T.C. iISTANBUL KULTUR UNIVERSITESI

LiSANSUSTU EGITiM ENSTITUSU

CELASTROL’UN YAG ASIiTi SENTAZ YOLAGI UZERINDEKIi
ETKIiLERININ HeLa SERVIKAL KANSER HUCRELERINDE
TANIMLANMASI

YUKSEK LISANS TEZi
Farangiz GHODRATI

9000000877

Anabilim Dali: Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Programi: Molekiiler Biyoloji ve Genetik Yiiksek Lisans Program

Tez Damigmani: Prof. Dr. Zeynep Nar¢in UNSAL

MAY IS 2019



T.C. ISTANBUL KULTUR UNIVERSITESI

LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

CELASTROL’UN YAG ASITi SENTAZ YOLAGI UZERINDEKI
ETKILERININ HELA SERVIKAL KANSER HUCRELERINDE
TANIMLANMASI

YUKSEK LISANS TEZi
Farangiz GHODRATI

9000000877

Tezin Enstitiiye Verildigi Tarih: 28 HAZIRAN 2019

Tezin Savunuldugu Tarih: 28 MAYS 2019

Tez Danismani: Prof. Dr. Zeynep Nargin UNSAL
Juri Uyeler: Prof. Dr. Elif Damla ARISAN

Prof. Dr. Hiilya YAZICI (Istanbul Universitesi)

MAYIS 2019



ONSOZ

Egitimimin ilk giiniinden itibaren benden bilgisini ve destegini esirgemeyen, tez
danismanligimi kabul ederek beni onurlandiran, bu siirecin en zorlandigim
zamanlarinda devam edebilmem icin beni cesarctlendiren ve motive eden
kiymetli hocalarim Prof. Dr. Zeynep Nar¢in Unsal ve Prof. Dr. Elif Damla
Arisan Ozellikle siikkranlarimi sunuyorum. Prof. Dr. Ajda Coker Giirkan ve Dog.
Dr. Pinar Obakan Yerlikaya hocalarima da her zaman bana destek verdikleri igin
tesekkiir ederim. Ayrica bana yol gosteren ve Laboratuvar uygulamalarinda bana
yardimer olan Arastirma Gérevlisi Pelin Ozfiliz Kilbas, Arastirma Gérevlisi
Ozge Berrak Renciizogullar1 ve Arastirma Gérevlisi Halil Ozbasak’a icten

tesekkiirlerimi sunarim.

Bana hep giivenen, hayattayken beni bu bolimii okumam i¢in tesvik eden ve
hayatin1 bana ve kardeslerime adayan canim babam Ghodratollah Ghodrati’ye
ve hayatta hep mutlulugumun kaynagi olan annem ve aileme tiim varligimla
minnettarim. Bu yolda beni hi¢ yalniz birakmayan arkadaslarima ve bana sabir,
ilgi, giiler yliz, hosgorii ve anlayis gosteren herkese ictenlikle tesekkiirlerimi

sunarim.

FARANGIZ GHODRATI



ICINDEKILER

ONSOZ ..ottt i
ICINDEKILER ....cooovviecieteeieeeecee ettt en e i
SEKILLER DIZINI.....coooiitiiiiececeeeeeece ettt v
ABSTRACT .. XV
Lo GIRIS oo 1
1.1, SERVIKS KANSERI .....ccoosiriiiieiriieieisie e 1
1.2.  Molekiiler MeKanizma ...........ccccuvviuiiiiiiiiiiis i 2
1.3.  CELASTROL’UN TANIMLANMASI ....coovovevereiererererererenenerenenenenenans 3
1.4.  CELASTROLUN ANTI KANSER ETKILERI......cccccovviviiiniiniinine. 4
1.4.1. Celastrol’iin Hiicre Oliimiinii Aktive Etme Mekanizmasi ............ 4
1.4.2.  Anjiyogenezin InhibiSyOnU...........ccceeereriiiireeeirieeccreeee e 7
1.4.3. Invazyonun InhibiSYonu..........ccccceeeeiueriiiiiereieeieeeeee e 8

1.5.  CELASTROLUN ANTI-ENFLAMATUAR ETKILERI.................. 10
1.6. CELASTROLUN NOROPROTEKTIF ETKILERI .....cccovvviinirrinnnn. 10
1.7.  CELASTROLUN DIGER HASTALIKLAR  UZERINDEKI
TERAPOTIK ETKILERI .....cooiiiiiiiiiiie e 13
1.7.1. Seker Hastaligi (Diabetes Mellitus) ........coovvvvviiinininnene s 13
1.7.2. ODBZITE ..ot 13
1.7.3. ALErOSKIEIOZIS ..ot 14
1.7.4. I1tme Kaybl.....cooveiiieiieieieicccceee e 15

1.8. TOKSISITE VE CELASTROL’UN SINIRLANMASI........cccovevernnnae. 15
1.9. YAG ASIDI SENTEZ YOLAGI ......ccovviriiieiiieeeieseieseisse e, 16

2. MATERYAL VE YONTEMLER .......cococooiiiieiiieeeeee e 18
S B |V N I A 18
2.1.1.  Hiicre ve OzZelliKIOr ...oovveveeeeieirceceeee e 18
2.1.2.  Kullanilan cihazlar ...........ccccceviieiiiei i 18
2.1.3.  Hiicre kiiltiirQi donanimlart ..........ccccceeevieeiiiee e 18
2.1.4,  Kullanilan ¢OZEItIer........ccvvviiiiiieiiiii e 18
2.1.5.  Kullanilan Antikor ve Primerler..........ccoooviiiiniiiin e 18

2.2, YONTEMLER ....c.oiiiiniiiiininiiie st 18
2.2.1.  Hiicre KUItUrii......ooooieiiiiieiiie i 18
2.2.2. Hiicre Dondurulmasi ve AgImast........ccccevvvviiiiieiiiieiiiee e 19



3.

2.2.3. Hiicre Canlilig1 Testi (MTT) ...ccccovviiiiiiiiniiieiee e 19

2.2.4.  Growth Assay (Sagkalim).........cccoovviiiiiiiiiniine e 20
2.2.5.  Koloni OIuSUM TSt ...ccueereieiiriiieiiie et 20
2.2.6.  SOTEAQAN ..o 21
2.2.7. Fluoresan Mikroskobunda Hiicre Sagkalim ve Oliimiiniin
BelITENMEST ... 21
2.2.8.  Protein Ifadesinin BelirleNMESi..........c.ccoevveveveeeerirecceieennens 22

2.2.8.1. Total Protein Izolasyonu... ..................c.ccocevceoceveoveee e 22
2.2.8.2. Bradford Yontemi...............cc.cc.cov v v ier v e e e e 22
2.2.8.3. SDS-PAGE Jel Hazirlamasi... ... ..........cccoeeveeveeveeveeaenvee 2. 23

2.2.8.4. Protein Orneklerin Hazirlanmasi ve SDS-PAGE Jelin

YEIFTINOST . o oo oo e e e e e e e e et et e e eee e e e e e e aae eee 0023
2.2.8.5. Membrana Aktarma ve Blotlama.............c. oo v .23

2.2.8.6. Immunoblotlama I¢in Birincil ve Ikincil Antikorlarin

UYGUIANMAST ... ... . et v it ee e e e e e et e e e e ae een e s s e 002 23
2.2.8.7. Sonucun ChemiDoc™ Sistemi ile Goriintiilenmesi... ... ..........24

2.2.8.8. Hiicrelerde Lipid Birikiminin Incelenmesi...........................24

2.2.9.  Yara lyilesmesi (Scratch teSti) ........ccccovurvereririeceeieececeeee 24
2.2.10. Hiicre Siklusunun Hiicre Akis Sitometresi ile incelenmesi ....... 24
2.2.11. Istatistiksel analiz..............ocoviuiiuiiiiieieie i 25
SONUGCLAR ..ottt e e e sae e aaenneas 26
3.1. CELASTROL’'UN HELA HUCRE HATLARINDA CANLILIGA
2 1 S 1) R 26
3.2. CELASTROL’UN HeLa SERVIKAL KANSERI HUCRE
HATTINDA SITOSTATIK ETKISI......cooiiieiecseeeeec e 27
3.3. CELASTROL’UN HeLa SERVIKAL KANSER HUCRELERININ
KOLONI OLUSTURMA POTANSIYELINE ETKISI.......ccccoovvviiiie, 28

3.4. CELASTROL’UN HeLa SERVIKAL HUCRA HATLARINDA YARI
YUMUSAK AGAR YONTEMi iLE KOLONI OLUSUMUNUN
BELIRLENMES ...ttt ettt ettt 29



3.5. FLUORESAN MIKROSKOBUNDA HUCRE SAGKALIM VE

OLUMUNUN BELIRLENMEST ....cov oottt ee e e e eeaeeaen e, 30
3.6. CELASTROL’UN HELA SERVIKAL KANSERI HUCRELERINDE
HUCRE DONGUSUNE ETKIST ..o ovv ot eeeee e eee e eeeaieaenann 32
3.7. CELASTROL’UN HeLa SERVIKAL KANSERI HUCRELERINDE
LIPID METABOLIZMASINA ETKIST ..cveovieeeee oo e, 34
3.8. CELASTROL’UN HelLa SERVIKAL HUCRELERINDE LIPiD
BIRIKIMINE ETRIST ooovioveeee oottt aee et er e e eeeeeeaesieanannan 35
3.9. CELASTROL’UN HelLa SERVIKAL KANSER HUCRELERINDE
INVAZIV VE METASTATIK OZELLIKLERINE ETKiSI....c.ccvcevvvvevennn 35

3.10. CELASTROL’UN HeLa SERVIKAL KANSERINDE HUCRE
DONGUSUNE OLAN ETKISININ HUCRE AKIS SITOMETRESI ILE

BELIRLENMEST ..oeeoieie ettt ettt e e e eeeeee et enaeaereeseeseeseesrestesreareaneens 37
A, TARTISMA ..ottt ettt 39
B, KAYNAKLAR ..ottt ettt e eeaee e e et et e e et e et e e ereeseesae et esreseeeanes 45



SEKILLER LIiSTESI

Sekil 1.1. Celastrol’lin YapiST.......oeuueeiet it e e 3
(Https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/celastrol#section=Top) ............ 3
Sekil 1.2, TUMOT aNjIYOZENEZI ..vvveiuvvieiiiieiiiieiiieesieeesieessreessreessine e siee e niae e 8

Sekil 1.3. Metastaz olaymin evreleri. Metastas bir seri evreler seklinde
karakterize edilmektedir: Primer timor olusumu, anjiyogenez ile kan damarinda
konumlanma, kanser hiicresinin lokal dokuda invazyonu ve kan damari igine
girmesi. Yayilan hiicreler kan dolasir ve uygun sekonder yere drnegin kemige
ulagir, bunun i¢in kan damari i¢ine girmesi. Yayilan hiicreler kan dolasir ve
uygun sekonder yere drnegin kemige ulasir, bunun i¢in kan damarindan disar
cikar ve kolonize olarak kemikte metastas yapar (Amber v.d. ., 2017,

EGISHTIIETEK). ...veeiiieieeee e 8
Sekil 1.4. Celastrolun androjene bagimsiz prostate kanseri lizerine olan etkisi. 9
Sekil 1.5. Celastroliin romatoid artrit tedavisindeki sinyal iletimi iliskileri. ....12

Sekil 1.6. HSF1 yag dokusu ve kasta PGCI1 bagimli metabolik programin
aktivasyon yoluyla enerji harcamasini diizenlemesi.

(Http://dx.doi.org/10.1016/j.cmet.2015.08.005). .....cccevveierieiree e 14

Sekil 1.7. Yag asit sentaz yolagi. ACC: Asetil-COA karboksilaz; ACL: ATP
sitrat liyaz; FAS: Yag asidi sentaz; MCD: malonil-COA dekarboksilaz (Lopez
v.d. ., 2005, deZiStirilerek). ......ccooiiiiiiiiieiiecee e 16

Sekil 3. 1. Celastrol’iin HeLa hiicre hatlarinda hiicre canliligina etkisinin MTT
testi ile belirlenmesi. HeLa hiicreleri, 10000 hiicre/kuyucuk yogunlugunda 96
kuyucuklu mikroplatelere eklendi. Hiicreler, 24 saat boyunca 0-1 mikrogram
Celastrol konsantrasyonlarina maruz birakildi. Kolon grafik, 8 biyolojik kopya
iceren en az 4 tekrarli deney sonuglarint gostermektedir. Ortalama +Std. Dev.

Secilen Celastrol konsantrasyonlarinda T-testi uygulandi; **** p<0.0001.

Sekil 3.2. Celastrol’iin HeLa Servikal kanser hiicre hattinda sitotoksik veya
sitostatik etkiye aracilik eder. HeLa hiicreleri, 50000 yogunlugunda 6 kuyucuklu
kaplara ekildi. 0, 24, 48, 72 ve 96 saatlerde hiicreler se¢ilen Celastrol



konsantrasyonlarina maruz birakildi (0.075 ve 1 uM). Grafikler ortalama + Std.

Dev. En az 3 bagimsiz deneyi temsil etmektedir. ...........ccccoveviiiiiiiiiiinicnns 27

Sekil 3.3. Celastrol’iin Hela hiicrelerinde koloni olusumuna etkisi. HeLa 1000
yogunlugunda 6 kuyucuklu kaplara ekildi. Hiicreler 24 saat boyunca secilen
Celastrol konsantrasyonlarina (0.075 ve 1 uM) maruz birakildi. Daha sonra, taze
besiyerle degisilirdi ve koloni olusumu i¢in 8 giin beklenildi. Daha sonra
kolonilere zarar vermeden besiyer atild1 ve hiicreler oda sicakliginda 5 dakika
boyunca metanol ve asetik asit (3:1) ile sabitlendi. 1X PBS ile yikandiktan sonra,
hiicreler 15 dakika boyunca kristal viyole ile boyandi, daha sonra fazla boya
AH20 11e YIKANAIL 1eeiiiiiiiiiii i 28

Sekil 3.4. Yumusak agar yontemi ile koloni olusumunun belirlenmesi. 6
kuyucuklu petri kaplarina %0,5 lik agaroz ve besiyer karigimi eklenip ve
dondurduktan sonra iizerine %0,3 lik agaroz ve hiicre ve besiyer karisimi ekleyip
ve kuyucuklara Celastrol uyguland: ve 10 giin boyunca besiyeri yenilendi ve
Hela servikal kanser hiicreleri daha sonra fluoresan mikroskopta goriintiiledi.
Sonugta Celastroliin kontrola oranla yogunluga bagli olarak koloni olusumunu

AZAlEEE1 SAPLANAL ..eevviiiiiicii e 29

Sekil 3.5. Fluoresan mikroskobunda hiicre sagkalim ve 6liimiiniin belirlenmesi.
Hiicreler 3 farkli boya ile boyandiktan sonra Celastrol uygulamasi yapilan
hiicreler doza bagli olarak hiicre canliligini azaltmaktadir. 1puM Celastrol
uygulamasinda HeLa hiicrelerinin canlilig1 kayda deger bir sekilde azalmistir.

