalttigi gozlenmektedir (Chen and Sang,
2016). VCR’nin, hem HIF-la proteinini hem de VEGF mRNA ekspresyonunu inhibe
ettigi gozlemlenmistir. Hipoksik kosullar altinda, VCR, glioblastoma hiicrelerinde

HIF-1a protein seviyelerini 6nemli 6lgiide distirmiistiir (Park et al., 2016).

2.6.4. Mide Kanserinde Hipoksi-indiiklenebilir Faktor la ve Vaskiiler
Endotel Biiyiime Faktorii

Hipoksi, giiniimiizde malignite gelisimini yOnlendiren 6nemli bir faktor
olarak kabul edilmektedir ve hiicrelerin degisen oksijen seviyelerine yanitindaki ana
diizenleyici protein, hipoksi ile indiiklenebilen faktor-1 alfadir (HIF-1a)) (Zhu et al.,
2013). HIF-1a, anjiyogenez ve glikolizin indiiklenmesi yoluyla oksijen ve besinlerin
dagitimini kontrol ettigi bilinen birgok gen icin bir transkripsiyon faktoriidiir (Oh et
al., 2008).

HIF-lo, a ve B alt birimlerinden olusan bir heterodimerdir. HIF-1la
ekspresyonu, hiicresel oksijen durumu ile ilgilidir, oysa HIF-1p alt birimi, yapisal
olarak hiicresel hipoksiden bagimsiz olarak eksprese edilir. HIF-1a ¢ekirdekte HIF-
1B ile dimerlesir ve hipoksiye duyarli elementlere (HRE'ler) baglanarak
transkripsiyonel olarak birka¢ geni aktive eder (Zhu et al., 2013). Timor
anjiyojenezinde kilit bir faktor olan vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF)'niin
transkripsiyonunu ve hipoksik kosullar altinda tiimor hiicresinin hayatta kalmasini
tesvik edebilen biiylime faktorlerinin ifadesini aktive eder (Urano et al., 2006). HIF-
1 ¢ok sayida asagi akis hedef geninin transkripsiyonel aktivasyonu yoluyla gesitli
biyolojik etkileri tetikler, boylece tiimdr hiicreleri hipoksik ortama adapte olur ve
hayatta kalmaya devam eder, bunu takiben kotii huylu transformasyon, proliferasyon,
metastaz ve radyoterapi ve kemoterapi gerceklesir (Fu et al., 2019).

Anjiyogenik siire¢, ¢cok sayida pro- ve anti-anjiyojenik faktor dizisini
dengelemek suretiyle hassas bir sekilde kontrol edilir. Bunlar arasinda, VEGF,
endotel hiicrelerinin proliferasyonunu ve gocilinii destekleyebilen ve vaskiiler
gecirgenligi artirabilen en giiglii timor anjiyojenik faktorlerinden biridir (Huang et
al., 2005).

Timor anjiyogenez ve neovaskiilarizasyon VEGF ekspresyonu gerektirir ve
HIF-lamin  VEGF promotoriine baglanmasi, hipoksik kosullar altinda VEGF

ekspresyonunun indiiklenmesine neden olan ana yoldur. Timér VEGF
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ekspresyonunun, birka¢ kanserde klinikopatolojik degiskenlerden bagimsiz olarak
timor tekrar1 veya azalmig sagkalim i¢in 6nemli bir belirte¢ oldugu gosterilmistir.
Mide kanseri vakalarinda, VEGF ekspresyonu ile lenfatik istila arasinda pozitif bir
iligki vardir (Oh et al., 2008).

VEGF, hem in vitro hem de in vivo olarak gii¢lii bir anjiyogenez uyaricisidir
ve VEGF ekspresyonunun hipoksi sirasinda HIF-1a’ya aracilik ettigi kabul edilir.
VEGF geni, diizenleme bolgesinde ¢ok sayida HIF-1-baglayic1 bolge icerir ve HIF-
la, VEGF promotériinii in vitro olarak aktive edebilir (Kuwai et al., 2003).

VEGF, endotel proliferasyonu ve gog, vaskiiler liimen olusumu ve vaskiiler
gecirgenlik dahil anjiyogenezde yer alan islemlerin ¢ogunu destekleme islevi
gordiiginden, VEGF indiiksiyonunun, MK anjiyogenezini arttirdig1 ana stratejilerden

biri olabilecegi 6nerilmektedir (Huang et al., 2005).

2.7. Bcl-2 Ailesi, Bax Geni ve Mide Kanseri

Bcl-2 ailesi apoptozun ana diizenleyicilerini igerir ve molekiil bircok kanser
hiicresi tiiriinde asir1 eksprese edilir. Diisiik Bcl-2 ekspresyonu, antikanser ilaglara
apoptotik tepkileri arttirirken, Bel-2 ekspresyonunun artmasi, kemoterapotik ilaglara
ve radyasyon tedavisine direng saglar (Ouyang et al., 2012). Anti-apoptotik Bcl-2
proteinlerinin yiikselmesi, kanserde yaygin bir Ozelliktir ve bunlar, onkogenez
sirasinda timor baskilayici bir mekanizma olarak indiiklenen pro-apoptotik Bcl-2
proteinlerini inhibe etmeye yarar (Llambi and Green, 2011). Biitiin Bcl-2 ailesi, Bax,
Bak, Bad, Bcl-XS, Bid, Bik, Bim ve Hrk gibi birkag pro-apoptotik {iyeden ve ayrica
Bcl-2, Bcel-XL, Bcl-W, Bfl-1 ve Mcl-1 gibi birkag anti-apoptotik iiyelerden olusur
(Ouyang et al., 2012).

Anormal Bcl-2 protein ekspresyonu mide kanserojen dizisinde sirali bir
sekilde gosterilmistir (Lauwers et al., 1995). Bax'in asir1 ekspresyonunun hiicre
oliimiinii hizlandirdigi, Bel-2 gibi anti-apoptotik proteinlerin asir1 ekspresyonunun
Bax'in 6liim fonksiyonunu baskiladigi mide kanseri ¢caligmalarinda gosterilmistir. Bu
nedenle, Bcl-2/Bax orani, bir hiicrenin apoptoz gecirme esiginin kritik bir
faktoriinden biri olabilir. Yine yapilan bir ¢alismada Bax'in Bcl-2'ye baglanarak
siirlandirilan sitokrom c salinimina yol agtig1 tespit edilmistir (Zhao et al., 2004).

Iyi farklilasmis gastrik kanserlerde Bcl-2 geninde heterozigotlugun kaybi
mevcuttur (Krajewska et al., 1996). Bcl-2 familyasi proteinlerinin degisimi, mide
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kanserinde karmasik ancak onemlidir. Gastrik kanserlerin % 72'si Bcl-2'yi asir1
eksprese eder. Bax gerceve kaymasi mutasyonlari, yiiksek diizeyde mikrosatellit
kararsizlig1 olan mide kanserlerinin %33-40'inda bulunmustur. Gastrik kanser hiicre
hatlarinda, Bcl-2 asir1 ekspresyonu, mitokondri ve kaspaz-3 aktivasyonundan
sitokrom ¢ salimimi inhibe ederek apoptozu kuvvetle bloke eder. Ote yandan, Bax’in
asirt ekspresyonu, sitokrom c'nin mitokondriden salinimini artirarak kemoterapotik

ajan kaynakli apoptoza duyarli hale getirir (Zhou et al., 2001).

2.8. Beclin-1 Geni ve Mide Kanseri

Beclin-1 hiicre 6liimiine ve hiicresel baglama bagli olarak hiicre sagkaliminda
farkli rollere sahiptir. Bugiline kadar, Beclin-1'in ¢esitli mekanizmalarinin, nokta
mutasyonu ve ekspresyon kaybmin yami sira, allel silinmesi ve Bcl-2 asir
ekspresyonu dahil, kanserde inaktivasyona ugradigi bilinmektedir (Ahn et al., 2007).
Ayrica Beclin-1 otofajik bir diizenleyici ve tiimor baskilayici 6zelligi olan bir gendir
ve iliskili karsinomlarda Beclin-1'in asir1 ekspresyonu ¢ok sik goriilen bir olaydir
(Koukourakis et al., 2010).

Azalan Beclin-1, embriyonik gelisimde oldugu kadar erigkinlerde de otofajide
azalmaya ve apoptozis artisina neden olur (Anding and Baehrecke, 2015). Kolorektal
ve mide kanserlerinde Beclin-1 ekspresyonu, otofajik hiicre &liimiiniin
indiiklenmesine katkida bulunabilir, boylece kanser gelisimi ve ilerlemesi sirasinda
hiicre 6liimiinii gegersiz kilmak i¢in segici bir basing tiretebilir (Ahn et al., 2007).
Beclin-1 ekspresyonu primer mide tiimorlerinde yiikselmis olarak gozlenir. Gastrik
kanserlerde Beclin-1 ekspresyonu, otofajik hiicre 6liimiiniin indiiklenmesine katkida
bulunur, bdylece kanserin gelisimi sirasinda hiicre Oliimiinii gecersiz kilmak ig¢in

secici bir basing olusturur (Geng et al., 2012).

2.9. LC3-11 ve Mide Kanseri

LC3, LC3-II olarak bilinen ¢dziinebilir bir forma boliiniir. A¢lik, hipoksi ve
kemoterapi gibi ¢esitli streslerle otofajinin baslatilmasi, LC3-I'in  LC3-1l'ye
doniistimiinii uyarir. Bu nedenle, LC3, ozellikle LC3-II, otofajinin 6zel bir
belirtecidir.