Fluoresan mikroskobunda 20X biiyiitme kullanilmistir............cccoovviiiiinnnns 31

Sekil 3.6. Celastrol HeLa servikal hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin
olusumuna etkisi. DCFDA2H boya ile hiicre i¢indeki hidroksil ve diger reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) aktivitesini 6l¢en bir boyadir. Fluoresan mikrosopta 400x

bliylitme KullanilmiStir. .......oooviiiiii e 32

Sekil 3.7. Celastrol’lin HeLa servikal kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisiine
etkisi. Hela hiicreleri 24 saat boyunca 0,075 uM ve 1uM Celastrol ile muamele
edildikten sonra protein izolasyonu yapildi ve %12’lik SDS jelde yiiriitiiliip ve
PVDF membran iizerine transfer edilerek primere antikorlarmin baglanmasi
saglandi ve sonra primerde ve sonra sekonderde bekletip ve sonuclar Chemidoc

MP cihazi ile goriintiilendi. B-actin kontrol olarak belirlenmistir..................... 33

Vi



Sekil 3.8. Celastrol’iin HeLa servikal kanser hiicrelerinde lipid metabolizma
yollarin etkisi. %12°1ik SDS jelde yiiriitiildiikten sonra PVDF membran {izerine
transfer edilerek primere antikorlarinin baglanmasini sagladi ve Chemidoc MP

cihaz ile goriintiilendi. B-aktin kontrol olarak kullanild1..........c.cccccveviiinnnnen. 34

Sekil 3.9. Celastrol’iin HeLa servikal kanser hiicrelerinde lipid metabolizma
yollarin etkisi. %12’1ik SDS jelde yiiriitiildiikten sonra PVDF membran {izerine
transfer edilerek primere antikorlarinin baglanmasini sagladi ve Chemidoc MP

cihazi ile goriintiilendi. B-aktin kontrol olarak kullanild1............cccoevvevnennne, 35

Sekil 3.10. Celastrol’iin HeLa servikal kanseri hiicrelerinde yara lyilesmesi
tizerine etlkisi. Kontrol ve 2 farkli doz ilag uygulanan HeLa hiicreleri 24 ve 48
saatlerde 151k mikroskop ile goriintiilendi. Kontroliin yara iyilesmesi 48 saat
sonra %60 iyilesme goriiniirken, ila¢ uygulanan hiicrelerde farkli sonug elde
edilmistir. 0,075 uM celastrol uygulandiginda 0-48 saat igerisinde yara
iyilesmesi %50 oraninda goriiliirken 1uM celastrol HeLa hiicrelerinde 0-48 saat

sonra azaliyor ve yara iyilesmesinde azalma olmamaktadir. ...........cccceernennne 36

Sekil 3.11. Celastrol’iin HeLa servikal kanser hiicrelerinde, hiicre dongiisiine
olan etkisinin hiicre akis sitometresinde analiz edilmesi. Celastrol 0.075 uM ve

1 uM konsantrasyonlarda uygulandi............cceoiiiiiniiiiiiieee e 38

vii



TABLO LIiSTESI

Tablo 3.1. Hiicre akis sitometresinde Celastrol’iin farkli konsantrasyonlarinin
hiicre dongiisiiniin farkli evrelerindeki etkileri.

Tablo 6.1. Kullanilan cihazlar.

Tablo 6.2. Hiicre kiiltiirii donanimlari.

Tablo 6.3. Kullanilan kimyasal maddeler.

Tablo 6.4. Calisma kapsaminda kullanilan antikor ve primerler

Tablo 6.5. SDS PAGE %12 jel igerikler (2 jel igin)

viii



KISALTMALAR

AR . Androjen reseptorii

ACC :  Aseti koenzim A karboksilaz

ACL :  ATPsitrat sentaz

ATF4 :  Aktive edici transkripsiyon faktorii
AMPK :  AMP aktive protein kinaz

AIPC :  Androjene bagimsiz prostat kanseri

Akt/PKB :  Protein kinaz B

CDK . Sikline bagimli kinaz

CHOP : C/EBP homoloji proteini

CIN . Servikal intraepitelyal neoplazi
CSC :  Kanser kok hiicresi

Dm . Diabetes mellitus

DMEM : Dulbecco’nun modifiye Eagle besiyeri
DMSO : Dimetil siilfoksit

EDTA . Etilen diamin tetra asetik asit
EGF . Epidermal biiyiime faktorii
elF2 . Okaryotik baslatma faktor 2
EPC . Endotelyal progenitor hiicreler
ER . Endoplazmik retikulum

ERB2 : Reseptor tirozin-protein kinaz
FAS : Yag asidi sentaz

FBS . Fetal si8ir serumu

FDA : Food and Drug Administraion



FLSs . Fibroblast benzeri sinoviyositler

GSK3B : Glikojen sentaz kinaz 3-beta

HIF-1a. : Hipoksia inducible faktor 1 alfa
HFD - Yiiksek yagl diyet

HPV - Insan papilloma viriisii

HSP - Is1 soku proteini

HSF-1 . Is1 soku transkripsiyon faktorii 1
JNK - ¢c-Jun N-terminal kinaz

KRAS - Kirsten rat sarkoma virtisii

LDL . Diisiik yogunluklu lipoprotein
MAPK : MAP Kinaz

MMP . Matriks metaloproteinazlari
MSZ - Mitondriyal solunum zinciri
MTT . (3-(4,5-Dimetil-2-thiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromiir)
NF-kB - Niiklear faktor kappa B

NO - Nitrik oksit

NOS - Nitrik oksit sentaz

PBS - Fosfat tamponu salin

Pl - Propidyum iyodiir

PIK3CA : Fosfatidilinositol 3-kinaz katalitik alt {initesi

PVDF - Polivinil floriir

PGClo : Peroksizom proliferator aktive eden reseptor alfa 1
RA . Romatoid artrit

ROS - Reaktif oksijen tiirevi



SDS . Sodyum Dodesil Siilfat

SDSPAGE: Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi

SOD . Stiper oksit dismutaz

TBS : Tris tamponu

TNF2 :  Timor nekroz faktorii

UPR . Dogru katlanmamis protein cevabi
VEGF . Vaskular endotelyal biiytime faktorii

Xi



OZET

Rahim agz1 kanseri serviksden kaynaklanmaktadir. Hiicrelerin anormal
cogalmasi sebebi ile viicudun diger kisimlarina yayilma s6z konusudur.
Insanlarda bu hastaligin % 90 mda sebep papillomavirus enfeksiyonudur (HPV),
cogu insanda HPV enfeksiyonu olmakla birlikte serviks kanseri goriilmez. Diger
risk faktorleri, sigara igmek, zayif bagisiklik sistemi, dogum Kontrol ilaglari,
geng yasta cinsel yasama baslama ve c¢ok esliliktir fakat bunlar hastalik
gelisiminde daha az 6nem tagimaktadir. Tiim diinyada 6liim nedenlerinin serviks

kanseri kadinlarda dordiincii sirada yer almaktadir.

Celastrol Tripterygium wilfordii bitkisinin koklerinden izole edilen bir
kimyasaldir ve pentasiklik triterpenoiddir. Terpenoidler terapotik yonden aktif
bitkisel kokenli maddelerdir ve kansere, kardiyovaskular ve ndrodejeneratif
rahatsizliklara karst kullanilmaktadir. Celastrol’iin hiicrede sinyal yollarini
modifiye etmesine iliskin pek cok calisma yapilmistir. Celastrol’iin hiicre
¢ogalmasini engelledigi bulunmus ve bu etkisi pro-apoptotik, anti-anjiyogenik,

anti-metastatik ve anti-enflamatuar aktivitelerle uyumluluk i¢indedir.

Bu calismanin amaci Celastrol’iin HeLa servikal kenseri hiicre hatlarinda yag
aside sentezi yolagina olan etkisini belirleyebilmektir. Bu nedenle o6nce
Celastrol’lin hiicre canliligina olan etkisi doz ve zamana bagli olarak belirlendi.
Daha sonra Celastrol’iin apoptotik ve sagkalim yolaklarina olan etkileri
molekiiler diizeyde belirlendi ve bu veriler mikroskopik diizeyde elde edilen
verilerle teyit edildi. Ayrica Celastrol’lin reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna,
hiicre dongiisiiniin ¢alismasina, yara iyilesmesine ve lipid sentez yolagina olan

etkileri de arastirildi.

Celastrol 0.01-1.0 uM konsantrasyon araliginda HelLa servikal kanser
hiicrelerine uygulandiginda doza bagli olarak hiicre canliliginin azaldig
belirlendi ve bu arastirmada 0.075 uM ve 1 uM dozlar1 kullanilarak sitotoksik
veya sitostatik etkiye aracilik ettigi saptandi. Celastrol’iin farkli dozlarina 24 saat
maruz birakilan hiicrelerin 1uM uygulamasinda koloni olusumunun kayda deger

bir sekilde engellendigi goriildii.

xii


https://en.wikipedia.org/wiki/Tripterygium_wilfordii

HeLa hiicrelerine Celastrol ilac1 uygulandiginda ilag dozuna bagli olarak kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda hiicre canliliginin azaldigr bulundu, en fazla
azalmanin 1 uM Celastrol uygulanan hiicrelerde oldugu belirlendi. Daha sonra
Dioc6 boyama yapilarak fluoresan mikroskopta ayni bulgular dogrulandi. Bunu
ardistk DNA kiriklarinin, dolayisi ile apoptotik hiicreleri belirlemek amaci ile
HelLa servikal kanser hiicrelerine DAPI boyama yapildi ve 1uM Celastrol
uygulanan hiicrelerde apoptozun tesvik oldugu goézlendi. Daha sonra reaktif
oksijen tiirlerinin aktivitesini belirleyebilmek amaci ile DCFDA2H boyama
yapilarak ilag uyguladiktan 24 saat sonra Celastrol’iin doza bagli olarak (1 uM),
reaktif oksijen tiirlerini arttirdig1 gézlendi. Buna ilave olarak 1 uM Celastrol’e
maruz kalan hiicrelerde p27 ve siklin E2 engellendigi belirlendi bu bulgu da
hiicre dongilisinde G1/S fazmin aktivasyonunun Onlenmesi anlamina
gelmektedir. Ote yandan CDK 6, CDK 4, CDK 2 de doza bagl olarak daha az
etkilenme oldugu goriildii. Celastrol’lin siklin A1 iizerinde doza ve zamana bagl
olarak etkisinin olmadigi da saptandi. Celastrol’un lipid metabolizmasina olan
etkisini servikal kanser hiicrelerinde belirlemek amaci ile yag asidi baglayict
protein 4 iin Celastrol’lin dozuna bagli olarak arttig1 saptandi. Perilipin ise en 1yi
karakterize edilmis lipid damlaciklar1 ile uyumlu bir proteindir ve lipoliz
regiilasyonunda kritik rol oynamaktadir ve bu ¢alismada kayda deger bir etkisi
belirlenmedi; C/EBPa ve Asetil CoA miktarinda ise ilacin dozuna bagli olarak
kayda deger olmamakla birlikte bir artisa neden oldugu saptandi. Celastrol’iin
invaziv ve metastatik karakterlerinin belirleyebilmek i¢in yara kapanma deneyi
yapildi ve 24 saat 1 pM Celastrol uygulamas: yapildiginda yara iyilesmesi
goriilmedi ve zamanla yara agilmasi artti, ¢iinkii hiicreler ilag etkisiyle apoptoza
egilim gostermislerdir ve 48 saat sonra 1 uM ilagh hiicrelerde hiicrelerin ¢ok
azaldig1 goriilmektedir. HeLa hiicrelerine Celastrol ilaci uygulandiginda ilag
dozuna bagli olarak kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda hiicre canliliginin
azaldig1 gosterildi, en fazla azalma 1 uM Celastrol uygulanan hiicreler olarak

belirlendi. Bu bulgulara ek olarak Celastrol HeLa hiicreleri tizerinde
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doza bagl olarak lipid damlaciklarinin olusmasinda azalmaya neden olugu da
saptandi. 0,075 uM ve 1uM Celastrol’lin 24 saat uygulamasinin hiicre dongiisii
lizerine olan etkisini goOstermek icin hiicre akis sitometrisi analizi
gerceklestirildi. Kontrol, 0,075 uM Celastrol ve 1uM Celastrol ile
kiyaslandiginda GO/G1 fazindaki hiicreler arasinda kayda deger bir fark
belirlenemezken, S faz1 hiicrelerinde kontrola kiyasla 1 uM Celastrol
uygulamasinda % 29 oraninda bir artis saptandi. G2/M fazindaki hiicrelerde de
kontrola oranla 0.075 uygulamasinda % 25 artis bulunurken, 1 pM
uygulamasinda % 19 azalis belirlendi. SubG1 analiz edildiginde ise 0.075
Celastrol uygulandiginda 2 kat artis belirlenirken 1 uM uygulandiginda kayda
deger bir fark belirlenememistir. Ozetle 0.075 Celastrol uygulamasinda apoptoz
tetiklenmis, fakat diger uygulamalarda ise kayda deger bir farklilik olmadigi
saptanmistir.

Sonug olarak Celastrol servikal kanserin baslamasinda, ilerlemesinde kayda
deger rol oynamaktadir ve bu nedenle yeni terapdtik stratejilerin tasarlanmasinda

onemli bir hedeftir. Bu alanda daha detayl arastirmalara gereklilik vardir.
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ABSTRACT

Human papillomavirus infection is the main reason of cervical cancer. Cervical
cancer occurs when the cells of the cervix grow abnormally and spread over to the
other organs of the body. If it is invasive, this cancer affects the deeper tissues of the
cervix. Celastrol isolated from root extracts of Tripterygium wilfordii and is
a triterpenoid. These cehemicals are therapeutically active phytochemicals to
treat cancer, cardiovascular and neurodegenerative disorders. It is wellestimated
that celastrol can regulate different cell signaling pathways. Celastrol causes
weight loss in animal models of obesity but the mechanisms of its effects is not
clear yet. Celastrol's anti-angiogenic, anti-metastatic and anti-inflammatory
activities detected and these affect closely correlated wih its anti-proliferative

effects.

The purpose of this study is to establish Celastrol effect on fatty acid synthesis
pathway in HeLa cell lines. Therefore, first we targeted to reveal the role of
Celastrol on cell viability depending on dose and time parameters. Then we
established Celastrol effects on apoptotic and survival pathways by molecular
and microscopic levels. Besides we tried to survey Celastrol’s mode of action on
reactive oxygen species formation, cell cycle progression, wound healing and

lipid analyses.

Celastrol at 0.01-1.0 uM treatments cell viability decreased depending dose and
time applications and we determined the cytotoxic and cytostatic effects by using
0.075 uM and 1 uM doses. Besides 1 uM Celastrol inhibited the colony
formation significantly and we confirmed viability inhibition by Dioc6 staining
procedure also. Then we applied DAPI staning to be able the DNA ladders that
IS represent apoptosis and we observed apoptosis stimulation at 1 uM Celastrol
treatment. Later we determined the increased ROS formation by DCFDA2H
staining after 24-hour Celastrol treatment. P27 and cyclin E inhibited in 1 uM
Celastrol treated cells, that means G1/S phase activation of cell cycle prohibited
and CDK 6, CDK 4, CDK 2 not effected significantly. Celastrol also was not
effective on Al cyclin depending on dose and time dependent manner. We also
searched the Celastrol effect on lipid metabolism in HelLa cervical cell lines and

we established increment in fatty acid binding protein 4 in dose-dependent
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manner. Perilipin is lipid droplet-associated protein and play a role in lipolysis
regulation, did not determined significant difference after Celastrol application,
but we found slight stimulation C/EBPa and Acetyl CoA contents. Next step
was to apply wound healing procedures to be able to establish the invasive and
metastatic characteristic of Celastrol and 1 uM Celastrol after 24 hours and we
did not found wound healing effect and cells were tend to apoptosis and cell
amount were decreased by the Celastrol treatment after 48 hours. Celastrol also
caused to decrease lipid droplet formations in HeLa cervical cell lines.We also
realized flow cytometry analysis to be able to show 0,075 and 1uM Celastrol
effect on celll cycle. There was no difference at GO/G1 cell numbers in 0.075
and 1 uM Celastrol treated cells, compare to the control condition. However, we
established by 29% increase in S phase cell numbers compare to the control; this
ratio was 25% for G2/M phase cells. When we treated 0.075 uM Celastrol we
found 19% decrease in SubG1 cells and no significant difference by 1 uM

treatment. In conclusion, Celastrol caused to apoptosis stimulation.

In summary, it is very important to understand Celastrol effect on cervical cancer
molecular mechanism to design effective therapeutic strategies therefore, we

need further researches.
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1. GIRIS

1.1. SERVIKAL KANSER

Serviks kanseri kadinlarda meme, kolon ve akciger kanserlerinden sonra en gok
goriilen dordiincii kanserdir ve ayni zamanda kanserle ilgili olarak oliimle
sonuglanan dordiincii kanser tipidir. Verilere gore 2018 yilinda 570 000 yeni tani,
311 000 oliim belirlenmistir. Son yillarda serviks kanseri hastalarinin daha geng
yaslarda olduklar1 saptanmistir. Bununla birlikte serviks kanseri oran1 gelismekte
olan iilkelerde kadinlar arasinda tarama islemlerinin artmast ve HPV (Human
Papillomavirus) asilama nedenleri ile giderek azalmaktadir, fakat daha az gelismis
iilkelerde en 6nemli 6liim nedenlerinden birisidir (Siegel v.d. ., 2018) . Gelismemis
tilkelerde sagkalim siiresi 5 yil iken, ilerlemis evrelerdeki serviks kanseri
hastalarinin sagkalim orant %50 den azdir. Bu nedenle de serviks kanserinin

molekiiler mekanizmasina iligkin arastirmalar giderek artmaktadir (Lin v.d. ., 2019).

Serviks kanserinin olugsmasi ve gelismesi ile ilgili olarak sigara i¢ilmesi, bagigiklik
baskilanmasi, ¢ok sayida hamile kalma ve HPV enfeksiyonu gibi pek ¢ok faktor
saptanmistir ve patogenezi olduk¢a karmasiktir (Bray v.d. ., 2018). Servikal
karsinogenez genellikle ytiksek riskli HPV tiplerinin, 6zellikle tip 16 ve tip 18 in
enfeksiyonu ile olustugu saptanmistir ve 100 kadar HPV tipi mevcuttur, dolayisi ile
servikal kanserin tanis1 agisindan viriisiin tipine belirlemek 6nem arz etmektedir.
Epidemiyolojik veriler HPV16 ve HPV18 in servikal kanser ile uyumlu oldugunu
ortaya koymustur (Cox, 2006). Yiiksek riskli HPV enfeksiyonu her zaman yiiksek
dereceli servikal intraepitelyal neoplazi (CIN) gelismesi ve servikal kanser olugmasi
icin sebep degildir. HPV enfeksiyonu immun sistem ile yakindan iliskilidir. HPV
enfeksiyonlariin sadece kiiciik bir kism1 konak genom ile entegredir, anormal gen
yapisi, islevi ve malignant transformasyon s6z konusudur (Mungar v.d.., 2004;

Senapati v.d. ., 2016).



1.2. SERVIKAL KANSERIN MOLEKULER MEKANIZMASI

Giderek artan veriler HPV enfeksiyonunun karsinogenez olusturma nedenlerini
ortaya koymaktadir (Zhang v.d. ., 2018). 2 viral onkoprotein E6 ve E7 HPV
enfeksiyonun servikal kanserlerde kilit rol oynadigi gosterilmistir. Viral genom,
konagin genomu ile entegre oldugu zaman E6 ve E7 up-regiile olmakta ve hiicre
sinyal yolundaki kritik proteinlerin regiilasyonu bozulmaktadir, 6rnegin pS3 ve pRb
2018). Lau ve ark. (2017) E7 yi iceren DNA tiimoér viriis onkogenlerinin ¢cGAS-
STING DNA-duyarli yolaga baglanip baskiladigin1 géstermislerdir. Bu veriye ek
olarak PI3K yolaginin kilit proteini PIK3CA (fosfatidilinositid-3- kinaz katalitik alt
iinitesi o), KRAS ve EGFR (Epidermal biiyliime faktorii reseptorii) de mutasyona
nedene oldugu bulunmustur (Wright ve ark.,, 2013). Zamanimizda serviks
kanserinin tedavisinde cerrahi miidahale, radyoterapi ve platin bazli kemoterapi

kullanilmaktadir (Bhatla ve ark., 2018).

Erken evrelerde olan serviks kanseri tedavisinde cerrahi miidahale yayilmanin
durumuna gore uygulanmaktadir. Radyoterapi pivotal rol oynar, sadece lokal olarak
ilerlemis kanserlerde degil, ayni zamanda operasyon sonrasinda da
uygulanmaktadir. Son yillarda bir seri sistemik tedavi yapilmaktadir, 6rnegin platin
bazli kemoterapi ve FDA onayli pembrolizumab kullanilmaktadir (Marshall ve ark.,
2018) Bununla birlikte kemoterapik tedavide duruma gére kombinasyonal tedavi
siklikla yapilmaktadir, carboplatin, cisplatin, paklitaksel ve bevacizumab karisimi
kullanilmaktadir (Marquina ve ark., 2018). Tarama ve gelismis terapdtik stratejiler
serviks kanserinde sagkalim siiresini artirmakla birlikte, bazi hastalar hala metastas
ve ila¢ direnci nedeni ile 6lmektedir. Hig¢ sliphesiz HPV asis1 serviks kanserini
engellemektedir, fakat gelismemis lilkelerde ekonomik nedenlerle asiya ulagsmak
miimkiin olmayabilmektedir. Bu nedenle servikal kanserinin geligsmesi ve ilerlemesi
ile ilgili molekiiler mekanizmalar1 anlamak 6nem arz etmektedir, boylelikle yeni

molekiiler tan1 yontemleri ve sistemik uygulamalar miimkiin olabilecektir.



1.3. CELASTROL’UN TANIMLANMASI

Celastrol, Tripterygium wilfordii ve Celastrus regeli bitkisinin koklerinden izole

edilen bir penta siklik triterpenoidir (Sekil 1).

In vitro ve in vivo arastirmalarda Celastrol’iin anti kanser, antioksidan (bdcek
oldiirticti, anti-inflamatuar, aktivitelerinin oldugu belirlenmistir (Venkatesha v.d. .,

2011) Celastrol hiicre ¢gogalma ve gog¢iinii inhibe etmektedir (Wu v.d. ., 2017).

Celastrol sitokin salinimuryla, lipit peroksidasyon inhibitorii ve Alzheimer’e karsi
etkiler gostermektedir (Sassa v.d. ., 1990). Celastrol’tin ayn1 zamanda
hipotalamusda yer alan hiicrelerde NF-kB’ye ket vurdugu, diyabetik nefropatide
anti diyabetik etkiyi gosterebilecegi ve tiim viicutta insiilin direncini diizelttigi
bulunmustur (Abu Bakar v.d. ., 2015). Ayrica, Celastrol bir ¢ok onkogeni, timor
inhibe edici genleri ve wvaskiiller endotel biiylime faktorii reseptori
etkileyebilmektedir (Huang v.d. ., 2008).

HO

Sekil 1.1. Celastrolun yapisi.



1.4. CELASTROLUN ANTIi KANSER ETKILERIi

Bir¢ok kronik hastalikta modern tedaviler yetersiz ve maliyeti fazla oldugundan
dolay1r basarisiz olmaktadir. Bu nedenle kombinasyon tedavisi 6n plana
cikmaktadir. Geleneksel tedaviler binlerce yil olmasina ragmen etki mekanizmalari
tanimsiz kalmistir. Celastrol geleneksel Cin tibbinda (Thunder Vine/un Tanrisi)
tanimlanan ve kronik hastaliklarin ve kanserlerin tedavisinde kullanilan bir bitkisel
ilagtir (Calixto v.d. ., 2004). Kanser metabolik bir sendromdur ve 6liim nedenlerden
biridir (Zhang v.d. ., 2017). Farkli kanser hiicre hatlarindan veya in vivo kanser
modellerinden gelen veriler, Celastrol’iin anti kanser ozelliklerinin asagidaki
durumlara atfedilebilecegini 6ne siirmektedir. Bu amagla ti¢ ayri alt baglikta

Celastrol’iin etkileri modellenmistir.

1. Hiicre Oliimii Aktivasyonu (Yoon v.d. ., 2014)
2. Anjiyogenezin inhibisyonu (Semenza, 2003)
3. Invazyonun Inhibisyonu (Li, 2012)

1.4.1. Celastrol’iin Hiicre Oliimiinii Aktive Etme Mekanizmasi

Celastrol kanser hiicrelerinin kétii ilerleyisini, inhibe etme potansiyelindedir. Bu
etkisi bircok hiicre hattinda gosterilmis ve apoptotik Oliimii tetikleyerek etki
gosterdigi belirlenmistir. Ornek olarak akciger, meme, dzofarinks, glioblastoma,
prostat, hepatoma, miyeloma, pankreas, kolon, Kkaraciger, melanoma, l6semi,
osteosarkom ve gastrit kanserleri verilebilir (Shia v.d. ., 2015). Celastrol HeLa
servikal kanser hiicrelerinde, hiicre gogalmasini inhibe etmekte ve es zamanli olarak
apoptozu tetiklemektedir. Ayrica Celastrol’iin bu etkisi doza bagimli olarak
degerlendirilmistir (Feng v.d. ., 2013). Antioksidan proteinlerin sinyal yolag: ile
etkilesimleri reaktif oksijen (ROS) olusmasini azaltir (Islam v.d. ., 1997). Celastrol
ROS sinyal iletimini ve gen ekspresyonunu diizenlemekte ve niikleik asitlerin,
proteinlerin ve lipidlerin oksidatif hasarina sebep olmaktadir (Pan v.d. ., 2009). Bu
nedenle ROS artisi ile hiicre proliferasyonu ve apoptoz etkilenmektedir; sitokrom c
salinmas1 artmakta ve ROS diisiik diizeyde hiicre sagkalimini ve cogalmasin

tetiklemektedir (Fleury v.d. ., 2002).



Celastrol’in uyardigi hiicre 6limii kayda deger bir sekilde otofaji ve apoptoz
inhibitdrleri tarafindan geri ¢evrilmektedir. Ayrica apoptoz inhibisyonu otofajiyi
tesvik etmekte ve otofaji inhibitorleri apoptozu azaltmaktadir. Celastrol ayni
zamanda c-Jun N-terminal kinazlarin (JNK) aktivasyonuna ve ROS iiretimini
uyarmaktadir (Guo v.d. ., 2015). Sonug olarak Celastrol tiim6r ROS birikimini in
vivo da baskilamakta ve JNK sinyal yolagini uyarmaktadir. Bu nedenlerle hiicre

dongiisli tutulmakta apoptoz ve otofaji indiiklenmektedir.

Celastrol’iin negatif diizenleyici etkiye sahip mikro RNA’lar1 (mi RNA lar)
etkileyerek otofajiye neden oldugu androgen reseptorii (AR) pozitif prostat kanser
hiicrelerinde belirlenmis ve AR/mir-101 eksenini engelleyerek otofajiyi tetikledigi
gosterilmistir (Peng, 2010)). Hiicre dongiisiinde p23 ve Cdc37 dnemli molekiillerdir
ve bu dongiide yer alan HSP90’in (1s1 sok protein) ko-saperon etkisini
degistirmektedir (Zhang v.d. ., 2008).). Celastrol pankreas kanseri hiicrelerinde
HSP90 ve Cdc37 etkilesimini bozmakta ve anti kanser etkisi gostermektedir
(Kannaiyan v.d. ., 2011).). Buna ilave olarak kanser hiicrelerinde farkli apoptotik
yollart tetiklemektedir: {iglii negatif meme kanserinde, melanoma hiicrelerinde
mitokondriyal disfonksiyon ve P13K/AKT/mTOR yolaginin inhibisyonuna neden
olmaktadir (Raja v.d. ., 2011). Bu verilere ek olarak Kim v.d. (2013) meme kanseri
hiicrelerinde reseptor tirozin kinaz ErbN2 nin ve 6strojen reseptorlerinin Celastrol
tarafindan de stabilize edildigini gostermislerdir. Ayrica Celastrol meme kanseri
hiicre hattinda AMP nin aktive protein kinaz (AMPK) ve polo benzeri kinaz 2
(PLK-2) yolagini indiiklemektedir. Celastrol bu verilere ek olarak meme ve kolon
kanserlerinde 6liim reseptorlerinin up-regiilasyonuna neden olmakta ve timor
nekroz faktor 2 (TNF2) bagl apoptozu tetikleyen ligandi (TRAIL) indiikleyerek
apoptozu arttirdigi da gosterilmistir (Sung v.d. ., 2010). Celastrol gastrik kanser
hiicre hatlarinda ve xenograftlerda da fosforile AKT, mTOR ve S6K 1 azalmakta ve
AMP ile aktive AMPK fosforilasyonunda artisa neden olmaktadir (Lee v.d. ., 2014).
Mitokondriyal solunum zinciri (MSZ) kompleksinin inhibisyonu ve sonugta ROS
birikimi ile kiigiik hiicreli olmayan akciger karsinomasinda, karaciger kanseri,
osteosarkom ve hepatocellular karsinom hiicre hatlarinda Celastrol o6limii

tetikleyici etki gostermektedir (Yu v.d. ., 2015).



Celastrol’iin bir diger etkisi kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde Fas/Fas
ligand yolaginin aktive etmesidir (Mou v.d. ., 2011). Bir diger kanser tipi HL-60
16semi hiicrelerinde de topoizomeraz II'nin inhibisyonuna neden olarak etkin

olmaktadir (Nagase v.d. ., 2003).

Mitokondriyal dengesizlik, kaspazlarin aktivasyonu ve AMLI1-ETO/c-Kit onko
proteinin down-regiilasyonu gibi bir¢ok sinyal yolagi ile etkilesime girerek
apoptotik mekanizma iizerinde etkili oldugu gosterilmistir (Yu v.d. ., 2016).
Celastrol hepatoseliilar karsinomada da STAT3/Janus kinaz 2 (JAK2)
inhibisyonuna neden olmakta, AML hiicrelerinde ise Myc inhibisyonu yolu ile
hiicre sagkalim mekanizmasini engelledigi ve bdylece apoptoza neden oldugu,
dogru katlanmamis protein cevab1 (UPR), endoplazmik retikulum (ER) stresi gibi
etkileri belirlenmistir. ER stres ile birlikte, PERK Okaryotik baslatma faktor 2
(elF2), aktive edici transkripsiyon faktorii (ATF4), C/EBP homoloji proteini
(CHOP) gibi hedeflerin Celastrol muamelesinde degistikleri de saptanmistir
(Fribley v.d. ., 2014).