LC3, kanserli olmayan epitelyal hiicrelere kiyasla, gastrik karsinom gibi

bircok gastrointestinal kanser hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilir. Otofajinin
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indiiklenmesi, LC3 ekspresyonuna bagl olarak mide kanserlerinde tiimoérijenez i¢in

avantajli oldugunu gostermektedir (Jiang et al., 2012).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calismada Kullanilan Hiicre Hatlar1

Bu c¢alismada MKN45 ve AGS mide kanseri hiicre hatlar1 kullanilmistir.

American Type Culture Collection (ATCC)’den elde edilmistir.

3.2. Kullanilan Ticari Kitler

Deneyde uygulanan RNA izolasyonu, cDNA sentezi, Gergek zamanli PZR

islemleri i¢in kullanilan ticari Kitler Cizelge 3.1’de gosterilmistir.

Cizelge 3. 1. Kullanilan Ticari Kitler

Kullanilan Ticari Kitler

Kit Marka Kullanim Alani
NucleoSpin RNA izolasyon Kit | Machery-Nagel mRNA izolasyonu

cDNA Sentez Kiti Sigma-Aldrich cDNA Sentezi
SensiFAST SYBR No-ROX Kit | Bioline Real time PZR reaksiyonu
Hiicre Proliferasyon Kit (MTT) | Roche MTT testi

3.3. Hiicre Kiiltiiriinde Kullamlan Soliisyon ve Besiyerleri

Iki hiicre hattinda da kullamilan soliisyonlar ve besiyerleri Cizelge 3.2°de, bu

soliisyonlarin igerik ve miktarlar1 ise Cizelge 3.3 te listelenmistir.
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Cizelge 3. 2. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Soliisyonlar ve Besiyerleri

Soliisyonlar

Marka

Dulbecco’s Modified Eagle
Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-
12) (1X)

Thermo Fisher Scientific, Gibco

Roswell Park Memorial Institute (RPMI
1640) Medyum (1X)

Thermo Fisher Scientific, Gibco

Fetal Bovin Serum (FBS) (South America)
(1X)

Thermo Fisher Scientific, Gibco

Penisilin/Steptomisin (1X)

Thermo Fisher Scientific, Gibco

Fosfat Buffer Saline (PBS)

Thermo Fisher Scientific, Gibco

Tripsin-EDTA (%0,05)

Thermo Fisher Scientific, Gibco

Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Sigma-Aldrich

Cizelge 3. 3. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Soliisyon

ve Besiyerlerinin Igerik ve Miktarlar

Soliisyonlar

Icerik ve Miktarlar

Zenginlestirilmis DMEM/F-12 Besiyeri

%10 FBS, %1 penisilin/streptomisin
iceren DMEM/F-12 besiyeri

Zenginlestirilmis RPMI 1640 Besiyeri

%10 FBS, %1 penisilin/streptomisin
iceren RPMI 1640 besiyeri

PBS

1X

Tripsin-EDTA

%0,05 - 1X

DMEM/F-12 Dondurma Besiyeri

%40 FBS, %10 DMSO igeren DMEM/F-
12 besiyeri

RPMI 1640 Dondurma Besiyeri

%40 FBS, %10 DMSO igeren RPMI
1640 besiyeri

3.4. Sarf Malzemeler

Tiim tez ¢alismasi boyunca laboratuvarda kullanilan sarf malzemeler Cizelge

3.4’te gosterilmistir.
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Cizelge 3. 4. Sarf Malzemeler

Sarf Malzemeler

Marka

Kullanim Alani

Flask (25 cm?, 75 cm?, 175

cm?)

Corning (Sigma-Aldrich)

Hiicre Kiiltiiri

Cam Pastor Pipet Marienfeld Hiicre Kiiltiiri
Serolojik Pipetler (5 ml, 10 | Corning Costar Stripette Hiicre Kiiltiirii
ml, 25 ml, 50 ml) Sigma-Aldrich

Filtreli Pipet Ucu (10ul, 20 | Isolab Hiicre Kiiltiiri
ul, 200 ul, 1000 pl)

Pipet Ucu (10 pl, 20 ul, 200 | Isolab Hiicre Kiiltiiri
ul, 1000 pl)

Eppendorf (0.5 ml, 1.0 ml, | Axygen Hiicre Kiiltiiri
1.5ml, 2.0 ml)

96-well plate Corning, Axygen Hiicre Kiiltiiri
6 well plate Corning, Axygen Hiicre Kiiltiiri
Corning  Vacuum  Filter | Sigma-Aldrich Hiicre Kiiltiirti
(150 ml, 250 ml, 500 ml)

Thoma Lami Mariendfeld Hiicre Kiiltiirii

Kriyotiip Greiner-Bio-one Hiicre Kiiltiirii

Filtreler (0,2 pm) Millipore Corporation | Hiicre Kiiltiirti
SCILOGEX

Platemax  Ultra  Clear | Axygen PZR Reaksiyonlari

Sealing Film

PZR Stripe Tiipler Axygen PZR Reaksiyonlari

PZR Microplate Axygen PZR Reaksiyonlari

Seals Corning, Axygen PZR Reaksiyonlari

Mikropipet Seti Thermo Scientific, Finnipipette Genel
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Cizelge 3.4. Sarf Malzemeler (devam)

PZR tiipii (0.2 ml) Axygen Genel
Falkon (15 ml, 50 ml) Isolab Genel
Rack Isolab Genel
Parafilm BEMIS Genel
Meziir (50 ml, 500ml, 1000 | Isolab Genel
ml)

Beher Isolab Genel
Erlen (250 ml, 500 ml, 2000 | Isolab Genel
ml)

Eldiven Beybi Genel
3.5. Cihazlar

Bu calismada kullanilan tiim cihazlar ve markalar1 Cizelge 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3. 5. Cihazlar

Cihazlar

Marka

Laminar Flow Kabin

FASTER, SafeFAST Classic

Elektronik Pipet

Thermo Scientific, S1 Pipet Filler

CO; Inkiibatérii

Memmert

Santrifiijler

Hettich, Universal 320R

Inverted Mikroskop

Zeiss, Axio Vert. Al

Su Banyosu

Memmert

Multiskan Go Mikroplate Spektrofotometre

Thermo Fisher Scientific

BioRad Real Time Sistem

Bio-Rad, CFX Connect Realtime System

Vorteks

Stuart

pH Metre

Memmert
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Cizelge 3.5. Cihazlar (devam)

Minispin Four E’s Scientific
Gili¢ Kaynaklari Amersham Pharmacia Biotech
Otoklav BES Dik Tip Otoklav

Manyetik Karistiricilar

Heidolph, MR3001

Buz Makinesi Scotsman AF80

Buzdolaplari Argelik, BEKO, Haier Biomedical
Aspirasyon Paul Marienfeld GmbH & Co. KG
Cam Pastor Pipeti Paul Marienfeld GmbH & Co. KG

S1vi Nitrojen Tanki

Thermo Scientific

Thermo Cycler

Bio-Rad T100 Thermal Cycler

Tartilar

Precia XB220A

Goruntileme Sistemleri

ER Biyotek, GEN-Box ImagER Fx

3.6. Cogaltmada Kullanilan Primer Dizileri

Bu tezde kullanilan primer dizileri NCBI, Primerblast ve Primer3 web

sitelerinden hazirlanmistir. Bu primerler Cizelge 3.6’da gosterilmektedir.

Cizelge 3. 6. Primer Dizileri

Hedef Gen Bolgesi
GAPDH

ileri Primer

Geri Primer

VEGF

ileri Primer
Geri Primer
HIF-1la
ileri Primer
Geri Primer
Bax

ileri Primer

Geri Primer
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Tasarlanan Primer Dizisi (5°-3”)

CGAGATCCCTCCAAAATCAA
TTCACACCCATGACGAACAT

CCCACTGAGGAGTCCAACAT
CAAATGCTTTCTCCGCTCTGA

ATTTTGGCAGCAACGACACA
CAGGGTCAGCACTACTTCGA

CCCTTTTGCTTCAGGGTTTCA
ATCCTCTGCAGCTCCATGTT




Cizelge 3. 7. Primer Dizileri (devam)

Bcl-2

ileri Primer GGAGGATTGTGGCCTTCTTT
Geri Primer ACAGTTCCACAAAGGCATCC
Beclin-1

ileri Primer GGTTGAGAAAGGCGAGACA
Geri Primer AATTGTGAGGACACCCAAGC
LC3-1I

ileri Primer AGAAGGCGCTTACAGCTCAA
Geri Primer CCAATTTCATCCCGAACGTCT

3.7.  Kullanilan Boyalar

AGS ve MKN45 hiicrelerinde ¢ekirdek boyamasi i¢in Hoecsht ve otofagozom
olusumunu gostermek i¢in Akridin Orange boyalari kullanildi. Bunlar Cizelge 3.7°de

gosterilmistir.

Cizelge 3. 8. Kullanilan Boyalar

Boya Adi Marka
Hoecsht Thermo Scientific
Acridine Orange (10 mg/mL suda) Thermo Fisher

3.8.  VCR Stok Soliisyonun Hazirlanisi

1 mg VCR, son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde 1.08 ml otoklavlanmig
ddH20 (deiyonize su) igerisinde ¢ozdiiriildii. 0,22 um’lik filtreden gegirildikten sonra
5 pl ve 10 pl olarak 0,2 ml’lik eppendorf tiiplere aliqotlandi. pH 6l¢iimii i¢in 10
ul’lik soliisyon alinarak 10 ml ddH20 igerisinde homojenize edildi. pH metre ile pH
degeri Olgiilerek pH 3.5-4.5 olmasi saglandi. Aligotlanmis tiipler aliiminyum folyoya
sarilarak -80°C’ye kaldirildi. Sadece bir kere ve karanlikta kullamldi. Uygulanmak

istenen doz ayar1 i¢in 1 mM stok soliisyondan diliisyon saglandu.
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3.9. Hiicre Kiiltiirii

Her hiicrenin biiyliyebilecegi besiyeri ortami farklidir. Bu ¢aligmada MKN45
ve AGS olmak iizere iki mide kanseri hiicre hatt1 kullanildi. MKN45 hiicre hatt1 %89
RPMI 1640 besiyeri, %10 Fetal bovin serum (FBS) ve %1 Penisilin-Streptomisin
(PS); AGS hiicre hatti ise %89 DMEM/F12 besiyeri, %10 FBS ve %1 PS ile %5 CO-
ve %95 nemde 37°C’de inkiibe edildi. Besiyeri hazirlanirken besiyerleri, FBS ve PS
500 ml 0,22 pm’lik filtrelerden gegirilerek sterilize edildi.