Bu aragtirmada kullanilan HeLa servikal kanser hiicreleri ile yapilan diger literatiir
calismalarinda Celastrol, glikojen sentaz kinaz 3 B (GSK3) diizeylerinin azaltici etki
gosterdigi saptanmugtir. Celastroliin ayrica prostat kanseri hiicrelerinde, AR ve NF-
kB gibi gii¢lii transkripsiyon faktorleri ile sinyal kaskadlari iizerinde etki gosterdigi
de belirlenmistir. Bu duruma 6rnek olarak, Celastrol miR-146a ifadesinin artmasini
tetikleyerek, gastrik kanserlerde NF-kB aktivitesinin bastirilmasina neden
olmaktadir (Baud v.d. ., 2009). NF-kB’nin aktivasyonu, p50/p65 heterodimerinin,

hiicrelerin kB kompleksinin inhibitoriinden salinmasi yoluyla gerceklesmektedir.

Son yillarda arastirmalar Celastrol’iin NF-xB aktivasyonunu engelleyerek farkli
timorlerde apoptozu indiikleyebilecegini gostermektedir (He v.d. ., 2009). Otofaji
ve apoptoza ilave olarak Celastrol programlanmis hiicre oOlimi tiplerini de
tetikleyebilmektedir. Celastrol uygulamasina takiben mitokondriyal Ca?* uniporter
aracili ER'den indiiklenen inositol trisfosfat reseptdrii (IP3R) ile Ca?* salinimina
neden olmaktadir, bu nedenle Celastrol’iin etki mekanizmalarinin kanitlanmas: ilgi

odag1 olmaktadir (Yoon v.d. ., 2014).



1.4.2. Anjiyogenezin Inhibisyonu

Anjiyogenez yeni damarlarin olusmasi, gelismesi anlamindadir (Fotsis v.d. .,
1994). Literatiirde anjiyogenez agiklamasinda, anjiyogenezin biiyiime faktorleri,
sitokinler ve reseptorlerin rol oynadigi karmasik bir olay anlamina geldigi
belirtilmektedir (Konukoglu, 2005). Celastrol daha once de belirtildigi gibi
Trypterigium wilfordi’nin kokiinden {iretilen biyolojik bir bilesiktir. Tripterin,
anjiyojenez ve metastatik aktiviteye sahip proteinlerin ekspresyonunu ve timor
hiicrelerinde hiicre sagkalim veya hiicre proliferasyonunda 6nemli olan Siklin DI,
Cox-2 gibi hedefleri modiile etmektedir (Sethi v.d.., 2007). Celastrol’iin anti-kanser
ozellikleri timor anjiyogenezin inhibisyonu iizerine olan etkisine atfedilebilir.
Celastrol’lin anjiyojenez tizerindeki Onleyici etkisi HFP-la'nin bastirilmasindan
aracilik eden, HSP90 ve mTOR/p70S6K/elF4E yolak inhibisyonu ve ERK1/2
fosforilasyonudur (Ma v.d.., 2014). Bu hipoksia inducible faktér 1’in (HIF-1a)
inhibisyonu, anjiyogenez siirecinde ¢ok 6nemli olan vaskular endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF) gibi hedeflerin azalmasia neden olur. /n vitro ve xenograftlerde
Celastrol’iin VEGF {izerinde etkili olmadigi, daha ¢ok VEGF reseptorlerinin
ekspresyonunda oldugu insan glioblastoma hiicrelerinde gériilmektedir (Huang v.d.
., 2008). Bulgular Celastrol’iin anti anjiyogenez ve anti timor etkisini ortaya

koymaktadir Sekil 1.2 de anjiyogenez mekanizmasi agiklanmaktadir.



Kiiciik lokalize tiimor Tiimor biiylir ve yayihir

Anjiyogenez

Sekil 1.2. Tiimdr anjiyogenezi.

1.4.3. Invazyonun Inhibisyonu

Metastaz ve invazyon kanser hiicrelerin 6nemli 6zellikleri olup, tedavinin basarisiz
olmasina neden olmaktadir. Bu durumda metastazin ve invazyonun kontrolii cok
onemlidir. Yapilan ¢aligmalarda matriks metaloproteinazlarinin (MMP) fazla
ekspresyonu metastaz ve timor invazyonun ve kanserlerde iliskisini gostermektedir

(Rao, 2003). Tiimor invazyonu Sekil 1.3 de agiklanmaktadir.

Primer tiimor Anjiyogenez  invazyon ve intravazasyon

Sekil 1.3. Metastaz olayinin evreleri. Metastas bir seri evreler seklinde karakterize
edilmektedir: Primer tiimor olugumu, anjiyogenez ile kan damarinda konumlanma,
kanser hiicresinin lokal dokuda invazyonu ve kan damar i¢ine girmesi. Yayilan
hiicreler kan dolasir ve uygun sekonder yere 6rnegin kemige ulasir, bunun i¢in kan
damari igine girmesi. Yayilan hiicreler kan dolasir ve uygun sekonder yere 6rnegin
kemige ulasir, bunun i¢in kan damarindan disar1 ¢ikar ve kolonize olarak kemikte

metastas yapar (Amber v.d. ., 2017, degistirilerek).



Tiimor invazyonunu inhibe etmek i¢in ilag deneyimleri yapilmaktadir. Celastrol’iin
etkisi timor invazyonuna etkisi arastirildi ve engelledigi belirlendi. Akciger
adenokarsinoma hiicrelerinde, Celastrol NF-kB kaynakli gen {irlinlerinin down-
regiile ederek ve MMP-9 un inhibisyonu ile TNF kaynakli invazyon aktivitesini
engellemektedir (Sethi v.d. ., 2007). Celastrol’iin meme tiimor hiicrelerinde
apoptozu indiikledigi ve TNF’nin indiikledigi MMP-9 ekspresyonunu down-regiile
etmesi yoluyla invazyonlarini engelledigi ve MMP-1 ve MMP-2'yi etkilemedigi de
gosterilmistir (Mi v.d. ., 2014). Celastrol, kolon ve pankreas kanseri hiicrelerinde,
kemokin reseptorii CXCR4 ekspresyonunun down-regiilasyonu ile tiimor
invazyonunu azaltmaktadir (Yadav v.d. ., 2010). Tim bu veriler Celastrol, esas
olarak NF-kB ve HIF-1a gibi transkripsiyon faktorlerini inhibe etme kapasitesini ve
HSP90 saperonu gibi protein homeostaz mediatorlerine bagli olarak, farkli kanser
tiirlerinin tedavisinde kullanilma potansiyelini ortaya koymaktadir. Ornegin
Celastrol’un etkisi AIPC (Androgen independent prostate cancer) ilerlemesinde
Sekil 1.4 de agiklanmaktadir.

Celastrol
Proteasom
Mcl-1, Noxa IkBa
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Sekil 1.4. Celastrol’un androjene bagimsiz prostate kanseri {izerine olan etkisi.

Celastrol proteazome fonksiyonunu engeller, apoptozu tetikleyen Mcl-1 hareketi ve
Noxa indiiksiyonu ile apoptozu tetiklemektedir. Ayn1 zamanda Celastrol IxBa
bozulmasin onler ve NF-kB baskilanmasimma neden olmaktadir. Genel olarak,
Celastrol androjene bagimsiz prostat kanseri (AIPC) hiicre ¢ogalmasini, go¢iinii ve
invazyonun ve anjiyogenezi engellemekte ve yapisal NFkB aktivitesini 6nemli

ol¢iide engelleyerek apoptoz yol agmaktadir.



1.5. CELASTROL’UN ANTI-ENFLAMATUAR ETKILERI

Artan enflamasyona karsi kullanilan ilaglara, ya da Onleme potansiyeli olan
maddelere anti-enflamatuar denilir. Celastrol, anti-enflamatuar ve anti-timor
ozellikleri, bilinen triterpenoid ailesinin bir tiyesidir (Chang v.d. .,2003). Celastrol
DNA ya ket vurmaktadir (Deng v.d. ., 2000). Celastrol niiklear faktor kB (NF-xB)
sinyalini inhibe ederek anti-enflamatuar etkiler gostermektedir (Suh v.d. ., 2003).
Romatoid artrit (RA) kronik inflamatuar bir hastaliktir. Eklemlerimizde, tendon
kiliflarimizda sinovium adi verilen yumusak bir doku bulunmaktadir ve eklemlerin
i¢ yiizeyinde yer almaktadir. Sinovitis ise sionovial membranin enflamasyonunu
ifade etmektedir. Sinovial hiperplazi (hiicre sayisinin artmasi) bir otoimmun
hastalik olan RA nin tipik bir 6zelligidir. Sinovitler fibroblastlara benzedigi i¢in
FLS seklinde kisaltilmaktadir.

FLS ler, TNF-a, IL-8, IL-6, IL-1, MCP-1 gibi farkli sitokinler ve ayrica matriks
metaloproteinazlarinin (MMP) salgilayarak RA da gesitli islemleri tetikler (Tian.
v.d.., 2013). Giiniimiize kadar Celastrol’iin antienflamatuar 6zellikleri, enflamatuar
aracinin ekspresyonunun diizenlenmesi, osteoklast modiilasyonu ve kemik hasari
kontrolii, sitokin ve kemokin {retimin diizenlenmesi, enflamatuar hiicre

fonksiyonlariin modiilasyonudur (Sekil 1.5).

1.6. CELASTROL’UN NOROPROTEKTIF ETKILERI

Norodejeneratif hastaliklar genellikle protein yanlis katlanmasi ile ilgili
rahatsizliklardir ve protein agregatlarinin sinir hiicrelerinde birikmesi ile karakterize
edilmektedir (Selkoe, 2004). Yapilan arastirmalarda Celastrol’iin insanlarda ve
hayvanlarda norodejeneratif hastaliklarda néroprotektif ila¢ oldugu belirlenmistir.
Insanlarda Parkinson, Alzheimer ve Huntington hastaliklar1 &rnek olarak
verilmektedir (Cleren v.d. ., 2005). Yanlis katlanmis proteinlere karsi direng
saglayan regiile edici ajan HSP (1s1 sok proteinleri) proteinleridir ve farkli
fonksiyonlari olan bir protein ailesidir (Muchowski v.d. ., 2010). HSP proteinlerinin
hepsi ani sicaklik degisikliklerinde, reaktif oksijen metabolitleri varliginda, anoksia
kosullarinda, glukoz diizeylerinde degisiklik ve toplam olarak stres durumlarinda
tiretilmektedir, HSP ler molekular agirliklarina gore siniflandirilmaktadir (HSP 100,
HSP 90, HSP 70, HESP 60, kiigiik 1s1 sok proteinleri, ubikuitin). HSP lerin
uyarilmasinda Celastrol rol oynamakta ve buna bagli olarak 6nemli terapotik
10



sonuglar1 ortaya koymaktadir (Salminen v.d. ., 2007). Celastrol uygulamasi ile
HSP70 deki artis NF-xB, COX-2 ve GSK-3B’yi azalmasin1i ve BCL-2
ekspresyonunun artmasini ve LPS nin neden oldugu hiicre 6liimiinii ve hem amiloid
tiretiminin azalmasini sonuglandirmaktadir (Zhao v.d. ., 2014). In vitro da Celastrol
ile yapilan model deneylerde Parkinson hastaliginda dopaminerjik hiicrelerin
apoptozdan korundugunu, ROS olusumunun ve mitokondriyal membran potansiyel
kaybmin engellendigi bulunmustur. Celastrol’iin ayn1 zamanda dopaminerjik
hiicreleri korudugu, mitokondriyal apoptotik yolagi engelledigi ve mitokondrilerin
islevini korudugu ve P38 MAPK (MAP Kinaz) aktivasyonunun inhibe ettigi Choi
v.d. (2014) tarafindan kanitlanmistir.
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Sekil 1.5. Celastroliin romatoid artrit tedavisindeki sinyal iletimi iliskileri.

Burada Celastroliin, ana anti-enflamatuar 6zellikleri ve RA nin fizyopatolojisinde
molekiiler hedefleri gosterilmektedir. Celastrol’iin sitokin, kemokin ve enflamatuar
mediatorlerin liretimine yonelik birkag hiicresel hedefi vardir: Hiicre invazyonu ve
¢ogalmasinin inhibe edilmesi ve kemik rezorpsiyonunun baskilanmasi. Bu verilere
dayanarak Celastrol’iin enflamatuar hastaliklarin tedavisi i¢in potansiyel bir aday

oldugu sonucuna varilmigtir (Cascao v.d., 2017)
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Celastrol’iin ayrica LPS nin aktive ettigi BV-2 mikroglia hiicrelerinde ERK/MAPK
fosforilasyonunu ve NF-kB aktivasyonunu down regiile ederek IlI-1 TNF ve NO
gibi enflamatuar aracilarin inhibisyonuna neden oldugu belirlenmistir (Jung v.d. .,
2013). Buna ilave olarak Celastrol’tin amiyotrofik lateral skleroz hayvan modelinde
(G93A SODI transgenik fareler) terapdtik yararlari agiklanmistir. Noron sayisinda
artma ve INOS ve TNF diizeylerinde azalma ve lumbar omurilikte HSP70
diizeylerinin artmasi ile farelerin sagkaliminda artis saptanmistir (Kiaei v.d. ., 2005)
Bu veriler 15181inda Celastrol’iin norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde 6zellikle

NF-xB ve HSP’lerin engellenmesi yolu ile umut vaat ettigini ortaya koymaktadir.

1.7. CELASTROLUN DiGER HASTALIKLAR UZERINDEKIi TERAPOTIK
ETKILERI

Yapilan son arastirmalar Celastrol’iin diyabet (seker hastalig1), obezite, ateroskleroz

ve duyma kayiplarinda terapotik etkili bir ilag oldugunu gostermektedir.

1.7.1. Seker Hastahg (Diabetes mellitus)

Seker hastaligi, insiilin hormonunun azalip veya etkisiz hale geldiginde kan
sekerinin artmasi ile olusan insiilin salgisinin yetersiz oldugu kronik bir hastaliktir.

Diabetes mellitus (Dm) tip 1 ve tip 2 olmak tizere2 tipdir.

Aragtirmalar NOD farelerde Celastrol’tin Tip 1 diyabette etkili omadigim
gostermistir (Grant v.d.., 2013). Haftada 2 kere 25 mg/kg olmak iizere
uygulandiginda bir giin sonra kan sekerini ¢ok az azalttig1 fakat 2 gilin sonra etkisiz
oldugu belirlenmistir. Celastrol Tip 2 sigan modellerinde ise NF-kB ekspresyonunu
azaltmakta, IL-18 ve TNF azaltmakta boylece karaciger dokusunda hasari ve

enflamasyonu geciktirmektedir (Kim v.d., 2013).

1.7.2. Obezite

Viicutta enerji giris ve ¢ikis arasinda dengesizlik oldugu zaman, asir1 yag dokusunun
birikmesi olusur ve bu da obeziteye neden olmaktadir (Farmer, 2008). Celastrol
mitokondriyal fonksiyonun ve 1s1 soku transkripsiyon faktorinin (HSF-1)
ifadesinin artisina neden olmaktadir. Celastrol uygulamasi ile HSFI1’in
aktiflestirilmesi, enerji harcamalar1 arttirmakta ve yiliksek yagh diyet (HFD)

iizerinde kayda deger bir etki gostermektedir, boylece obez hastalarda yaglarin
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azalmasmna yardimci olmaktadir. Ayrica, adipoz dokularinda ve kaslarda
peroksizom proliferator avtive eden reseptor y Ko-aktivatori 1-o ya (PGCla)
bagimli metabolik bir programin aktiflestirilmesi yoluyla enerji harcamasinin
diizenlenmesine, enerji harcamasmin artmasina yol agar, dolayisi ile obezite ve
metabolik hastaliklati tedavi etmek i¢in olasi bir stratejiyi ortaya koymaktadir (Ma
v.d ., 2015) (Sekil 1.6.).
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Sekil 1.6. HSF1 yag dokusu ve kasta PGCI bagimli metabolik programin

aktivasyon yoluyla enerji harcamasini diizenlemesi.