3.9.1. Hiicre Cozdiirme islemi

Hiicre agma islemi sirasinda -196°C’de s1v1 azotta bulunan hiicreler, 37°C’de
bulunan su banyosunda son buz kristali gozlenene kadar 1sitildi. UV ile temizlenmis
laminar akis kabinine alindi. 15 ml’lik falkonlara 5 ml RPMI 1640-DMEM/F12
medyumu kondu. Kriyovial tiiplerde bulunan hiicreler, pipet ile g¢ekilerek
besiyerlerinin {izerine eklendi. 5 dakika boyunca 1500g’de santrifiij edildi.
Supernatant atilarak DMSO uzaklastirildi. Pelletin {izerine 1 ml besiyeri konarak

¢oziilmesi saglandi. T25 flasklara 5 ml besiyeri konduktan sonra hiicreler pipetle

cekildi ve flasklara ekildi.

3.9.2. Hiicre Pasajlama

MKN45 hiicrelerinin pasaji 3-4 giinde gerceklesirken AGS hiicreleri giin asir1
pasajlandi. Medyum sarardiginda, fosfat buffer saline (PBS) tamponu ile iki kez
yikanarak medyum degisikligi yapildi. Pasajlama islemi esnasinda hiicrelerin
tizerindeki besiyeri cam pasteur pipetleri ile ¢ekildi. Flask boyutuna gore belirlenen
PBS miktan ile iki kez yikandi. Flasktaki hiicrelerin iizerine %0,05 Tripsin-EDTA
soliisyonu eklenerek hiicrelerin kaldirilmasi igin 37°C %5 CO; inkiibatérde 3-4
dakika boyunca tutuldu. Invert mikroskop ile hiicrelerin flaskin tabanindan kalkip
kalkmadig1 gézlendi. Eger kalkmadilarsa flaska mekanik kuvvet uygulanarak hareket
etmeleri saglandi. Hiicreler kalktiginda flaska konan Tripsin-EDTA’nin iki kati
olacak sekilde besiyeri eklendi. Besiyeri konarken flaskin tamamina degecek sekilde
pipetaj yapildi. Tiim igerik toplanarak falkona kondu ve +4°C 300g’de 5 dakika
santrifiij edildi. Supernatant atildi ve pelet besiyeri ile ¢oziindii. Yeni flaska ekildi,

mikroskopta bakildiktan sonra 24 saat boyunca etiivde birakildi.
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Hiicrelerin ¢6ziinmesi, pasaji, kullanilan medyum, PBS ve Tripsin-EDTA
miktarlar1 Cizelge 4.1°de belirtildi. Islemler tek kullanimlik serolojik pipetler ile
uygulandi.

Cizelge 3. 9. Hiicre ekimi ve pasajda kullanilan malzemeler

PBS Tripsin Medyum
T-25Flask ~~ 2ml 1ml  5ml
T-75 Flask 5ml 2ml 15 mil
T-175 Flask 10 ml 5ml 25 ml
6-Well Plate 1ml 0,5 ml 2ml
150 Dish 6 ml 3ml 22 mi

3.9.3. Hiicre Dondurma

Hiicre dondurma isleminde hiicreler ilk olarak iki kez PBS ile yikandi. Daha
sonra flaskin boyutuna gore Tablo 3.8’de gosterilen sekilde Tripsin-EDTA eklendi
ve 3-4 dakika inkiibatorde bekletildi. 4 dakikanin sonunda mikroskopla hiicrelerin
kalkip kalkmadigi gozlendi. Hiicreler kalktiginda eklenen Tripsin-EDTA miktarinin
iki kati kadar medyum eklenip tiim igerik falkona aktarildi. +4°C’de 300g’de 5
dakika santrifiij edildi, stipernatant atildi. %50 medyum %40 FBS ve %10 DMSO
icerikli dondurma besiyeri hazirlandi ve 2 ml’lik kriyotiiplere aktarildi. DMSO toksik
bir madde oldugundan en son ve yavasga eklendi. Hiicreler 6nce bir gece boyunca -

80°C’de bekletildi daha sonra -196°C olan siv1 azota aktarildi.

3.9.4. Hiicrelerin Sayilmasi

Konduklar1 flaska yapisan hiicreler, Tripsin-EDTA ile kaldirildiktan sonra
santrifiij yapild1 ve pellet fresh medyumda ¢6ziildii. Thoma lamina ¢ozeltiden 20 pl
alindi ve 151k mikroskobunda 10X objektifle sayim yapildi. Sayimdan sonra su

formul kullanildz:

Hiicre sayisi / ml = Thoma laminin iizerinde sayilan hiicre x 10* x Sulandirma

Katsayisi
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3.10. MTT Analizi ile Hiicrelerin Canliliginin Belirlenmesi

3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) analizi,
1980°de Mosmann tarafindan gelistirilmesinden bu yana hiicre canliligi ve
¢ogalmasinin saptanmasi i¢in altin standart haline gelmistir. Bu deney, endoplazmik
retikulum gibi bagka organellerde bulunan indirgeyici maddeler ve enzimler de dahil
olmakla birlikte, canlt hiicrelerin mitokondrilerinde olusan dehidrojenazlar tarafindan
sart renkli tetrazolyum bilesiginin suda ¢oziinmeyen mor renkli formazan
Kristallerine enzimatik doniisimii ile hiicre yasayabilirligini 6l¢er (Tonder et al.,
2015).

Calismalarda, hiicre hatlarina uygulanan vincristine (VCR) kimyasal ajaninin
hiicre yasayabilirligine etkisi MTT analizi ile incelendi. Islemler, Cell Proliferation
Kit I (MTT) kitine uygun olarak gerceklestirildi.

Hiicreler, kuyu bast 4000 hiicre olacak sekilde 96 well plate’e ekildi ve
hiicrelerin kuyucuklara yapismasi icin 37°C %5 CO; inkiibatorde 24 saat beklendi.
24 saatin ardindan hiicre medyumu aspirasyonla uzaklastirildi ve hiicrelere 3 tekrarl
olarak 200 nM, 300nM, 400 nM, 500 nM, 600 nM, 700 nM, 800 nM, 900 nM ve
1000 nM VCR eklenerek son hacim 100 pl olacak sekilde uygulandi. Bu igslem 24,
48 ve 72 saat boyunca uygulandi.

24. 48. ve 72. saatlerin sonunda VCR uygulanmis hiicreler iizerine 10 ul
MTT Reagent eklendi ve 3-4 saat 37°C %5 CO’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan reaksiyonun durdurulmasi i¢in kuyulara 100 pl MTT Solubilization
Solution eklendi ve bir gece boyunca 37°C %5 CO;’de inkiibe edildi. ELISA
okuyucuda 550-600 nm’de okuma gergeklestirildi ve Skanlt RE 4.1 programinda
sonuglar alindi. Hem AGS hem de MKNA45 hiicre hatt1 i¢in de 2 biyolojik, 3 teknik
tekrar yapildi.

AGS ve MKN45 hiicre hatlari i¢in ayn1 iglemler uygulandi. Kontrol grubunda
uygulama yapilmamis hiicreler bulunurken blank grubunda yalnizca hiicrelerin

biiyiitiildiigli medyum bulunmaktadir.

3.11. AGS ve MKN45 Hiicre Hatlarina Vincristine Uygulamasi

Kiiltiir besiyerindeki hiicreler tripsin ile kaldirilarak santrifiij edildi. Pellet

besiyer ile ¢oziindiiriilerek Thoma lama ile sayildi ve kuyucuk basina son hacim 2 ml
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ve 4x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu kiiltiir tabagina ekildi. Bir giin boyunca

hiicrelerin yapismasi beklendikten sonra 5 deney grubuna ayrildi. Gruplar sirasiyla;

1) VCR uygulanmamis AGS ve MKN45 hiicreleri

2) 300 nM VCR uygulanmis ve 37°C %5 CO: inkiibatérde 24 ve 48 saat
bekletilmis hiicreler

3) VCR uygulanmamis ve 37°C %1 O inkiibatdrde 24 saat bekletilmis hiicreler

4) 300 nM VCR uygulanmis ve 37°C %1 O; inkiibatorde 24 saat bekletilmis
hiicreler

5) 24 saat hipoksi kosulda (%1 O2) bekletilip daha sonra 300 nM VCR eklenmis
ve 24 saat daha inkiibatérde bekletilmis hiicreler

3.12. Hiicrelerin Toplanmasi

Belirlenen saat boyunca inkiibatorde duran hiicreler gerekli zamanda toplandi.
Her bir kuyucuktaki besiyerleri aspirasyon ile uzaklastirildi ve kuyucuklar 1X PBS
ile (1 ml) 2 kere yikand1. 500 pl tripsin eklenerek 6 kuyucuklu kiiltiir tabagi 37°C %5
CO: inkiibatorde 4-5 dakika beklendi. Hiicrelerin kalktigi mikroskop altinda
gozlendikten sonra kuyulara 1 ml besiyeri eklenerek tripsin inhibe edildi ve hiicreler
15 ml’lik falkona alinarak 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Supernatant atildi
ve pellet daha sonraki asamalarda kullanilmak iizere siv1 azotla sokland1 ve -80°C’de

saklandi.

3.13. RNA izolasyonu

Hiicreler toplandiktan sonra diger asama olan RNA izolasyonuna gegildi.
Pellet iizerine Nucleospin RNA Izolasyon kitinden ¢ikan 350 ul RA1 soliiyonu ve
3.5 ul B-Merkaptoetanol eklenip hizlica vortekslendi. Viskoziteyi azaltmak i¢in mor
renkli NucleoSpin® Filtre 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirildi ve vortekslenen lizat

bu tiipiin i¢ine aktarilir. 1 dakika (dk) boyunca 11,000g’de santrifiij edildi.

Mor filtre atildiktan sonra toplama tiipliniin {lizerindeki karistma 350 pl
%70’lik etanol eklendi ve yaklasik 5 kez pipetaj yapildi. Yine ayni kitte bulunan
mavi filtre, koleksiyon tiipiine kondu ve etanol eklenmis lizat mavi filtreye aktarildi.
30 saniye (sn) boyunca 11,000g’de santrifiij edildi. Mavi filtre yeni bir toplama

tiipline yerlestirildi.
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350 ul MDB (Membran Desalting Buffer, membran tuz uzaklastirma
tamponu) eklendi ve 1 dk boyunca 11,000g’de santrifiij edildi. Bu esnada DNase
Reaksiyon karisimi hazirlandi. 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine 10 pl sulandirilmisg
rDNase ve 90 pl rDNase i¢in Reaksiyon tamponu eklendi ve karistirildi, bu
karistmdan 95 pl alindi ve direkt olarak mavi filtrenin iizerine aktarildi. Oda
sicaklikliginda 15 dk inkiibe edildi.

Ik yrkamada 200 pl RAW2 tamponu mavi filtre iizerine eklendi. 30 saniye
boyunca 11,000g’de santrifiij edildi. Mavi filtre yeni toplama tiipline yerlestirildi ve
ikinci yikama igin 600 pul RA3 tamponu eklendi. 30 sn boyunca 11,000g’de santrifiij
edildi. Toplama tiipii bosaltild1 ve mavi filtre tekrar yerlestirildi. Ugiincii ytkamada
ise 250 ul RA3 tamponu eklendi ve 2 dk boyunca 11,000g’de santrifiij edildi.

Mavi filtre kitten ¢ikan 1,5 ml’lik niikleaz-free toplama tiipiine kondu,
RNA’nin tiipe aktarilmasi i¢cin 60 pul RNase-free HO eklendi ve 1 dk boyunca
11,000g’de santrifiij edildi. Elde edilen RNA’nin pDrop ile konsantrasyonu
olgiildiikten sonra hizli bir sekilde -80°C’e kaldirildi ve kullanilana kadar burada

muhafaza edildi.

3.14. cDNA Sentezi
cDNA sentezi, iretici firmanin talimatina gore yapilmistir. Sentezde

kullanilan reaksiyon ve kosullari tablo 3.9’da gosterilmistir.

Cizelge 3. 10. cDNA Sentez Reaksiyon Kosullar1 ve Kullanilan Reaksiyon Bilesenleri

cDNA Sentez Reaksiyon Kosullari ‘

Ilk denatiirasyon 94°C, 5 dk
Inkiibasyon 42°C, 60 dk
Enzim Inaktivasyonu 80°C, 5 dk

Kullanilan Reaksiyon Bilesenleri

Reaktifler Stok Kullanilan Miktar Calisma
Konsantrasyon Konsantrasyonu
Oligo d(T) VN 50 uM 2 ul 5uM
M-MuLV enzim karisimi 10X 2 ul 1X
M-MuLV reaksiyon 2X 10 pl 1X
karisimi

Niikleaz free su -

Son hacim -
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3.15. Kantitatif Ger¢ek Zamanh PZR
VEGF, HIF1, Bax, Bcl2, Beclin-1 ve LC3-Il genlerinin ekspresyonlari
Kantitatif gergek zamanli PZR islemi ile analiz edildi. GAPDH internal kontrol
olarak kullanildi. Kantitatif gergek zamanli PZR’da kullanilan reaktif miktarlari
Cizelge 3.10’da, Kantitatif ger¢cek zamanli PZR’1n ¢aligmasi igin gerekli kosullar ise
Cizelge 3.11°de gosterilmistir. Hem AGS hem de MKN45 hiicre hatti i¢in de 2
biyolojik, 2 teknik tekrar yapildi.

Cizelge 3. 11. Kantitatif Ger¢cek zamanlh PZR’da kullanilan reaktif miktarlari

Kantitatif Gercek Zamanli PZR’da gerekli olan reaktif miktarlari

Reaktifler Stok Konsantrasyon Kullanilan Miktar Son Konsantrasyon
SensiFAST SYBR No- 2X S5ul X

Rox karisimi

fleri Primer 10 uM 1l 2,5 uM

Geri Primer 10 uM 1l 2,5 uM
dH20 - 10 pl tamamlanir

Son Hacim - 10 pl

Cizelge 3. 12. Gergek zamanli PZR islemi i¢in reaksiyon kosullar

Kantitatif Ger¢ek Zamanh PZR Kosullari

Polimeraz Enzim 95°C, 2dk
Aktivasyonu
Denatiirasyon 95°C, 5sn
Baglanma 55°C, 10 sn
Uzama 72°C, 15 sn Déngii Sayisi: 40
Erime Egrisi Analizi 55°C-95°C, 5 sn

3.16. Hoechst ve Akridin Orange Boyamasi
6 kuyucuklu kiiltiir tabagina iki ayr1 hiicre hatti igin 2x10° hiicre ekildikten
sonra bir gilin inkiibatorde bekletildi. Ertesi giin 5 ayri deney grubunun VCR
uygulamasi yapildi. 24 saat sonra hiicrelerin medyumu uzaklastirildi. 500 ul PBS ile
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kuyucuklar yikandi. Uzerlerine fiksasyon igin 500 ul %4’liik formaldehit eklendi ve
15 dakika boyunca inkiibe edildi. 15 dakika sonra formaldehit aspire edildi ve PBS
ile yitkama yapildi. 1 ug/ml Akridin Orange ve 1 ug/ml Hoechst kuyucuklara eklendi.
15 dakika karanlikta inkiibe edildi. Goriintiiler floresan mikroskopta DAPI ve Tex-
Red filtreleri ile incelendi.
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4. BULGULAR

4.1. AGS ve MKN45 Hiicre Hatlarinda MTT Testi Sonuclari

Vincristine kemoterap6tik ilacinin  hiicrelerde  sitotoksik etki olusturup
olusturmadigi belirlendi. Bu amacgla AGS ve MKN45 mide kanseri hiicre hatlarina
MTT testi uygulandi. Uygulamadan once her bir hiicre hattina 200 nM-1000 nM
VCR ile muamele edildi. VCR uygulanmis hiicreler 24, 48 ve 72 saat boyunca 37°C
%5 COg: inkiibatorde birakildi ve hiicre yasayabilirligi 6l¢iildii.

Elde edilen bulgularda AGS ve MKN45 hiicre hatlar1 i¢cin 300 nM VCR

uygulanmasi uygun gorildii.

4.1.1. AGS Hiicre Hattinda Vincristine’in Sitotoksisite Sonug¢lari

Elde edilen bulgulara gore, VCR’nin 200 nM-1000 nM arasindaki tiim
konsantrasyonlarinda ve 24, 48 ve 72. saat boyunca hiicre yasayabilirliginde diisiis
gozlemlenmistir. 24. ve 48. saatlerde 300 nM konsantrasyonunda istatistik olarak
anlamli (p<0.005) hiicre oliimii gerceklesmistir. Hiicre 6liimiiniin istatistiki olarak
anlamli sekilde saptandigi konsantrasyon olan 300 nM VCR dozu olarak segilmistir.
Sonuglar Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te gosterilmistir. MTT testi iki biyolojik, ii¢
teknik tekrar olmak iizere uygulanmstir. Istatistik analiz igin MKN45 hiicrelerinde

ANOVA, AGS hiicrelerinde Kruskal Wallis testi kullanilmistir.
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Sekil 4. 1. MTT testi ile AGS hiicre hattina 24 saat VCR muamelesi sonrasi hiicre yasayabilirlik orani
(**p<0.005)
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Sekil 4. 2. MTT testi ile AGS hiicre hattina 48 saat VCR muamelesi sonrasi hiicre yasayabilirlik orani
(**p<0.005)
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Sekil 4. 3. MTT testi ile AGS hiicre hattina 72 saat VCR muamelesi sonrasi hiicre yasayabilirlik oram
(**p<0.005)

4.1.2. MKN45 Hiicre Hattinda Vincristine’in Sitotoksisite Sonugclar:

Elde edilen bulgulara goére, VCR’nin 200 nM-1000 nM arasindaki tim
konsantrasyonlarinda ve 24, 48 ve 72. saat boyunca hiicre yasayabilirliginde diisiis
gozlemlenmistir. 24. Saatte 300 nM konsantrasyonunda istatistik olarak anlamli
(p<0.005) hiicre oliimii gerceklesmistir. Hiicre 6liimiiniin istatistiki olarak anlamli
sekilde saptandigr konsantrasyon olan 300 nM VCR dozu olarak segilmistir.
Sonuglar Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da gosterilmistir. MTT testi iki biyolojik,
lic teknik tekrar olmak iizere uygulanmistir. Istatistik analiz icin ANOVA testi

kullanilmastir.
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Sekil 4. 4. MTT testi ile MKN45 hiicre hattina 24 saat VCR muamelesi sonrast hiicre yasayabilirlik
orani (¥**p<0.005)
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1,2

0,8

0,6

* %k
0,
0

NT 200 nM 300 nM 400 nM 500 nM 600 nM 700 nM 800 nM 900 nM 1000
nM

Hicre Yasayabilirligi
D

N

Vincristine Konsantrasyonu

Sekil 4. 5. MTT testi ile MKN45 hiicre hattina 48 saat VCR muamelesi sonrasi hiicre yasayabilirlik
orani (¥**p<0.005)
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MKN45 VCR 72 SAAT

=
[ N

o
[

Hiicre Yasayabilirligi
o o
= [e)]

o
N}

i o fodars

NT 200nM 300nM 400nM 500nM 600nM 700nM 800nM 900nM 1000 nM

Vincristine Konsantrasyonu

o

Sekil 4. 6. MTT testi ile MKN45 hiicre hattina 72 saat VCR muamelesi sonrasi hiicre yasayabilirlik
orani (**p<0.005)

AGS ve MKN45 hiicre hatlarina uygulanan vincristine’nin sitotoksik
etkilerinin belirlenmesi i¢in MTT testi uygulanmistir. AGS hiicre hattinda 24. ve 48.
saatlerde, MKN45 hiicre hattinda ise 24. saatte 300 nM VCR uygulamasi sonucu
hiicreler daha diisiik konsantrasyona oranla kurtarilmistir ve bu istatistiki olarak
anlamlidir. Bu nedenle hiicrelerin kendilerini kurtarmaya gittigi saat ve doz, ¢alisma

dozu olarak belirlenmistir.