1.7.3. Ateroskleroz

Ateroskleroz ¢ok odakli, kronik bir immune-enflamatuar hastaliktir ve patogenezi
dengesiz lipit metabolizmasini icermektedir ve arter duvarinin kasilmasia bagl
olarak immiin yanit olusmasidir. Son yillarda yapilan tavsan deneysel karotid
ateroskleroz modelinde Celastrol’iin plak oranini, diisiik yogunluklu lipoprotein
(LDL) serum seviyelerini ve VEGF ekspresyonunu etkin bir sekilde azalttigi ve
bunun bir anti-aterosklerotik etki gosterdigi belirlenmistir (Zhu v.d. ., 2014). Ayrica
in vitro ve in vivo veriler Celastrol’in endotelyal progenitor hiicrelerin (EPC)
fonksiyonel biitlinligiinii gelistirdigini gostermistir, boylelikle kardiyovaskiiler ve
iskemi hastaliklarinin tedavisinde kullanilan etkili bir EPC transplantasyonu

yapabilmek miimkiin olmaktadir (Lu v.d. ., 2015).
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1.7.4. Isitme Kayb

Isitme bozuklugu gecici veya kalic1 olabilmektedir, genellikle yaslanma, giiriiltii
travmasi, kimyasallar ve terapdtikler nedeniyle i¢ kulakta mekanik sensorlerin
Olimiinden kaynaklanir. Aminoglikozid antibiyotikler ototoksisiteye neden
olabilen en c¢ok kullanilan antibiyotiklerden birisidir (Selimoglu, 2007).
Aminoglikosid kaynakli isitme kaybinin tedavisi miimkiin degildir, bu nedenle de
terapotik bir strateji bulmak biyiik ilgi ¢ekmektedir (Rybak v.d. ., 2007). Bu
baglamda Celastrol’iin birka¢ kronik durumun tedavisi i¢in potansiyel bir molekiil
oldugu goriilmektedir, ancak bu alanda daha ileri tekniklere dayali molekiiler

mekanizmalara dontik arastirmalara gereklilik duyulmaktadir.

1.8. TOKSISITE VE CELASTROL’UN SINIRLANMASI

Celastrol’tin klinik kullanimi ile ilgili yan etkilerin ortaya c¢ikmasi endise
olusturmakla birlikte bu etkiler terapotik doza baghdir. Literatiirde in vivo olarak
sicanlardaki artrit tedavisinde 2,5 ve 5 pg/giin dozlariin etkili ve toksik olmadigi
gosterilmistir, yitksek konsantrasyon ise toksik belirtiler gostermistir (Rita Cascao
v.d. ., 2017). Benzer sonuglar yakin zamanlarda Parkinson hastaligi modellerinde
de tanimlanmistir (Konieczny v.d. ., 2014). Celastrol’iin bir énemli yan etkisi
infertilitedir (Bai v.d. ., 2003). Farelerin spermatogenik hiicrelerinin kullanildig1 bir

arastirmada, Ca?* miktarlarinin Celastrol tarafindan inhibe edildigi bulunmustur.

Celastrol’iin terapdtik potansiyeline ragmen, klinik uygulamalari smirhidir.
Celastrol’tin H20 ile ¢oziintirliigii zayiftir (37°C’de 13,25 + 0,83 mg/ml) (Qi v.d. .,
2014). Yiiksek dozda oksidatif strese neden olurken, diisiik dozda anti-oksidasyon
etki sergilemektedir. Celastrol nanomolar konsantrasyonlarda oksidatif stresi
baskilamaktadir ve 1 uM konsantrasyonun iizerinde ROS olusumunu uyarmaktadir.
Ozellikle kanser hiicrelerindeki ROS iiretimine olan etkisinin tersine mikroglia ve
endotel hiicreleri damar diiz kas hiicrelerinde oksidatif stresi uyarmaktadir Bu zit
etkiler kanser ve kanser olmayan hiicre Ozelliklerine ve doza bagh olarak

aciklanmaktadir (Allison v.d. ., 2001; Yu v.d. ., 2010).
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1.9. YAG ASIDi SENTAZ YOLAGI

Yag asidi sentaz (FAS), asetil CoA ve malonil CoAdan uzun zincirli yag asitlerinin
sentezini katalize eder (Katsurada v.d. ., 1986). FASN bir multienzimdir ve asetil
CoA ve malonil CoA nin 16-karbonlu yag asidi palmitata doniisiimiinii kataliz eder.
Malign hiicrelerde FASN over-ekspresedir ve hiperaktivite gosterir.

Toplam enerji alimi, enerji harcamasindan yiiksek olursa, yag asitleri ve
triagilgliseroller sentezlenir ve bunlar adipoz dokusunda birikir. Yag asidi sentezi
sitoplazmada bir karboksilaz olan asetil CoA (ACC) ve FASN ile katalize edilir
(Sekil 1.7) (Lopez v.d. ., 2005). Lipogenik kosullarin altinda, hiicredeki asir1 glukoz,
sitoplazmada glikolizis yoluyla piruvata doniistiiriiliir. Piruvat daha sonra asetil
CoA ya dontstiiriiliir ve sitrat olarak mitokondriden sitoplazmaya taginir. ATP
sitrat liyaz (ACL) daha sonra tekrar asetil CoA ‘ya doniistiirtiliir. ACC, asetil CoA
nin malonil CoA ya karboksilasyonunu ATP ye bagimli bir sekilde kataliz eder.
Asetil CoA ve malonil CoA daha sonra palmitat iiretimi i¢in substrat olarak
kullanilir ve FAS tarafindan 7 enzimatik reaksiyon katalizlenir. Boylece yag asitleri
sentezlenmis olur ve hiicreye tasinir ve triacil gliserol sentezinde kullanilir. Malonil
CoA sentez evresi regiile bir mekanizma ile geris doniisebilir ve malonil CoA
dekarboksilaz malonil CoA y1 tekrar asetil CoA ya doniistiiriiriir (Lopez v.d. .,
2005).
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Sekil 1.7. Yag asit sentaz yolagi. ACC: Asetil-COA karboksilaz; ACL: ATP sitrat
liyaz; FAS: Yag asidi sentaz; MCD: malonil-COA dekarboksilaz (Lopez v.d. .,
2005, degistirilerek).
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Bu arastirmanin amaci1 HeLa servikal kanser hiicre hatlarinda bir penta siklik
triterpen olan Celastrol’iin yag asidi sentez yolagi tizerindeki etkilerini
belirleyebilmektir. Bu noktadan yola c¢ikilarak 6nce HeLa hiicre hatlarinda
Celastrol’tin hiicre canliligina etkisini doz ve zamana bagli olarak belirlendikten
sonra apoptoz ve sagkalim tiizerine olan etkilerini saptamak amaci ile fluoresan
miktoskobunda morfolojik hiicre calismalar1 gergeklestirildi. Bu saptamalardan
sonra reaktif oksijen olusumu, hiicre dongiisii, yara iyilesmesi, lipid analizleri

yapildi.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1. MATERYAL

2.1.1. Hiicre ve Ozellikleri

HeLa (ATCC® CCL-2™) epitel hiicre ve adenokarsinomalardan tiirevlenen insan

servikal kanser hiicre hattidir.

2.1.2. Kullanilan cihazlar

Kullanilan cihazlar Ek A’da yer almaktadir.

2.1.3. Hiicre kiltiirii donanimlari

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan materyaller Ek B’de yer almaktadir.

2.1.4. Kullanilan ¢ozeltiler

(Calisma kapsaminda kullanilan ¢oézeltiler Ek C’de yer almaktadir.
2.1.5. Kullanilan Antikor ve Primerler

Calisma kapsaminda kullanilan antikor ve primerler Ek D*de yer almaktadir.
2.2. YONTEMLER

2.2.1. Hiicre Kiltiirii

HeLa servikal kanser hiicreleri DMEM besiyerinde igerisinde L-glutamin 4.5 g/L,
sodium piruvat 3.7 g/L, NaHCO2, %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %]l
penisilin/streptomisin ilave edilerek 37°C’de, %5’lik CO2 igeren etiivde bekletildi.

18



Kiiltiir flaskindaki hiicre sayisinin artmasi sonucunda hiicre pasajlanmasi islemi i¢in
ortamdan besiyeri uzaklastirildi. 25 cm?’lik kiiltiir flask igerisine 1 ml fosfat
tamponu eklendi (PBS) yikama islemi yapildi. Bu asamadan sonra, 1 ml tripsin-
EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) ilave edildi ve CO: etiiviinde 3 dakika
bekletildi. Daha sonra hiicrelerin zarar gormemesi i¢in tripsin-EDTA ile ayn1 oranda
(1:1) besiyeri eklenerek tripsinin inaktif hale gelmesi saglandi. Flask i¢inde kalkmis
halde bulunan hiicreler yikanarak 15 ml’lik falkon tiipe alindi ve 2000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildikten sonra supernatant atildi. Pellet tizerine 1 ml taze besiyeri

eklenerek ¢oziinmesi saglandi.

Daha sonra hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak Neubauer hemositometresinin
kanalina aktarildi ve lizeri lamel ile kapatildi. Hemositometrede 25 karede sayilan
hiicre sayis1, 104 ile carpilarak 1 ml’deki hiicre miktar1 bulundu. 1x 10° hiicre, 25
cm?’lik flask’a ekilerek hiicrelerin pasajlama islemi gergeklestirildi. hiicre
yogunluguna ve deneysel ihtiyaglara bagli olarak 3 giinde bir pasajlama islemi

gerceklestirildi.

2.2.2. Hiicre Dondurulmasi ve A¢ilmasi

Pasaj sayis1 az olan hiicreler yedeklenmek amaciyla donduruldu. 25 cm?’lik flask’da
bulunan HelLa servikal kanser hiicreler tripsin-EDTA ile kaldirildi, daha sonra
tripsini inaktive etmek igin lizerine besiyeri ilave edildi. 15’lik falkona alinan
hiicreler 2000 rpm’da 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra ¢oktiirlilen
hiicreler freezing medya iginde ¢oziildii ve yaklasik 10° kadar hiicre krio tiiplerine
kondu. Soguga dayanikli steril krio tiipler parafilm ile sarilarak dnce -80°C’de sonra
-196°C s1v1 azot tankinda saklandi. Gerektiginde hiicreler siv1 azottan ¢ikarildi ve
¢ozdiiriildii Freezing medya {izerine besiyeri eklendi, 2000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi supernatant uzaklastirildiktan sonra taze besiyeri yerinde ¢dziilen

hiicreler 25 cm?’lik flasklara ekildi.

2.2.3. Hiicre Canlihig: Testi (MTT)

HelL a servikal kanser Hiicreleri kaldirip ve sayim yaptiktan sonra 96 kuyuya sahip
petri kaplarinda her bir kuyucuga 10000 hiicre ekildi. Ardindan hiicreler yapigsmasi
icin bir gece inkiibatorde bekletildi. Hiicre kuyucuklara yapistiktan sonra, 9 farkli
kosulda uygulama yapildi: kontrol, 0,01 uM, 0,075 uM, 0,025 pM, 0,075 uM, 0,1
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uM, 0,25 uM, 0,5 uM, 1 uM, ila¢ uygulanildi. Hiicrelere ila¢ uyguladiktan sonra
iki farkli zamanda (24 ve 48 saat) ilacin etkisi kontrol edildi.

Bu siirecin sonunda 10 uL MTT (3-(4,5-Dimetil-2-thiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazolyum bromiir) kuyucuklara uygulanildi ve 4 saat beklendikten sonra, hiicre
zarar gérmeden, kuyucuklardan besiyerleri ¢ekildi ve her bir kuyucuga 100 pl
DMSO (Dimetil Siilfoksit) eklendi. Ornekler 5 dakika karanlikta bekletildikten
sonra mikroplaka okuyucusunda (Bio RAD, Filtre (570nm-655nm), 6zellik (Raw
data) absorbans 6l¢iimii yapildi. Elde edilen sonuglar MS Office Excel programai ile
analiz edildi.

2.2.4. Growth Assay (Sagkalim)

HeLa servikal kanser hiicreleri 6 kuyucuklu petrilere ekildi. Bu deney kapsaminda
her kuyucuga 50000 hiicre ekim yapildiktan sonra ilag uygulamasi gergeklestirildi.
Secilen dozda ilacin etkisi 24, 48, 72 ve 96 saat boyunca gézlemlendi.

Bu amagla, farkli zamanlarda iist faz atildi ve 1x PBS ile hiicreler yikandi. Ardindan
hiicreler 1x tripsin ile muamele edildi. Hiicrelere ardindan serumsuz besiyeri
eklenerek 3 dakika boyunca 2000 rpm’de santrifiij yapildiktan sonra, iist faz atilip
ve pelete 50 upl Tripan mavisi boyasi eklendi. Hiicre sayimi Neubauer
Hemositometrede yapildi. Sayimi gergeklestirilen hiicre lineer grafik ile MS Office

Excel programinda analiz edildi.

2.2.5. Koloni Olusum Testi

HeLa servikal kanseri hiicreleri 6 kuyucuklu petrilere ekim yapilir. Farkli
yogunluklarda koloni olusturma potansiyelini gozlemlemek amaci ile petrilere
sirast ile 2500, 5000 ve 10000 hiicre olacak sekilde kuyucuklara ekim yapilmistir.
Ardindan hiicrelerin gece boyu yapigsmasi bekletilmis ve secili dozlarda celastrol

uygulamasi yapilmaigtir.

Hiicreler, 24 saat boyunca Celastrol’lin farkli konsantrasyonlarina maruz birakilir.
Ardindan hiicreler 2 defa 1x PBS ile yikanir ve taze besiyeri eklenir. 14 giin boyunca
kolonilerin biiylimesi her iki veya li¢ giinde degistirilen besiyerlerinde devam eder.
Ardindan hiicreler oda sicakliginda hazirlanan metanol ve asetik asit (3:1) karigimi
¢ozeltisinde sabitlenir. Bu amagla her kuyucuga 500 pl metanol: asetik asit ¢ozeltisi
konur. Hiicreler 5 dakika boyunca oda sicakliginda bu ¢ozelti ile bekletildikten
sonra her bir 6rnege 500 ul kristal viyole eklenir (100 de 0.05 lik ve MERCK
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firmanin). Hiicreler bu siiregte 15 dakika inkiibe edilir. Boya kalintilar1 dH20 ile

uzaklastirilir ve petri goriintiileri dijital kameri ile kaydedilir.

2.2.6. Soft Agar

Hiicrelerin soft agarda tanimlanmalari igin ilk olarak 15 ml tiiplerin igerisinde 1,5
ml %0,5°1ik konsantrasyon agaroz ve 1,5 ml 2x DMEM eklenir. Bu karigim iyice
pipetaj yaparak karistirildiktan sonra 6 kuyucuklu petri kaplarina 1 er ml olacak
sekilde dagitilir. Agaroz ve besiyer karistmi donduktan sonra, iist fazin hazirlig
yapilir. Ust jel igerisinde segili Celastrol, besiyeri ve hiicreler ile birlikte hazirlanir.
Ayrica % 0,3 agaroz eklenir. Bu karisim daha 6nce hazirlanan alt jelin lizerine
dikkatlice yayilir ve donmasi beklenir. 10 giin boyunca koloni olusumu taze besiyeri
eklemesi ile takviye edilerek izleniyor. Ardindan dijital goriintiileme sistemine

sahip mikroskop ile sonuglar gdzlemlenip, kaydedilir.