4.2. Kantitatif Gercek Zamanh PZR Uygulamasi

Yapilan bu g¢alismada, VEGF, HIF-la, Bax, Bcl-2, Beclin-1 ve LC3-lI
genlerinin ekspresyon seviyelerine bakilmustir. Istatistik analizleri icin ANOVA testi

kullanilmistir.

4.2.1 VEGF Gen Ekspresyon Diizeyi

AGS hiicrelerine uygulanan 300 nM VCR ve 24 ve 48 saat hipoksi
uygulamas1 sonucunda, 2 **“tmetodu kullanilarak ekspresyon seviyesi olgiilen

VEGF’in ekspresyon seviyesi Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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Sekil 4. 7. Kantitatif Ger¢ek zamanli PZR ile AGS hiicre hattina 24 ve 48 saat boyunca VCR ve
hipoksi uygulamasi neticesinde VEGF ekspresyonu seviye degisimi (**p<0.0001).

MKN45 hiicrelerine uygulanan 300 nM VCR ve 24 ve 48 saat hipoksi
uygulamasi sonucunda, 2 “““‘metodu kullanilarak ekspresyon seviyesi olgiilen

VEGF’in ekspresyon seviyesi Sekil 4.8’de gosterilmistir.

MKN45 VEGF Ekspresyonu

14
12 * %k

10

Goreceli Kat Artisi

2
T B e

MKN45 Kontrol MKN45 24s VCR MKN45 Hipoksi MKN45 Hipoksi ~ MKN45 24s
Kontrol VCR Hipoksi + VCR

Kontrole Gore Artis Miktari

Sekil 4. 8. Kantitatif Gergek zamanli PZR ile MKN45 hiicre hattina 24 ve 48 saat boyunca VCR ve
hipoksi uygulamasi neticesinde VEGF ekspresyonu seviye degisimi (**p<0.0001).
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4.2.2. HIF-10 Gen Ekspresyon Diizeyi
AGS hiicrelerine uygulanan 300 nM VCR ve 24 ve 48 saat hipoksi
uygulamas1 sonucunda, 2 **Ctmetodu kullanilarak ekspresyon seviyesi olgiilen

HIF1’in ekspresyon seviyesi Sekil 4.9’da gosterilmistir.
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Kontrole Gore Artis Miktari

Sekil 4. 9. Kantitatif Ger¢ek zamanh PZR ile AGS hiicre hattina 24 ve 48 saat boyunca VCR ve
hipoksi uygulamasi neticesinde HIF-1a ekspresyonu seviye degisimi (**p<0.0001).
MKN45 hiicrelerine uygulanan 300 nM VCR ve 24 ve 48 saat hipoksi
uygulamasi sonucunda, 2**“t metodu kullanilarak ekspresyon seviyesi 6lgiilen HIF-

la’nin ekspresyon seviyesi Sekil 4.10°da gosterilmistir.

MKNA45 HIF-1a Ekspresyonu

Goreceli Kat Artig
= N w
[ I T TV |
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* %

MKN45 Kontrol MKN45 24s VCR MKN45 Hipoksi MKN45 Hipoksi ~ MKN45 24s
Kontrol VCR Hipoksi + VCR

o

Kontrole Gore Kat Artisi

Sekil 4. 10. Kantitatif Ger¢ek zamanli PZR ile MKN45 hiicre hattina 24 ve 48 saat boyunca VCR ve
hipoksi uygulamasi neticesinde HIF-1a ekspresyonu seviye degisimi (**p<0.005).
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4.2.3. Bax Gen Ekspresyon Diizeyi

AGS hiicrelerine uygulanan 300 nM VCR ve 24 ve 48 saat hipoksi

27AACt

uygulamasi sonucunda, metodu kullanilarak ekspresyon seviyesi Olglilen

Bax’1n ekspresyon seviyesi Sekil 4.11°de gosterilmistir.

AGS Bax Ekspresyonu
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Sekil 4. 11. Kantitatif Ger¢gek zamanli PZR ile AGS hiicre hattina 24 ve 48 saat boyunca VCR ve
hipoksi uygulamasi neticesinde Bax ekspresyonu seviye degisimi (**p<0.0001).

MKN45 hiicrelerine uygulanan 300 nM VCR ve 24 ve 48 saat hipoksi
uygulamas1 sonucunda, 2 **“tmetodu kullanilarak ekspresyon seviyesi olgiilen

Bax’in ekspresyon seviyesi Sekil 4.12°de gosterilmistir.

MKN45 Bax Ekspresyonu

* %
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Sekil 4. 12. Kantitatif Ger¢cek zamanli PZR ile MKN45 hiicre hattina 24 ve 48 saat boyunca VCR ve
hipoksi uygulamasi neticesinde Bax ekspresyonu seviye degisimi (**p<0.05).
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4.2.4. Bcl-2 Gen Ekspresyon Diizeyi
AGS hiicrelerine uygulanan 300 nM VCR ve 24 ve 48 saat hipoksi

27AACt

uygulamasi sonucunda, metodu kullanilarak ekspresyon seviyesi Olglilen

Bcl2’nin ekspresyon seviyesi Sekil 4.13°te gosterilmistir.

AGS Bcl-2 Ekspresyon Seviyesi
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Kontrol +VCR
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Sekil 4. 13. Kantitatif Ger¢ek zamanli PZR ile AGS hiicre hattina 24 ve 48 saat boyunca VCR ve
hipoksi uygulamasi neticesinde Bcl-2 ekspresyonu seviye degisimi (**p<0.05).
MKN45 hiicrelerine uygulanan 300 nM VCR ve 24 ve 48 saat hipoksi

uygulamas1 sonucunda, 2 **“t metodu kullanilarak ekspresyon seviyesi 6l¢iilen Bcl-

2’nin ekspresyon seviyesi Sekil 4.14’te gosterilmistir.

MKN45 Bcl-2 Ekspresyonu
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Kontrol VCR Hipoksi + VCR

Kontrole Gore Artis Miktari

Sekil 4. 14. Kantitatif Ger¢ek zamanli PZR ile MKN45 hiicre hattina 24 ve 48 saat boyunca VCR ve
hipoksi uygulamasi neticesinde Bel-2 ekspresyonu seviye degisimi (**p<0.0001).
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4.2.5. Beclin-1 Gen Ekspresyon Diizeyi
AGS hiicrelerine uygulanan 300 nM VCR ve 24 ve 48 saat hipoksi
uygulamas1 sonucunda, 2 **Ctmetodu kullanilarak ekspresyon seviyesi olgiilen

Beclinl’in ekspresyon seviyesi Sekil 4.15’te gosterilmistir.
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Sekil 4. 15. Kantitatif Ger¢ek zamanli PZR ile AGS hiicre hattina 24 ve 48 saat boyunca VCR ve
hipoksi uygulamasi neticesinde Beclin-1 ekspresyonu seviye degisimi (**p<0.05).

MKN45 hiicrelerine uygulanan 300 nM VCR ve 24 ve 48 saat hipoksi
uygulamas1 sonucunda, 2 **“tmetodu kullanilarak ekspresyon seviyesi Olgiilen

Beclin-1’in ekspresyon seviyesi Sekil 4.16’da gosterilmistir.

MKN45 Beclin-1 Ekspresyonu
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Sekil 4. 16. Kantitatif Ger¢ek zamanli PZR ile MKN45 hiicre hattina 24 ve 48 saat boyunca VCR ve
hipoksi uygulamasi neticesinde Bcl-2 ekspresyonu seviye degisimi (**p<0.0001).
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4.2.6. LC3-1I Gen Ekspresyon Diizeyi
AGS hiicrelerine uygulanan 300 nM VCR ve 24 ve 48 saat hipoksi

27AACt

uygulamasi sonucunda, metodu kullanilarak ekspresyon seviyesi Olgiilen LC3-

II’nin ekspresyon seviyesi Sekil 4.17°de gosterilmistir.
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Sekil 4. 17. Kantitatif Ger¢ek zamanli PZR ile AGS hiicre hattina 24 ve 48 saat boyunca VCR ve
hipoksi uygulamasi neticesinde LC3-1I ekspresyonu seviye degisimi (**p<0.05).

MKN45 hiicrelerine uygulanan 300 nM VCR ve 24 ve 48 saat hipoksi
uygulamasi sonucunda, 2 24t metodu kullanilarak ekspresyon seviyesi dlgiilen LC3-

[I’nin ekspresyon seviyesi Sekil 4.18’de gosterilmistir.