2.2.7. Fluoresan Mikroskobunda Hiicre Sagkalim ve Oliimiiniin Belirlenmesi

HelLa servikal kanser Hiicrelerin Celastrol uygulamasi sonucunda hiicre sagkalim
ve 6liim yoniindeki kararlarinin tanimlanabilmesi amaci ile floresan mikroskobunda

sirast ile asagidaki boyama islemleri gergeklestirilmistir.

Bu amagla 6nce HeLa servikal kanser hiicreleri 12 kuyucuklu petri kaplarina, her
bir kuyucuga 50000 hiicre olacak sekilde ekimi gergeklestirilir. Hiicrelere ilag

uygulamasi gergeklestirildikten 24 saat sonra boyama islemleri yapilir.

3, 3’Diheksiloksakarbosiyanin iyodiir (DIOC6) lipofilik boyadir. Bir hiicrenin
endoplazmik retikulum, vezikiill membranlari ve mitokondriyal boyamasinda
kullanilan floresan boyadir. 6 kuyucuklu petriye 5x10* hiicre ekilip bir gece
bekletildikten sonra belirlenen konsantrasyonlarda ilag uygulanir. ilagh besiyeri
atildiktan sonra, mitokondri membran gegirgenliginin saptanmasi i¢in, i¢inde 4 nM
DiOC6 bulunan medya koyulur ve 15 dakika bekletilir. Saglikli mitokondri
membranina sahip hiicreler eksitasyon/emisyon = 488nm/525nm’de yesil olarak

gozlemlenir (Koning v.d. 1993).

DCFH (diklorofluorescin diasetat) hiicre i¢i toplam ROS seviyesini, fliioresans
mikroskobu ile goriintiileniyor. 6 kuyulu petriye 5x10* hiicre ekilip bir gece
bekletildikten sonra belirlenen dozajda ilag uygulanir. {lagh medya atildiktan sonra,

hiicre popiilasyonundaki o6lii hiicrelerin tespit edilmesi amaciyla 5 mg/ml
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propidyum iyodiir iceren medya koyulur ve 30 dakika bekletilir. Olii hiicrelerin
boyanmasi saglandiktan sonra fluoresan mikroskobunda eksitasyon/emisyon = 536

nm/67nm’de kirmizi olarak gézlemlenir.

DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) DNA’nin boyanmasinda kullanilir. 6
kuyucuklu petriye 5x10* hiicre ekilip bir gece bekletildikten sonra belirlenen
konsantrasyonda ila¢ uygulanir. Ilagh besiyeri atildiktan sonra, DNA’da kirik
olusunu takiben apoptozu gézlemlenmesi amaciyla 5 mg/ml DAPI iceren medya
koyulur ve 10 dakika bekletilir. DNA’ya baglanan boya eksitasyon/emisyon,
350nm/470 nm de mavi olarak gozlemlenir (Kapuscinski, 1995).

2.2.8. Protein Tayini

2.2.8.1. Total Protein Izolasyonu

Total protein tayini igin 60 mm’lik petrilere HeLa hiicreleri ekilerek 37 C’de bir
gece yapigmasi beklendi. Petrilerden bir tanesi kontrol grubu olarak alindi, diger
petriye belirlenen konsantrasyonda Celastrol uygulandi ve 24 saat etiivde bekletildi.
Hiicrelerin iizerindeki besiyerleri alinarak +4°C ve 13200 rpm’de 2 dakika santrifiij
yapild1 ve s1v1 faz kullanildi. isotonik ortamda besiyerleri atilan hiicrelerin {izerine,
kazima ic¢in gerekli olan 1x PBS eklendi. Kazima yapildiktan sonra mikrofiij
tiipiinde toplandi ve 13200 rpm’de 2 dakika santriflij edildi ve bu islem 2 kere
tekrarlandi. Santrifiijden sonrasinda supernatant atildi ve pellet iizerine p-CLB
(Fosfo Protein izolasyonu igin kullanildi) veya CLB (protein izolasyonu igin
kullanildi) eklendi ve homojenize edilerek oda sicakliginda galkalayicida 20 dakika
boyunca inkiibe edildi. Bu islemden sonra, 6rnekler 20 dakika 13200 rpm’de 4°C’de
santrifiij edildi ve supernatantlar yeni Ependorf tiiplere alindi. Olgiim yapildiktan

sonra daha sonra kullanmak tizere -80°C’de saklanda.

2.2.8.2. Bradford Yontemi

Protein igeriginin belirlenmesi i¢in Bradford yontemi kullanilmistir (Bio-Rad).
Proteinler, Coomassie brillant blue G-250’ye baglanmakta ve bir renk degisimi
olusturmaktadir. Normalde proton halde kirmizi/kahverengi renkte olan boya,
proteinle baglaninca mavi renkte goriiliir. Bu degisim mikroplaka okuyucusu ile 595

nm’de absorbans 6lgerek belirlenir.
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1,5 nug- 7,5 ng arasi alinarak BSA (Bovine Serum Albumin) standart olusturuldu. 2
set halinde yapilir. Daha sonra 96 kuyucuklu kaplara 6rnekler her bir kuyucuga 1 pl
konur ve tizerlerine 200 pl Bradford soliisyonu eklenip karanlikta 5 dakika inkiibe
edildikten sonra 595 nm de dl¢iiliir. Standartlarin absorbans/konsantrasyon grafigi
egim esitligi  kullanilarak  absorbans degerleri  ilizerinden  Orneklerin

konsantrasyonlar1 belirlendi.

2.2.8.3.SDS-PAGE Jel Hazirlanmasi

SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez) proteinlerin
molekiiler biyiikliginii belirlemek amaci ile kullanildi. Tabloda belirtilen
kimyasallar ile hazirlanan Poliakrilamid jel tank igerisine yerlestirilmis ve tankin igi

soguk 1X yiiriitme tamponu ile doldurulmustur.

2.2.8.4. Protein Orneklerin Hazirlanmasi ve SDS-PAGE Jelin Yiiriimesi

Immunoblotlama islemi igin her bir 6rnekten alinan protein 6rnekler Bradford
sonuclarindan elde edilen standart egriye gore protein Ornekleri 5x Laemmli
yiikleme tamponu ile 1:5 oraninda karistirilarak 95°C°de 5 dakika tutuldu. Ornekler
protein belirtegler ile birlikte 80 Volt’da SDS igeren yliriitme tamponunda
yiriitiildi.

2.2.8.5. Membrana Aktarma ve Blotlama

SDS-PAGE sonrasi, yiikleme jeli kesildi, ayirma jeli boyutunda kesilen ve metanol
ile aktive edilen poliviniliden fluorid (PVDF) membranlar 6nce su daha sonra
aktarma tamponunda bekletildi. Membranlar jellerin altina konduktan sonra trans-

blot turbo transfer sisteminde proteinlerin membrana gegisi gergeklestirildi.

Jel lizerindeki protein 6rnekleri PVDF membrana aktarildiktan sonra, %5°1ik yagsiz
slit tozu ile 1 saat oda sicakliginda galkaland1 (100 ml %0,001 Tween-20 igeren Tris

Tuz Soliisyonu i¢in g siit tozu).

2.2.8.6. Immunoblotlama I¢in Birincil ve ikincil Antikorlarmn Uygulanmasi

Membranlar, uygun birincil antikorla (1:1000; antikor: %5 siit soliisyonu) gece
boyu +4°C’de yatay dondiiriiciilere konuldu, 15’er dakikalik ii¢ kez TBS-T ile
yikama sonrasinda uygun ikincil antikorla (1:5000; antikor: %5 siit soliisyonu) gece

boyu +4°C yatay dondiiriiciilerde inkiibe edilidi Bu islemlerde secilen antikorlar;
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HeLa servikal kanser hiicrelerinde Celastrol’iin hiicre dongiisiiniinde ve lipit

metabolimasi yollarindaki etkisinin gosterilmesi amaci ile kullanildi.

2.2.8.7. Sonucun ChemiDoc™ Sistemi ile Goriintiilenmesi

Daha sonra 15’er dakikalik TBS-T ile iki kez ve 15 dakikalik TBS ile yikama
sonrasinda ornekler oda sicakliginda kemiluminesans madde ile 1 dakika boyunca
uygulama yapildi. Kemiluminesans isimalar (0-100 sn), ChemiDoc™ Imaging

System, Bio-Rad ile goriintiilendi.

2.2.8.8.Hiicrelerde Lipid Birikiminin Incelenmesi

Hela Hiicreler 6 kuyucuklu petrilerde, her bir kuyucuya 100,000 hiicre ekip ve
hiicreler yapistiktan sonra ilag uygulaniyor (0,075 uM, 1 uM). 24 saat sonra soguk
1x PBS ile kuyucuklardaki hiicrelere zarar vermeden yikayip ve 10 dakika %4
Paraformaldehyde ile fikse ediliyor. Sonra iizerine %0,2 Oil-Red-O eklenip ve 15
dakika bekletiliyor. 15 dakika sonra 1 dakika boyunca distile su (dH20) ile

yikaniliyor. Sonuglar dijital mikroskop ile incelenip ve kayit ediliyor.
2.2.9. Yara lyilesmesi (Scratch testi)

In vitro yara iyilesmesi, hiicre gociinii incelemek icin basit ve ekonomik bir
deneydir. Tek katmanli hiicrelere “cizik” olarak adlandirilan yapay boslugun
yaratilmasindan sonra, bu yaratilan boslugun kenarlarindaki hiicrelerin boslugu
kapatmak i¢in agikliga dogru hareket etmesi gozlemine dayanir. 6 kuyucuklu
petrilere hiicreler yogun bir sekilde ekilir. Hiicrelerin yapismasi beklendikten sonra
belirlenen dozajda ilag uygulanir. 10 ul’ lik pipet ucu yardimiyla petrinin ortasindan
bir ¢izgi ¢izilerek yara olusturulur ve 1x PBS ile yikama yapilir. Bu agamadan sonra
yara, mikroskopta incelenir ve goriintiisiin kaydediliyor. Olusturulan yaranin 24

saat, 48 saat ve 72 saat sonra 151k mikroskopunda goriintiilenmistir.

2.2.10. Hiicre Siklusunun Hiicre Akis Sitometresi ile Incelenmesi

Hiicreler 6 kuyulu petri kaplarina, bir kuyuya 500000 hiicre olacak sekilde ekildi
ve yapigmalar1 beklendi. Ardindan hiicrelere secili dozda ve zamanda Celastrol
uygulamasi gerceklestirilmistir. Ardindan hiicreler tripsin eklenerek kaldirilmistir

ve 1x PBS (500 pL) igerisinde pipetaj ile yikanmistir. Tiim Srnekler mikrofiij
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tiptinde 2 dakika boyunca 2000 rpm’de santrifiij yapildiktan sonra % 20 soguk
EtOH ile yapilmistir. Ornekler +4°C de bir hafta bekletildikten sonra 5 dakika
boyunca yeniden 2000 rpm ‘de santrifiij ettikten sonra EtOH uzaklastirilmistir.
Hiicreler 1x PBS ile yikanilir ve ardindan 4 dakika 2000 rpm’de santrifiij edilir. Son
olarak pellet iizerine PI boyasi RNaz ile birlikte eklenmistir. Ornekler 30 dakika

boyunca 37°C da bekletildikten sonra analize alinmstir.

2.2.11. istatistiksel analiz

MTT hiicre canlilig1 testi ve hiicre sagkalim analizi Windows graph pad prisim 6
yazilim ile grafik hale diizenlenmistir. Gruplar kontrole gére anlamlarin
degerlendirilmektedir. Istatiksel degerlendirilmelerde p<0.05 anlamlilik seviyesi

temel alindi. Deney gruplarinda, degerler ANOVA testi uygulanmuistir.
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3. SONUCLAR

3.1.CELASTROL’UN HELA HUCRE HATLARINDA CANLILIGA
ETKIiSi

HeLa servikal kanser hiicre hattinda Celastrol 24 saat uygulandiktan sonra doza
bagli olarak etkinligini gosterebilmek amaci ile MTT hiicre canlilig1 analizi yapildi.
Ilag uygulamalari ile konsantrasyona bagli olarak hiicre canliliginda azalma oldugu
goriildii. Celastrol uygulanan hiicrelerde, 24 saat sonrasinda kontrol hiicrelerine
oranla sirasi ile hiicre canliligi 0,075 uM ve 1 uM ilag konsantrasyonlarinda %63
ve % 35 oranlarinda azalmaktadir. Bu ¢aligmada Celastrol dozlar1 0,075 uM ve 1
UM olarak belirlenmistir, sadece bu dozlar ile ¢alisilmaktadir (Sekil 3.1).

120 ,R*=0,8111
100
80
60
40
20
0

Bagil hiicre canlihgi (%)

0 0,01 0,025 0,05 0,075 01 0,25 05 1

Celastrol konsantrasyonu (uM)

Sekil 3. 2. Celastrol’iin HeLa hiicre hatlarinda hiicre canliligina etkisinin MTT testi
ile belirlenmesi. HeLa hiicreleri, 10000 hiicre/kuyucuk yogunlugunda 96 kuyucuklu
mikroplatelere eklendi. Hiicreler, 24 saat boyunca 0-1 mikrogram Celastrol
konsantrasyonlarina maruz birakildi. Kolon grafik, 8 biyolojik kopya i¢eren en az 4
tekrarl1 deney sonuglarint gostermektedir. Ortalama +£Std. Dev. Secilen Celastrol

konsantrasyonlarinda T-testi uygulandi; **** p<(0.0001.
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3.2.CELASTROL’UN HeLa SERVIKAL KANSERi HUCRE HATTINDA
SITOSTATIK ETKIiSi

Celastrol “iin HeLa hiicrelerine olan etkisini zamana bagl olarak tespit etmek igin
sagkalim analizi yapildi. HelLa hiicre hatlarina 0.075 puM ve 1 uM
konsantrasyonlarda 24, 48, 72, 96 saat ila¢ uygulamalar1 gerceklestirildi. Tripan

mavisi ile boyama yapilip ve canli hiicreler sayildi (Sekil 3.2.)

Kontrol ile Celastrol uygulamalarinin hiicre sayisina olan etkileri ele alindiginda
hiicre sayis1 kontrol drneklerinde 96. saatte % 69 oraninda artarken, 0.075 uM
Celastrol uygulandiginda bu oran % 94 azalmakta, 1 uM uygulamasinda ise % 97

oraninda azalig oldugu belirlendi.
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Sekil 3.2. Celastrol’iin HeLa Servikal kanser hiicre hattinda sitotoksik veya
sitostatik etkiye aracilik eder. HeLa hiicreleri, 50000 yogunlugunda 6 kuyucuklu
kaplara ekildi. 0, 24, 48, 72 ve 96 saatlerde hiicreler segilen Celastrol
konsantrasyonlarina maruz birakildi (0.075 ve 1 uM). Grafikler ortalama + Std.