MKN45 LC3-1l Ekspresyonu
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Sekil 4. 18. Kantitatif Ger¢cek zamanli PZR ile MKN45 hiicre hattina 24 ve 48 saat boyunca VCR ve
hipoksi uygulamasi neticesinde LC3-II ekspresyonu seviye degisimi (**p<0.0001).
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Cizelge 4. 1. Elde Edilen Bulgular

AGS MKN45
) ) VEGF 0,62 kat artma 0,97 kat artma
KANTITATIF
HIF-1a 0,1 kat artma 0,13 kat azalma
nd GERCEK ZAMANLI PZR
Q . . Bax 0,14 kat azalma 2,51 kat artma
> |ILE KONTROLE GORE
o Bcl-2 0,9 kat artma 1,88 kat artma
EKSPRESYON DEGISIMI !
Beclin-1 0,47 kat artma 5,27 kat artma
LC3-II 0,19 kat azalma 2,07 kat artma
AGS MKN45
_ KANTITATIF VEGF | 0,71 kat azalma 0,5 kat artma
o
*’g GERCEK ZAMANLI [ HiE 1o 2,91 kat artma 0,1 kat azalma
?; PZR ILE KONTROLE Bax 0,9 kat azalma 1,55 kat artma
é GURE “EKSPRESYON ™ g¢| 3 0,36 kat azalma 0,27 kat azalma
T DEGISIMI Beclin-1 | 0,62 kat azalma 0,46 kat artma
LC3-II 0,52 kat azalma 0,13 kat azalma
AGS MKN45
o
L>’ VEGF 7,63 kat artma 0,55 kat azalma
= KANTITATIF HIF-1a 3,34 kat artma 0,10 kat artma
§ GERCEK ZAMANLI PZR Bax 2,07 kat artma 5,21 kat artma
:,:) ILE  KONTROLE ~ GORE Bcl-2 4,09 kat artma 0,35 kat artma
2 e
g | EKSPRESYONDEGISIML g i 7T 0,30 kat artma 0,60 kat artma
T
LC3-II 3,1 kat artma 12,2 kat artma
- AGS MKN45
< . .
o KANTITATIF VEGF 0,51 kat azalma 10,08 kat artma
§ | GERCEK ZAMANLIPZR | H|F-1¢ | 0,79 kat azalma 1,89 kat artma
r é_ ILE KONTROLE GORE Bax 0,89 kat azalma 0,99 kat artma
5 2
é_ T | EKSPRESYON Bcl-2 0,48 kat azalma 1,68 kat artma
E DEGISIMI Beclin-1 0,17 kat artma 2,89 kat artma
N LC3-II 0,21 kat azalma 8,06 kat artma
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4.3. AGS ve MKN45 Hoechst ve Akridine Orange Boyamasi Mikroskop
Goriintiileri

AGS ve MKN45 hiicreleri i¢in uygulanan boyama sonrasinda Inverted
Mikroskop ile 40X objektifte goriintii alindi. Gortntiiler Sekil 4.19-4.38 araliginda

gosterilmistir.

—_100um__

SS:;?L:H tlrgi lﬁl(jf gg‘fé::l“mn 48 Sekil 4. 20. AGS hiicrelerinin 48

mikroskopta goriintiisii, Hoechst Saf"‘t kOntroliinqn"ﬂoure.s.an -
boyamast, 400X bilyiitme ile mikroskopta goriintiisii, Acridine
bakilds ’ Orange boyamasi, 400X biiyiitme

ile bakildi.

100 um 100 um
Sekil 4. 21. AGS hiicrelerinin 48 saat 300 Sekil 4. 22. AGS hiicrelerinin 48 Saat 300
nM VCR uygu}afnaﬁlr'n‘m floresan nM VCR uygulamasinin floresan
mikroskopta goruntusu, Hoechst mikroskopta goriintiisii, Acridine Orange
boyamasi, 400X biiytitme bakild1. boyamasi, 400X biiyiitme ile bakildi.

AGS hiicrelerinin 48 saat kontrolde 32 adet AVO boyamasi gozlenmisken, 48
saat 300 nM VCR uygulamasi sonrasinda 4 adet AVO boyanmustir.
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Sekil 4. 24. AGS hiicrelerinin 24
saat hipoksik kontroliiniin floresans
mikroskopta goriintiisii. Hoechst
boyamasi, 400X biiyiitme ile
bakildi.

Sekil 4. 25. AGS hiicrelerinin 24 Saat
hipoksik kosulda 300 nM VCR
uygulamasinin floresan mikroskopta
goriintiisii, Hoechst boyamasi, 400X
biiyiitme ile bakildi.

45

Sekil 4. 23. AGS hiicrelerinin 24 saat
hipoksik kontroliiniin floresans
mikroskopta gériintiisii. Acridine
Orange boyamasi, 400X biiyiitme ile
bakildi.

Sekil 4. 26. AGS hiicrelerinin 24
Saat hipoksik kosulda 300 nM
VCR uygulamasinin floresan
mikroskopta goriintiisii, Acridine
Orange boyamasi, 400X biiyiitme
ile bakild1.



Sekil 4. 27. AGS hiicrelerinin 24s Sekil 4. 28. AGS hiicrelerinin 24s

hip+VCR+24s hip. uygulamasimnin hip+VCR+24s hip. uygulamasinin
floresan mikroskopta goriintiisii, floresan mikroskopta goriintiisii,
Hoechst boyamasi, 400X biiyiitme ile Acridine Orange boyamasi, 400X
bakildi. biiyiitme ile bakildi.

AGS hiicrelerinin 24 saat hipoksi kontrolde 5 adet AVO boyamasi
gozlenmisken, 24 saat hipoksik kosulda 300 nM VCR uygulamasi sonrasinda 10 adet
AVO boyanmistir. 24 saat hipoksik kosulda bekletilmesinin ardindan 300 nM VCR
uygulamas1 ve 24 saat daha hipokside tutuldugunda 11 adet AVO boyanmasi

gozlenmistir.

Sekil 4. 29. MKN45 hiicrelerinin 24 Sekil 4. 30. MKN45 hiicrelerinin 24 Saat
Saat kontroliiniin floresan mikroskopta kontroliiniin floresan mikroskopta goriintiisi,
goriintiisii, Hoechst boyamasi, 400X Acridine Orange boyamasi, 400X biiyiitme ile
biiyiitme ile bakildu. bakildi.

46



Sekil 4. 31. MKN45 hiicrelerinin 24 Sekil 4. 32. MKN45 hiicrelerinin 24 Saat

Saat 300 nM VCR uygulamasinin 300 nM VCR uygulamasinin floresan
floresan mikroskopta goriintiisii, mikroskopta goriintiisii, Acridine Orange
Hoechst boyamasi, 400X biiyiitme ile boyamast, 400X biiyiitme ile bakildi.
bakildi.

MKN45 hiicrelerinin 24 saat kontrolde 24 adet asidik vezikiiler organel
(AVO) boyanmisken gézlenmisken, 24 saat 300 nM VCR uygulamasi sonrasinda 46
adet AVO boyanmustir.

MKN45 hiicrelerinin 24 saat hipoksi kontroliiniin floresans mikroskopta

goriintlisii. Hoechst boyamasi, 400X biiyiitme ile bakildi.

Sekil 4. 33. MKN45 hiicrelerinin 24 Saat Sekil 4. 34. Sekil 4. 34. MKN45
hipoksi kontroliiniin floresans hiicrelerinin 24 Saat hipoksi
mikroskopta goriintiisii. Hoechst kontroliiniin floresans mikroskopta
boyamasi, 400X biiyiitme ile bakildi. goriintiisii. Acridine Orange boyamasi,

400X biiyiitme ile bakildi.
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Sekil 4. 35. MKN45 hiicrelerinin 24 Saat Sekil 4. 36. MKN45 hiicrelerinin 24 Saat

hipoksi kosulda 300 nM VCR hipoksi kosulda 300 nM VCR
uygulamasinin floresan mikroskopta uygulamasinin floresan mikroskopta
goriintiisti, Hoechst boyamasi, 400X goriintiisti, Acridine Orange boyamasi,
biiyiitme ile bakildi. 400X biiyiitme ile bakildi.

Sekil 4. 38. MKN45 hiicrelerinin 24s Sekil 4. 37. MKN45 hiicrelerinin 24s

hip+VCR+24s hip. uygulamasinin floresan hip+VCR+24s hip. uygulamasimin

mikroskopta goriintiisii, Hoechst boyamas, floresan mikroskopta goriintiisii,

400X biiyiitme ile bakildu. Acridine Orange boyamasi, 400X
biiyiitme ile bakildi.

MKN45 hiicrelerinin 24 saat hipoksi kontrolde 57 adet AVO boyamasi
gozlenmisken, 24 saat hipoksik kosulda 300 nM VCR uygulamasi sonrasinda 8 adet
AVO boyanmustir. 24 saat hipoksik kosulda bekletilmesinin ardindan 300 nM VCR
uygulamast ve 24 saat daha hipokside tutuldugunda 31 adet AVO boyanmasi

gozlenmistir.
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5. TARTISMA

Kanser, ekonomik olarak gelismis {ilkelerde 6nde gelen 6liim nedeni ve
gelismekte olan tilkelerde ikinci 6nde gelen 6liim nedenidir (Jemal et al., 2011).