Dev. En az 3 bagimsiz deneyi temsil etmektedir.
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3.3.CELASTROL’UN HeLa SERVIKAL KANSER HUCRELERININ
KOLONI OLUSTURMA POTANSIYELINE ETKIiSI

Koloni formasyon deneyi tek bir hiicrenin bir koloni halinde biiyliime kabiliyetine
dayanan bir in vitro hiicre sagkalim testidir. Bu arastirmada Hela servikal kanser
hiicrelerin Celastrol’lin farkli dozlarda maruz birakildi ve 24 saat sonra ilag dozuna
bagli olarak koloni olusumu incelendi ve sonug olarak Celastrol doza bagl olarak
HeLa hiicrelerin etkilimekte ve 1 uM Celastrol hiicreye verildiginde koloni olusumu

cok az veya goriilmemektedir (Sekil 3.3).

CELASTROL UYGULAMASI (uM)

0 0.075 1

Sekil 3.3. Celastrol’iin Hela hiicrelerinde koloni olusumuna etkisi. HeLa 1000
yogunlugunda 6 kuyucuklu kaplara ekildi. Hiicreler 24 saat boyunca segilen
Celastrol konsantrasyonlarina (0.075 ve 1 uM) maruz birakildi. Daha sonra, taze
besiyerle degisilirdi ve koloni olusumu i¢in 8 giin beklenildi. Daha sonra kolonilere
zarar vermeden besiyer atildi ve hiicreler oda sicakliginda 5 dakika boyunca
metanol ve asetik asit (3:1) ile sabitlendi. 1X PBS ile yikandiktan sonra, hiicreler 15
dakika boyunca kristal viyole ile boyandi, daha sonra fazla boya dH20 ile yikanda.
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3.4.CELASTROL’UN HeLa SERVIKAL HUCRA HATLARINDA YARI
YUMUSAK AGAR YONTEMi iLE KOLONiI OLUSUMUNUN
BELIRLENMESI

Yumusak agarda koloni olusumu deneyi, hiicresel ankrajdan bagimsiz biiyiimeyi in
vitro olarak dogrulamak i¢in kullanilan bir yontemdir. HelLa servikal kanser
hiicrelerine Celastrol 0.075 ve 1 uM konsantrasyonlarda uygulandi. Daha sonra 10
giin boyunca koloni olusumunu beklerken taze besiyer ile takviye edildi ve
fluoresan mikroskop ile goriintiilendi. Kontrol ile kiyaslandiginda Celastrol’iin
genel olarak zamana ve ilag dozuna bagli olarak koloni olusumunu azalttigi
belirlendi. En kayda deger koloni olusumu azalmasmin 1 pM Celastrol ile muamele
edilen hiicrelerde oldugu belirlendi (Sekil 3.4).

Kontrol 0.075 uM

Sekil 3.4. Yumusak agar yontemi ile koloni olusumunun belirlenmesi. 6
kuyucuklu petri kaplarina %0,5 lik agaroz ve besiyer karigimi eklenip ve
dondurduktan sonra tizerine %0,3 lik agaroz ve hiicre ve besiyer karigimi ekleyip
ve kuyucuklara Celastrol uygulandi ve 10 giin boyunca besiyeri yenilendi ve Hela
servikal kanser hiicreleri daha sonra fluoresan mikroskopta goriintiiledi. Sonugta
Celastroliin kontrola oranla yogunluga bagl olarak koloni olusumunu azalttig1

saptandi.
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3.5. FLUORESAN MIiKROSKOBUNDA HUCRE SAGKALIM VE
OLUMUNUN BELIRLENMESI

HeLa servikal kanser hiicrelerinde Celastrol uygulamasi sonunda hiicre sagkalim ve
Olimiinti belirlemek igin farkli boyalarla islemler gergeklestirildi ve fluoresan
mikroskopu ile goriintiilendi Sekil 3.5 de goriildiigi gibi 3 farkli boyama islemi
yapildi. 12 kuyucuklu petriye 50000 hiicre ekim yapidi ve 24 saat sonra ilag
uygulanip ve tekrar 24 saat sonra 3 farkli boya ile kendi yontemleriyle islemler

gerceklestirildikten sonra fluoresan mikroskopta goriintiilendi.

Dioc6 lipofilik 6zellikte olup endoplazmik retikulum, vesikiillerin ve mitokondri
membranlarinin boyanmasinda kullanilan bir fluoresan boyadir. Canli hiicrelerin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Fluoresan mikroskop ile 488 nm/525nm de yesil
olarak gozlemlendi. HeLa hiicrelerine Celastrol ilact uygulandiginda ilag dozuna
bagli olarak kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda canli hiicre miktarinin azaldigi
gozlendi ve en fazla azalmanin 1 uM Celastrol uygulanan hiicrelerde oldugu
belirlendi (Sekil 3.5).

DAPI ise bozulmus hiicre membranindan gegerek DNA’daki adenin ve timin
acisindan zengin bolgelere giiclii bir sekilde baglanmaktadir, boylece apoptozun en
onemli gostergesi olan DNA kiriklarint belirlemek miimkiin olmaktadir. Sekil 3.5
de HelLa servikal kanser hiicrelerinin, Celastrol uygulanan hiicrelerde zamana ve
doza bagl olarak azaldigini goriilmektedir. 1 puM Celastrol uygulanan hiicrelerde

daha fazla apoptotik hiicre belirlendi (Sekil 3.5).
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Celastrol Uygulamasi (mikromol)

0.075

Sekil 3.5. Fluoresan mikroskobunda hiicre sagkalim ve 6liimiiniin belirlenmesi.
Hiicreler 3 farkli boya ile boyandiktan sonra Celastrol uygulamasi yapilan
hiicrelerde doza bagli olarak hiicre canliliginin azaldig: saptandi. 1uM Celastrol
uygulamasinda HeLa hiicrelerinin canlilig1 kayda deger bir sekilde

engellenmektedir. Fluoresan mikroskobunda 20X biiyiitme kullanilmustir.

31



DCFDA2H, hiicre icindeki hidroksil ve diger reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
aktivitesini belirleyen bir boyadir. Hela servikal kanser hiicreleri ilag
uygulandiktan 24 saat sonra fluoresan mikroskop ile goriintillendi. Celastrol’iin

doza bagl olarak (1 uM) reaktif oksijen tiirlerini arttirdigi saptandi (Sekil 3.6).

Bu etki 0.075 uM Celastrol daha az ancak 1 mM uygulamasinda ¢ok daha kesin bir
SOD stimiilaasyonu oldugu gozlemlendi. Bu bulgular Celastrol’iin apoptoz iizerine
olan tesvik edici etkisini onaylar niteliktedir. Celastrol hem apoptozu ve hem de
ROS olusumunu kayda deger bir sekilde stimiile etmektedir. Bu bulgu hem

mikroskobik hem de molekiiler diizeydeki analizlerle ortaya konmus olmaktadir.

Celastrol Uygulamasi (mikromol)

0.075

DCFDA2H

400x

Sekil 3.6. Celastrol HeLa servikal hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin
olusumuna etkisi. DCFDA2H boya ile hiicre i¢indeki hidroksil ve diger reaktif
oksijen tiirlerinin aktivitesini 6l¢en bir boyadir. Fluoresan mikroskopta 400x

biiytitme kullanilmistir.

3.6.CELASTROL’UN HELA SERVIKAL KANSERi HUCRELERINDE
HUCRE DONGUSUNE ETKIiSi

HeLa servikal kanser hiicrelerine Celastrol 0,075 ve 1 uM konsantrasyonlarda
uygulandi ve western blot analizi gerceklestirildi ve daha sonra Chemidoc MP
cihaz ile goriintiilenme yapildi. HeLa hiicreleri 1 uM Celastrol’e maruz kaldiginda

p27 ve siklin E2 protein diizeyleri engellenmektedir, bu durumda hiicre dongiisiinde
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G1/S fazinin aktivasyonu dnlenmektedir. Ote yandan CDK 6, CDK 4, CDK 2 nin
Celastrol’den doza bagl olarak daha az etkilendigi belirlendi. Siklin A1 {izerinde

ise doza ve zamana bagli olarak etkisinin olmadig1 saptandi (Sekil 3.7).

0 0.075 1 Celastrol * (mikrom)
p27 27 KDa
Cdko6 36 KDa
Cdk4 . 30KDa
Cdk2 33 KDa
Siklin Al 52 KDa
SIKinE2 | - ‘” g 2hRDa
LM S TN
45 KDa

Beta aktin -. -

Sekil 3.7. Celastrol’iin HeLa servikal kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisiine etkisi.
Hela hiicreleri 24 saat boyunca 0,075 uM ve 1uM Celastrol ile muamele edildikten
sonra protein izolasyonu yapildi ve %12’lik SDS jelde vyiiriitiiliip ve PVDF
membran lizerine transfer edilerek primere antikorlarin baglanmasi saglandi ve
sonra primerde ve sonra sekonderde bekletip ve sonuglar Chemidoc MP cihazi ile

gortintiilendi. B-aktin kontrol olarak kullanildu.
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3.7. CELASTROL’UN HeLa SERVIKAL KANSERi HUCRELERINDE
LiPiD METABOLIZMASINA ETKIiSi

Celastrol’un lipid metabolizmasina olan etkisini servikal kanser hiicrelerinde
belirlemek amaci ile Western blot analizleri yapildi ve Chemidocda goriintiilendi.
Yag asidi baglayici protein 4 iin (FABP4) Celastrol’iin dozuna bagli olarak arttig
saptand1. Perilipin ise en iyi karakterize edilmis lipid damlaciklari ile uyumlu bir
proteindir ve lipoliz regiilayonunda kritik rol oynamaktadir. Bu noktadan yola
cikilarak perilipinin Celastrol’den etkilenimi arastirildi ve kayda deger bir fark
belirlenemedi ve C/EBPa ve Asetil CoA miktarinda ise ilacin dozuna bagli olarak

kayda deger olmamakla birlikte bir artisa neden oldugu saptandi (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Celastrol’tin HeLa servikal kanser hiicrelerinde lipid metabolizma
yollarin etkisi. %12’lik SDS jelde yiiriitiildiikten sonra PVDF membran {izerine
transfer edilerek primere antikorlarinin baglanmasini sagladi ve Chemidoc MP

cihazi ile gortintiilendi. 3-aktin kontrol olarak kullanildi.
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3.8. CELASTROL’UN HeLa SERVIKAL HUCRELERINDE LiPiD
BiRIKIMINE ETKIiSi

Hela servikal kanser hiicrelerinde Celastrol muamelesi yapildiktan sonra % 0,2 Oil-
Red-O lipid boyasi ile uygulama yapilarak lipid damlaciklari kirmizi olarak
gozlendi. Celastrol HeLa hiicreleri iizerinde doza bagl olarak lipid damlaciklarinin

olusmasinda azalmaya neden olmaktadir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Celastrol’in HelLa servikal kanser hiicrelerinde lipid metabolizmasi
yollarina etkisi. %12’lik SDS jelde yiriitiildiikten sonra PVDF membran iizerine
transfer edilerek primere antikorlarinin baglanmasini sagladi ve Chemidoc MP

cihazi ile goriintiilendi. B-aktin kontrol olarak kullanildi.

3.9. CELASTROL’UN HeLa SERVIKAL KANSER HUCRELERINDE
INVAZIV VE METASTATIK OZELLIKLERINE ETKIiSi

Celastrol’lin HeLa servikal kanser hiicrelerinin iizerine olan invaziv ve metastatik
karakterlerinin belirleyebilmek i¢in yara kapanma deneyi yapilmistir. Bu kapsamda
hiicrelerin ilag uygulama saati igerisinde ne kadar boliindiigli ve/veya hareket ettigi
saptanmuistir. Sonugta kontrol ile kiyaslandiginda Celastrol’un doza ve zamana bagl
olarak yara iyilesmesinde degisim yaptig1 goriilmistiir. Kontrol hiicrelerinde yara
iyilesmesi 48 saat sonra %60 iyilesme gosterirken, 0.075 pM Celastrol
uygulamasinda 48 saat sonra yara iyilesmesi goriilmemistir. Buna karsin Hela

servikal kanser hiicre hattina 1 uM Celastrol eklendiginde 24 saat sonra yara
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iyilesmesi goriilmemistir ve zaman ilerledik¢e daha fazla yara agilmis, c¢iinki
hiicreler ilag etkisiyle apoptoza egilim gostermislerdir ve 48 saat sonra 1 uM ilagh

hiicrelerde hiicrelerin ¢ok azaldig1 goriilmektedir (Sekil 3.10).

Celastrol Uygulamasi (uM)

0.075 1

Osa

24 sa

48 sa

Sekil 3.10. Celastrol’iin HeLa servikal kanseri hiicrelerinde yara lyilesmesi
izerine etlkisi. Kontrol ve 2 farkli doz ilag uygulanan HeLa hiicreleri 24 ve 48
saatlerde 151k mikroskop ile goriintiilendi. Kontroliin yara iyilesmesi 48 saat sonra
%060 iyilesme goriiniirken, ila¢ uygulanan hiicrelerde farkli sonug elde edilmistir.
0.075 puM celastrol uygulandiginda 0-48 saat igerisinde yara iyilesmesi %50
oraninda goriiliirken 1uM Celastrol HeLa hiicrelerinde 0-48 saat sonra

azalmaktadir ve yara iyilesmesinde azalma olmamaktadir.



3.10. CELASTROL’UN HeLa SERVIKAL KANSERINDE HUCRE
DONGUSUNE OLAN ETKIiSININ HUCRE AKIS SITOMETRESI iLE
BELIiRLENMESI

Celastrol’tin HeLa servikal kanseri hiicre hattinda hiicre déngiisiine olan etkisi flow
sitometri ile de analiz edilmistir. Pl fluoresan boyasi hiicrelerin DNA sina
baglanarak DNA igerigi hakkinda bilgi vermektedir. DNA ya baglanan boya
miktart her bir hiicredeki DNA miktar1 ile orantilidir. 0,075 uM ve 1 uM
Celastrol’lin 24 saat uygulamasinin hiicre dongiisii lizerine olan etkisini gostermek

icin hiicre akig sitometrisi analizi gerceklestirildi.

Kontrol, 0,075uM Celastrol ve 1uM Celastrol ile kiyaslandiginda G0/G1 fazindaki
hiicreler arasinda kayda deger bir fark belirlenemezken. S fazi hiicrelerinde kontrola
kiyasla 1 uM Celastrol uygulamasinda % 29 oraninda bir artis saptandi. G2/M
fazindaki hiicrelerde de kontrola oranla 0.075 uM uygulamasinda % 25 artis
bulunurken, 1 uM uygulamasinda % 19 azalis belirlendi. SubG1 analiz edildiginde
ise 0.075 uM Celastrol uygulandiginda 2 kat artis belirlenirken 1 uM
uygulandiginda kayda deger bir fark belirlenememistir. Sonug¢ olarak 0.075 uM

Celastrol uygulamasinda apoptoz tetiklenmis, diger uygulamalarda ise kayda deger

bir farklilik olmamistir (Sekil 3.11).

Tablo 3.1. Hiicre akis sitometresinde Celastrol’{in farkli konsantrasyonlarinin hiicre

dongiisiiniin farkli evrelerindeki etkileri.

UYGULAMA | HUCRE DONGUSU EVRELERINDEKI HUCRE SAYISI
(%)

G0/G1 S G2/M Sub G1
Kontrol 54,2 12,5 25,6 51
0.075 um/L 53,2 12,2 19,2 11,1
Celastrol
1 um/L 50,1 16,1 20,8 6,3
Celastrol
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Sekil 3.11. Celastrol’iin HeLa servikal kanser hiicrelerinde, hiicre dongiisiine olan

etkisinin hiicre akig sitometresinde analiz edilmesi. Celastrol 0.075 uM ve 1 uM

konsantrasyonlarda uygulandi.
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4. TARTISMA

Celastrol geleneksel Cin tibbinda sifal1 bir bitki olarak kullanilmaktadir (Tong v.d.
2007) ve bir¢cok hastaligin tedavisinde olumlu sonuglar vermistir, yapilan
aragtirmalar Celastrol’iin kanser hiicrelerinde canlilig1 inhibe edebilecegini, hiicre
dongiisiiniin  ilerlemesini  geciktirebildigini ve apoptozu uyardigmi ortaya

koymustur.