Mide kanseri diinyada yaygin bir sekilde goriilen, agresif bir hastaliktir
(Gogmen ve Kocaoglu, 2000). Her ne kadar stirekli olarak azalsa da, mide kanseri,
diinyadaki en yaygin ve oliimciil neoplazilerden biri olmaya devam etmektedir
(Rawla and Barsouk, 2018). Belirgin cografi varyasyon, zaman egilimleri ve mide
kanseri insidansi iizerindeki gogmen etkisi, ¢cevresel veya yasam tarzi faktorlerinin bu
hastaligin etiyolojisine onemli Ol¢iide etki ettigi bilinmektedir (Crew and Neugut,
2006).

Otofaji; hiicre i¢i organellerin ve proteinlerin lizozomda pargalanmasini
saglayan hiicresel bir siirectir. Fakat otofajinin diizenlenmesindeki temel
mekanizmalar ve kanser iizerindeki etkisi tam olarak agiklanamamaktadir. Otofaji
uyarildiginda apoptozda gorevli olan hasarli hiicreler islevini yapamadigindan
kanserli hiicreler igin alternatif bir 6liim mekanizmasi aktive olur (Kartlagsmis ve ark.,
2018). Fakat bununla birlikte Zhan et al, VCR'nin, Mcll'in transkripsiyonel
diizenlenmesi yoluyla HMGBI1'i ekstraseliiler alana birakarak, mide kanseri
hiicrelerini apoptoza kars1 korumak i¢in otofajiyi indiikleyebilecegini gdstermistir.
(Zhan et al., 2012).

Artan kanitlar otofajinin kanser gelisiminde ©6nemli bir rolii oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte, otofajinin tiimor gelisimini baskiladig1 veya kanser
hiicrelerine aglik gibi stres kosullarinda, tiimor gelisimini tesvik eden bir kurtarma
mekanizmas1 saglaylp saglamadigi acik degildir. Ayrica, otofajinin kanser
gelisimindeki rolii, karsinojenezin erken evrelerinde, ilerlemis kanserlerden daha

onemli olabilir (Yoshioka et al., 2008).
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Hipoksi, tiimor gelisimi ve agresifliginin ana diizenleyicisidir. Glikoz, timor
hiicrelerinin ¢ogalmasint ve hayatta kalmasmi koruyan bir metabolik enerji
kaynagidir. Glikoz tasiyicilart (GLUT) Warburg etkisi olarak da bilinen aerobik
glikolizi desteklemek igin glikozu sitoplazmaya tasir (Han et al., 2019). Aktive
edilmis HIF-1, timor hiicrelerinin, yasamda kalma ve ilerleme icin gerekli hayati
biyolojik siiregleri diizenleyen yiizden fazla asagi akis genin transkripsiyonel
aktivasyonu yoluyla oksijendeki degisimlere karsi uyarlanan tepkilerinde ¢ok 6nemli
bir rol oynar. Bunlara glukoz metabolizmasi, hiicre ¢ogalmasi, gé¢ ve anjiyogenez
ornek olarak verilebilir. Ornegin, hizla biiyiiyen bir tiimoér dokusunda HIF-1,
hipoksik tiimor hiicrelerinin, Warburg etkisini korumak i¢in glukoz metabolizmasini,
daha verimli oksidatif fosforilasyondan daha az verimli glikolitik yola kaydirmasina
yardimc1 olur. Bu nedenle, hipoksik hiicreler enerji ihtiyaclarini karsilamak i¢in daha
fazla glikoz tiketme egilimindedir (Masoud and Li W, 2015). HIF-1, disiik
verimliligi telafi etmek i¢in glikoz aliminmi artiran, GLUT-1 asir1 ekspresyonunu
stimiile eder (Chen and Sang, 2016). HIF-1, tiimér hiicrelerini biiylimeleri igin
oksijenle zenginlestirmek icin yeni kan damarlarinin gelisimini stimiile etmek icin
VEGEF gibi birgok pro-anjiyojenik faktorii indiikler (Masoud and Li, 2015). HIF-1a,
GLUT-1 ve VEGF’in birlikte aktive olmasini saglayarak anjiyogeneze neden olur
(Yang et al., 2016).

Gergeklestirdigimiz calismada, dncelikle iki farkli mide kanseri hiicre hatti
sec¢ilmistir. Bunun nedeni, agresifligi birbirinden farkli iki farkli mide kanserine,
hipoksinin ve VCR’nin etkisinin incelenmesidir. AGS ve MKN45 hiicre hatlarina
uygulanan Vincristine’nin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi igin MTT testi
uygulanmistir. AGS hiicre hattinda 24. ve 48. saatlerde, MKN45 hiicre hattinda ise
24. saatte 300 nM VCR uygulamas: sonucu, daha diisilk konsantrasyona oranla
hiicreler kurtarilmistir ve bu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu nedenle
hiicrelerin kendilerini kurtarmaya gittigi saat ve doz, c¢alisma dozu olarak
belirlenmistir.

Yiiksek dozlarda VCR’nin, fare pankreas hiicrelerinde belirgin otofaji
olusturdugu sonucuna varilabilir. Otofajik vakuollerin olusumu, 5 ve 24 saatlik
tedaviden sonra oldukga fazla bulunmustur (Nevalainen, 1975). Bununla tutarl
olarak AGS hiicre hattinda, kontrole gore kiyaslandiginda VCR uygulamasi
sonucunda AVO olusumu 8 kat azalmis, MKN45 hiicre hattinda VCR uygulamasi
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sonucu AVO olusumu 2 kat artmistir. Hipoksi uygulandigi durumda yine AGS
hiicrelerinde kontrole gore 6,4 kat azalmistir, fakat hipoksi ve VCR’nin birlikte
uygulandigt durumda hipoksi kontrole goére 2 kat artis goézlenmistir. 24s
hip+VCR+24s hip. uygulamasi sonrasi hipoksi kontrole gére 2,2 kat artis olmustur.
Ayni iglemler MKN45 hiicrelerine uygulandiginda kontrole gore hipoksi kontrolde
AVO artis1 2,3 kat olmustur. 24s hip+VCR+24s hip. uygulamasi sonrasi ise 1,2 kat
AVO artis1 gozlenmistir. Zhan et al. (2015) VCR’nin, AVO'nun 6nemli Olciide
olusumunu tetiklemedigini buldu. Fakat iizerinde calisilan AGS ve MKN45 hiicre
hatlarinda hipoksi ile birlikte VCR kullanimi sonucu AVO olusumunda gozle goriiliir
bir etkiden s6z edilmektedir.

Jin et al. (2016), VCR’nin, gastrointestinal hiicre biiylimesini 6nemli 6lgiide
inhibe ettigini bulmustur. Fakat diger bir yandan VCR, go¢ ve istila gibi hiicresel
hareket kabiliyetini konsantrasyona bagl bir sekilde arttirdigini gozlemlemistir.

Hsich et al. (2015), oral kanserde VCR’nin otofajiyi indiikledigini; Zhan et al.
(2015), VCR’nin, mide kanseri hiicreleri olan BGC-823 ve SGC-7901 hiicrelerini
apoptozdan koruyarak otofajiyi indiikledigini, LC3-I’in LC3-I’ye donisiimiini
tetikledigini ve ayn1 zamanda Beclin-1’in ekspresyonunu artirdigini bulmustur. Bu
sonuclar, VCR’nin otofajiyi tetikledigini gosterirken, apoptotik hiicre Oliimiiniin
ilacla tedaviden sonra goreceli olarak gec evrelerde gerceklestigini gostermektedir.

Bu bilgiler 1s181nda, pro-apoptotik Bax geni ve anti-apoptotik Bcl-2 geninin
hipoksi ve VCR ile muamelesi sonucu ekspresyon degisimlerine bakilmistir.
Calismanin sonunda, AGS hiicre hattinda kontrole kiyasla, VCR uygulanmis
hiicrelerde Bax geninin ifadesi azalmigtir. Hipoksik kosullar altinda Bax geninin
ifadesi kolon kanserlerinde azalmis olarak gosterilmistir (Erler et al., 2004). Sadece
hipoksinin uygulandigi durumda yine Bax geninde diisik bir azalmadan soz
edilmektedir. Fakat hipoksi ve VCR beraber uygulandiginda Bax’in ifadesinde artis
gozlenmektedir. Bu sonug, oksijensiz ortamda kanserli hiicrelere VCR
uygulandiginda hiicrelerin apoptoza gittigini gostermektedir. 24s hip+VCR+24s hip.
uygulamasit sonrast ise AGS hiicrelerinde Bax geninin ifadesinde azalma
gozlenmistir. Bu da, daha agresif ve oksijensiz ortamda bulunan hiicrelerin, kontrole
gore kiyaslandiginda VCR uygulanmasi sonucu hiicreleri apoptoza daha az
gotlirdiigiinii  belirtmektedir. Yumurtalik kanserinde yapilan bir calismaya gore

direncli kanser hiicrelerine VCR uygulandiginda hiicrelerin apoptoza gittigi
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belirlenmistir (Liang, 2016) ancak bu c¢aligmada mide kanseri olan AGS hiicre
hattinda stres altindaki kosullarda apoptoza gotiirmedigi, Bax geninin ifadesinin
azaldig1 gozlemlenmistir.

MKN45 hiicre hattinda, VCR ve hipoksi uygulamasi sonucu apoptoza
gotiirecek olan Bax geninin ifadesi artmistir. Hipoksi ve VCR aymi anda
uygulandiginda, ifade kontrole gore 5 kat artis gOstermistir. Hiicrelere 24s
hip+VCR+24s hip. uygulandiginda yine gen ifadesi artmistir. Bu sonuglara bakarak,
hipoksi ve VCR’nin daha az agresif olan MKN45 hiicrelerinde apoptozu biiyiik
Olciide tetikledigi gozlenmektedir. Uzun siire stres ortaminda kalindiginda ise
kontrole gore ¢ok az bir miktarda Bax geninde ifade artis1 s6z konusudur.

AGS hiicrelerinde anti-apoptotik Bcl-2 geninin ifadesine de bakilmistir. VCR,
Bcl-2 geninin fosforillenmesini  saglayarak ifadesinin artmasina neden olur
(Kroemer, 1997). AGS hiicrelerine VCR uygulandiginda, Bcl-2 geninin ifadesinde
artis gozlemistir. Bcl-2’nin hipoksik kosullar altinda bobrekiistli bezi hiicresi olan
PC12 hiicre hattinda, apoptozu onlemek icin agirlikli olarak etki ettigi bulunmustur
(Shimizu, 1996). Fakat yapilan c¢alismada sonug, mide kanserinde hipoksik
kosullarin Bcl-2 geninin ifadesini azalttig1 yontindedir.

Hipoksi ve VCR birlikte uygulandiginda AGS hiicre hattinda Bcl-2 geninin
ifadesinde yaklasik 4 kat artma, 24s hip+VCR+24s hip. uygulandiginda azalma
goriilmektedir. Bunun sonucu olarak AGS hiicrelerinde hipoksi ve VCR’nin beraber
kullanilmas1 sonucu apoptozu engelleyecek olan Bcl-2 geninin ifadesinde anlamli bir
artistan bahsedilebilmektedir. Fakat stres kosullar1 ve VCR ile birlikte apoptoza
engel olacak gende olumlu yonde bir azalma fark edilmektedir. Wall et al, VCR’nin
Reh hiicrelerinde Bax ve Bcl-2 genlerinde ifade artisina neden oldugunu bulmustur
(Wall et al., 1999). Yapilan ¢aligma, mide kanseri hiicreleri olan AGS hiicre hattinda
da bunun dogrulugu bir kez daha gosterilmektedir.

Daha az agresif olan MKN45 hiicre hattinda Bcl-2 geninin ifadesi ise VCR
uygulandiginda artmis; hipoksi uygulandiginda ise azalmistir. Hipoksi ve VCR
birlikte uygulandiginda ve 24s hip+VCR+24s hip. uygulandiginda gen ifadesinde
artma goriilmektedir. Daha Onceki ¢alismalarda hipoksinin Bcl-2 geninin ifadesini
arttirdig1 bulunsa da MKN45 hiicre hattinda tam tersi bir durum s6z konusudur. VCR

tek basina uygulandiginda ise hiicrelerin apoptozdan daha fazla korundugu fark
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edilmektedir. AGS hiicrelerine kiyasla MKN45 hiicre hattinda hipoksi ve VCR
birlikte kullanildig1 zaman daha az bir artis gézlenmektedir.

HepG2 hiicrelerinde VCR’nin otofajiyi indiikledigi bilinmektedir (Xinzhao et
al., 2004). Hipoksi ve VCR’nin etkilerinin tam olarak anlasilabilmesi i¢in otofajik
yolaklarda gorev yapan Beclin-1 ve LC3-II genlerinin ifadelerine bakilmistir. AGS
hiicrelerinde  VCR uygulandiginda Beclin-1 geninin ifadesi artma; hipoksi
uygulandiginda ise azalma fark edilmistir. Hipoksi ve VCR birlikte kullanildiginda
ve 24s hip+VCR+24s hip. uygulandiginda yine artis goézlenmistir. AGS hiicreleri
yalnizca VCR kullanildiginda hiicreleri otofajiye gotiirmiistiir. Bcl-2'nin  asir1
ifadesinin, Ozellikle hipoksik kosullar altinda mitokondriyal DNA seviyelerini
arttirdig1 ve otofajiyi inhibe ettigi; hipoksinin segici bir sekilde mitokondri otofajisini
indiikledigi bulunmustur (Zhang et al., 2008). Fakat bu c¢alismada hipoksi ile
herhangi bir muamelede bulunuldugunda Beclin-1 ifadesinde azalma
gosterilmektedir.

MKN45 hiicrelerinde VCR uygulamasi sonucu Beclin-1 geninde yaklasik 5
kat artig; hipoksi uygulanmasi sonucu yine artis gozlenmistir. Hipoksi ve VCR
birlikte uygulandiginda ve 24s hip+VCR+24s hip. uygulandiginda ise artma tespit
edilmistir. Bu; daha az agresif olan MKN45 hiicresinde VCR’nin hiicreleri daha fazla
otofajiye gotiirdiiglinii belirtir. Her durumda normale gore artis tespit edilmistir, bu
da hipoksi ve VCR’nin daha az agresif olan mide kanseri hiicrelerinde otofajiyi
tetikledigini gostermektedir.

AGS hiicrelerinde sadece VCR, sadece hipoksi ve 24s hip+VCR+24s hip.
uygulandiginda LC3-Il1 geninin ifadesinde azalma, hipoksi ve VCR birlikte
uygulandiginda ise artma gozlenmistir. Daha o6nceki ¢calismalarda bahsedildigi iizere
hipoksi ve VCR otofajiyi tetiklemesine ragmen ikisi hiicreye birlikte verildiginde
otofajiyi tetikleyen genlerin birinde azalma gozlenmistir.

MKN45 hiicrelerine sadece VCR uygulanmasi durumunda LC3-11 geninin
ifadesinde artma, hipoksi ve VCR uygulandiginda LC3-I1I geninin ifadesinde
yaklasik 12 kat artma; 24s hip+VCR+24s hip. uygulandiginda LC3-11 geninin
ifadesinde yaklasik 8 kat artma; yalnizca hipoksi uygulanmasi durumunda ise azalma
gbzlemlenmistir. Daha az agresif olan bu hiicre hattina bakildiginda stres ortami
otofajik genlerden Beclin-1’in ifadesini arttirirken LC3-II’nin ifadesinin azalmasina

neden olmustur.
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Birbirleriyle etkilesimde olan hipoksi geni HIF1-a ve anjiyogeneze neden
olan VEGF genleri tizerinde ekspresyon incelemesi yapilmistir. VCR’nin hem HIF-
lo hem de VEGF geninin ekspresyonunu diisiirdiigii bilinmektedir (Park et al.,
2016). AGS hiicre hattinda sadece VCR ve hipoksi ve VCR uygulanmasi durumunda
VEGF geninde artma, diger iki durumda ise bu gende azalma s6z konusudur.

MKN45 hiicre hattinda ise sadece VCR ve sadece hipoksi durumunda VEGF
geninin ifadesinde artma, 24s hip+VCR+24s hip. uygulandiginda VEGF geninde
yaklasik 10 kat artma, hipoksi ve VCR birlikte uygulandiginda ise azalma soz
konusudur.

Transkripsiyon faktorii HIF-1, normoksiden hipoksiye kadar hiicrelerin ve
tim organizmanin hayatta kalmasim1 kolaylastiran genlerin indiiklenmesinden
sorumlu anahtar bir diizenleyicidir (Ke and Costa, 2006). AGS hiicre hattinda sadece
VCR, sadece hipoksi ve hipoksi ve VCR’nin birlikte uygulandigi durumda HIF1-a
geninin ekspresyonunda artma, 24s hip+VCR+24s hip. uygulandiginda azalma
gbzlenmistir.

MKN45 hiicre hattinda sadece VCR ve sadece hipoksi uygulandigi durumda
HIF1-o geninin ekspresyonunda artma ve hipoksi ve VCR’nin birlikte, 24s

hip+VCR+24s hip. uygulandiginda azalma gozlenmistir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Otofajinin tiimor gelisiminde rol oynadigi bilinmektedir. Erken evrelerde
otofaji kanser olusumunu engelliyorken daha ileri evrelerde stres ve genomik
kararsizligin daha fazla olmasi kanseri tetikleyebilir (Hanahan and Weinberg, 2011).

Ozet olarak, MKN45 hiicreleri daha az agresif oldugundan ve kendini
cogaltma siireleri yaklasik 30 saat oldugundan; VCR uygulamasi sonucu, hiicreleri
biiyiik Olgiide otofajiye gotiirdiigii sOylenebilmektedir. Stres altinda VCR
kemoterapétik ilacinin, pro-apoptotik genlerin ve otofajik genlerin ekspresyonlarini
arttirdigi i¢in bu hiicre hattinda daha efektif oldugu sonucuna varilmistir. Ancak
p53’i mutasyonlu olan ve kendini 20 saatte esleyebilme ozelligine sahip AGS
hiicreleri igin VCR kemoterapdtik ilaci, uygun bir ilag olmamakla birlikte, daha
agresif ortam kosullarinda etkisini biiyiik olgiide kaybedebilmektedir. Hipoksik
durumda, agresif olan bu hiicre hattina VCR uygulanmasi halinde anjiyogeneze
neden olan VEGF geninin, glukoz mekanizmasini ¢aligtiracak olan HIF-1a geninin
ekspresyonlarinda fark edilir 6l¢iide artis tespit edilmistir. VCR ile her ne kadar Bax
geninin ifadesinde artis da gozlense, anti-apoptotik Bcl-2 genindeki artis Bax’in Bcl-
2’den ayrilarak apoptozu tetiklemesine yardim edemeyecektir. Bu da hiicreyi
apoptozdan korudugunu gostermektedir. Bu agresif hiicre hattinda Beclin-1 ve LC3-
[I’nin artmasinin ve hiicrenin otofajiye gitmesinin sonucu olarak tiimor ilerlemesi

daha da artabilmektedir.
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Agresif tiimorlerde daha uygun bir sonug i¢in HIF-1a baskilayici bir ajan ile
VCR kombine tedavi yapilabilir, bunun sonucunda gen ekspresyonlarina bakilarak
kanser hiicrelerinin ne dlgiide apoptoza gittigi belirlenebilir. Bunun yanisira agresif
olmayan tiimoérlerde de yiiksek dozlar denenerek kanser hiicrelerini tamamen yok

edip etmedigi ekspresyon diizeylerinin incelenmesiyle tespit edilebilir.
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