Bu arastirmada Celastrol’iin yag asidi sentaz yolagi iizerindeki etkileri HelLa
servikal kanser hiicrelerinde incelenmistir. Tiim diinya kadinlarinda ikinci yaygin
malign kanser tiirii ve dordiincii ana kansere bagli 6liim nedeni servikal kanserdir
(Jemal v.d. 2011). Servikal kanserin tekrarlanma hiz1 fazladir, yiiksek metastaz
riskine sahiptir ve bu da yiiksek 6liim oranina yol agmaktadir (Pectasides v.d.
2008). Yag asidi sentaz yolaginda bircok kilit hedefler bulunmaktadir, bu
aragtirmada hiicre dongiisii kilit proteinleri CDK lar ve p27 ele alinmistir ve P27
aktivitesinin CDK iizerinde etkin islevi belirlenmistir. Celastrol insan HeLa servikal
kanser hiicrelerinde, hiicre dongiisinde G2/M fazin durmasina neden oldugu
Rajendran v.d. (2012) tarafindan gosterilmistir ve bu arastirmada elde edilen veriler

bu aragtirma ile uyumluluk gostermektedir.

Bu calismada MTT canlilik testi ile elde edilen veriler, HelLa servikal kanser
hiicrelerinde Celastrol’iin 2 farkli dozda (0,075 pM ve 1 uM) hiicre canliginda etkili
oldugu gosterilmistir. Celastrol uygulanan hiicrelerde, 24 saat sonra siras1 ile 0,075
pM ve 1 pM ila¢ konsantrasyonlarinda %50 oranina yakin kontrol hiicrelere gore
hiicre canlilig1 azalmaktadir. Bu aragtirmada yapilan tiim uygulamalarda 2 farkli doz

kontrol ile kiyaslanmstir.

Gilinlimiize kadar elde edilen veriler Celastrol’iin yag asidi sentez yolaginin iizerinde
etkili oldugunu gostermektedir. Hiicre dongiisiinii diizenleyici bir protein olan p27
nin, viicut hacmi ve yag dokusu ile birlikte arttigi bilinmektedir. Bu ¢aligmada ise
Hela servikal kanser hiicreleri Celastrol’e maruz birakildiginda p27 nin ve yag

dokusunun azaldig1 saptandi

P27 nin metabolik etkilerinden birisi Cdk aktivitesinde farkliliklar yaratmasidir ve
farkli CDK’larda inhibitor aktiviteye sahiptir ve potansiyel bir tiimor baskilayici
gen olarak gorev yapmaktadir (Agnantis v.d. ., 2002). P27 ayn1 zamanda protein

birikiminin bir sonucu olarak, hiicre dongiisiine yeniden girisi bloke etmekte ve
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boylece adipozitlerin farklilagsmasini engellemektedir ve buna bagli olarak da Cdk
aktivitesinin inhibisyonu ile hiicre dongiisiiniin engellenmesi meydana gelmektedir
(Patel v.d. 1999). P27 siklin bagimli kinaz (Cdk) inhibitorii olarak hiicre
cogalmasimi ve hiicre hareketliligini ve apoptozu diizenlemektedir (Isabel v.d. .,
2008). Bir bagka aragtirmada p27 nin yag olusmasinda etkili oldugu gosterilmistir.
KO farelerinde p27 nin azalmasi leptin reseptoriinde artan yag kiitlesi hiicrede
goriilmiistir (Uchida v.d. ., 2005). Literatiire bakildiginda Celastrol’iin, insan
monositik 16semi hiicrelerini (U937), GO/G1 fazinda durdurdugu saptandi ve bu
nedenle siklin D1, cdk4, cdk6 ve cdk2’nin asagi regiilasyonunun gergeklestigi
ortaya kondu (Bin Peng v.d. ., 2010). Bu arastirmada elde edilen veriler literatiirdeki
bu wverilerle ile kiyaslandiginda ayni dogrultuda bulgularin elde edildigi
goriilmektedir ve Celastrol HeLa servikal kanser hiicrelerine uygulandiginda siklin

D1, cdk4, cdk6 ve cdk2 nin asag1 regiilasyonu olugsmaktadir.

Siklin E nin agir1 ekspresyonu ¢esitli insan kanserlerinde gézlenmistir ve siklin E
timor gelisiminde 6nemli rolii oynamaktadir (Keyomarsi v.d. .,1994). Siklin E ve
siklin bagimli kinaz inhibitorii p27, G1-S gegisinin iki 6nemli diizenleyicisidir
(Eelanson v.d. ., 1998). Siklin E1 ve Siklin E2 ikisi birlikte Siklin E olarak kabul
edilmektedir ve G1/S fazinin siklinleridir (Vincent v.d. ., 2012). Bu ¢alismada HeLa
servikal kanser hiicrelerine, Celastrol’iin doza bagli olarak Siklin E expresyonunu

azattig1 ve durdurdugu saptandi.

Hiicre dongiisii, kanser patojeninizdeki degisiklikler i¢in ana hedef durumundadir.
Tiim kanserler, tiimdr baskilayicilarda veya G1/S gecisini diizenleyen onkogenlerde
mutasyon igermektedir (Knudson, 2002). Siklin’ler hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar ve siklin A1, hiicrelerin G2/M faz1 boyunca
ilerlemesi i¢in gereken siklindir. Siklin A1 alternatif bir CDK2 ye bagimli A tipi
siklindir ve erken mayozda 6nemli rolii vardir (Sweeney v.d. ., 1996). Yapilan bu
caligmada ise HeLa servikal kanser hiicrelerine Celastrol uygulandiginda siklin A1l

miktarinda 6nemli bir fark belirlenmemistir.

Celastrol HeLa servikal kanser hiicrelerinde lipid metabolik yollarin1 modiile

etmekte ve bunu ortaya koyabilmek i¢in western blot analizleri gerceklestirildi

FABP4 (fatty acid binding protein 4), hedef hiicrelerde, 6zellikle adipozitler ve
makrofajlarda, inflamatuar ve metabolik siireclerle ilgili olarak glukoz ve lipid

metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Hotamisligil v.d. ., 1996).
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FABP4 eksikligi olan adipozitlerin lipoliz etkinligini azalttig1 belirlenmistir (Scheja
v.d. .,1999). FABP4’1n yiiksek ekspresyonunun, yiiksek dereceli rezidiicl hastaligin
(Kanser hiicreleri kemik iliginden) giivenilir bir molekiiler belirleyicisi
olabilecegini gosterilmistir (Tucker v.d. .,2014). Bazi ¢alismalarda FABP4’{in hiicre
proliferasyonunu ve apoptotik siirecleri etkileyebilecegi de bulunmustur (Boiteux
v.d. ., 2009). FABP4’lin islevi, kiiglik hiicreli olmayan akciger, meme, mesane,

prostat ve servikal kanserlerde gozlenmistir (Thompson v.d. ., 2017).

Literatiirde, Celastrol’iin insan dopaminerjik hiicrelerinde rotenonun neden oldugu
hiicre hasarina etkileri incelenmistir. Celastrol 0-8 giin tedavi amagli uygulanmastir.
Celastrol C/EBPa ve FABP4 ekspresyonunu azaltarak ¢ogu TG (tiroglobulin) yi
azaltig1 belirlenmistir (Choi v.d. ., 2016). Perilipin ailesi, lipolizi inhibe ederek lipid
homeostazini saglamaktadir (Asimakopoulou v.d. 2019). Lipid damlaciklarini
stabilize eden ve lipolizi kontrol eden perilipin iiyesi (perilipin 2) hem yaglanmanin
gelismesine ve hem de glukoza karsi1 gelistirilmis toleransa katkida bulunmaktadir
(Sun, v.d. ., 2012). Adenoviriis adipositlerde Celastrol’iin perilipin 1 in asiri

ekspresyonuna aracilik ettigi de saptanmustir (Li v.d. ., 2014).

Bu arastirmada HeLa servikal kanser hiicreleri Celastrol’e maruz kaldiginda
adipositler perilipin’in expresyonuna aracilik etmisler. Western blotting yontemi ile
Celastroliin perilipin iizerinde etkili oldiigli ve perilipinin arttig1 gosterilmiistiir.
Celastrol’tin lipid birikimi ve adipogenez {iizerindeki inhibitor etkisi, doza ve
uygulama siiresine ve bireysel dondre bagli olarak degismektedir. Ayni sonug
adipositlerde C/EBPa ve asetil CoA da da goriilmektedir. Sonug olarak Celastrol,

HeLa servikal kanser hiicrelerinde lipid birikimini 6nledigi sdylenebilir.

Kanser hiicrelerinin timdr uygulama alanindan koloni olusumu etkinligi, yiiksektir.
Servikal kanser hiicre hatlarinda (Hela hiicrelerinde) koloni olusumu fazladir.
Timordan olusan tek hiicreler, kendini yenileme potansiyelini yansitan ikinci timor
hiicresini iiretebilmektedir (Cioce v.d. ., 2010). HelLa servikal kanser hiicreleri,
yapiskan olmayan kiiltiir sistemi kullanilarak zenginlestirildi ve genisletildi.
Zenginlesmis kanser hiicreler, CSC (kanser kok hiicre) fenotipini sergiledi ve
servikal kanseri veya diger kanser tiirlerin terapotik temel ve poliklinik incelenmesi
icin CSC’lerin faydali bir model olabilmektedirler. insan servikal kanseri tedavisi
ve Onlenmesi i¢in yeni bir yontem olabilir ve bu nedenle daha fazla arastirmaya

gereklilik vardir (Kim v.d. ., 2006).
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Bu arastirmada Celastrol farkli dozlarda HeLa servikal hiicrelerine uygulanarak
koloni olusumu incelendi. Kontrol ile kiyaslandiginda zamana ve doza bagli olarak
koloni olusumunun azaldig1 saptandi. Bu veri Celastrol’iin HeLa servikal kanser

hiicrelerinde etkili oldugunu ortaya koymaktadir.

HeLa servikal kanser hiicreleri Celastrol ilacina maruz kaldiginda soft agarda koloni
olusumu 10 giin sonra kontrol ile kiyasla ila¢ dozuna bagli olarak kayda deger

oranda azalmaktadir.

Genel olarak, In vitro yara iyilesmesi (scratch assay), laboratuvarda hiicre gogiinii
analiz etmek i¢in kullanilan bir yontemdir. Yapilan arastirmalarda Celastrol’iin
epitel hiicrelerinin hareketliligini dogrudan etkiledigi tespit edilmistir ve bu veri
yara iyilesmesi deneyi ile saptanmigtir (Eraslan v.d. ., 2009). Bu arastirmada, HeLa
servikal kanser hiicrelerinde Celastrol 2 farkli dozda uygulandiginda 1 giin sonra
kontrol hiicrelerinde %60 oraninda yara iyilesmesi belirlenirken, uygulama yapilan

hiicrelerde yara iyilesmesi meydana gelmedigi gozlendi.

Ayrica farkli boyama yontemleri kullanilarak hiicre canliligi arastirmalari
gerceklestirildi: DIOCS6 lipofilik bir boyadir ve hiicrenin endoplazmik retikulumu
ve mitokondri membranini boyamakta ve canli hiicrelerin nukleusunun yesil renkte
goriinmesini saglamaktadir (Gokge v.d. ., 2011). DCFH ise hiicre i¢i ROS diizeyinin
tespiti i¢in kullanilan bir boyadir. DCFH ile boyanan kanser hiicrelerinin i¢indeki
ROS birikimi fluoresan gostermektedir ve bu da apoptozun uyarildiginin
gostergesidir (Rahman v.d. ., 2015). DAPI mavi fluoresan sergileyen DNA’ya 6zgii
bir boyadir ve canli hiicre zarindan ge¢cmektedir. DAPI boyama apoptozda hiicre
zar1 gecirgenligini arttirmakta ve daha giiclii bir mavi fluoresans vermektedir
(Kapuscinski., 1995). HeLa servikal kanser hiicreleri DAPI boyamast ile apoptotik
hiicreler belirlenmis ve apoptotik hiicre sayist kontrol grupundan daha fazla
gozlenmistir. Farkli dozlarda ila¢ uygulanan hiicrelerde, doza bagimli sekilde

apoptoz ve DNA kiriklarina neden oldugu goriilmiistiir (Rahman v.d. ., 2015).
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HeLa servikal kanser hiicrelerine Celastrol uyguladiktan sonra hiicre 6liim ve
sagkalimimi saptamak igin, hiicrelere boyama islemleri yapilarak fluoresan
mikroskobunda gériintiilenmistir. Yapilan arastirmada 4 farkli boya DIOC6, DCFH,
DAPI kullanildi ve hiicreleri ilach ve ilagsiz durumlarda incelendi (Sekil 3.5).

DIOC6 ile HeLa servikal kanser hiicreleri boyanmustir ve 3 farkli durumda (kontrol,
0,075 uM ve 1 uM Celastrol) incelenmustir. Kontrol ile kiyaslandiginda Celastrol
hiicreye eklendiginde DIOC6 canli hiicrelerin mitokondri membraninm1 daha az
boyamaktadir ve 1 uM’de en az yesil renk goriilmektedir. Celastrol’iin doza bagli

olarak canli hiicre sayisin1 azalttig1 gézlenmistir.

DCFH hiicre i¢i ROS seviyesini tespiti i¢in kullanilan bir boyadir. HeLa servikal
kanser hiicrelerine Celastrol uygulandiginda 1 uM Celastrol kontrol ile
kiyaslandiginda ROS un daha fazla oldugu saptanmigtir. DAPI mavi fluoresan veren
DNA ya 6zgii bir boyadir, saglam ve canli hiicre zarindan gegebilir. HeLa servikal
kanser hiicrelerine uygulandiginda kontrol ile kiyaslandiginda doza bagli olarak
canlilik farklidir ve 1 pM Celastrol uygulandiginda canli hiicreler azalmistir.
Celastrol 0.075 uM eklendigine, kontrol ile kiyaslandiginda canlilikda az fark

gorilmistir.

Celastrol’iin hiicre siklusuna olan etkisi DU145 prostat kanseri hiicre hattinda
calisilmis ve flow sitometri ile incelenmistir. Celastrol 24 saat buyunca 0,5-2 uM
hiicrelere uygulanmis ve Celastrol’in DU145 hiicrelerinde apoptozu arttirdigi
GO/G1 faz hiicrenin yiizdesi kademeli olarak artmig ve S fazi hiicrelerinin orani
azalmis ve G2/M fazindaki hiicrelerin yiizdesi iizerinde ise az bir etkisi olmustur
(Arcangeli v.d. ., 2009). Bir diger arastirmada da Celastrol’iin DU145 prostat
kanseri hiicre hatlarinda GO0/G1 fazinda hiicreleri bloke ettigi bildirilmistir
(Arcangeli v.d. ., 2009).

Bu arastirmada da Celastrol iki farkli dozda (0,075 uM, 1uM) hiicrelere uygulanmis
ve kontrol ile kiyaslandiginda apoptoz yiizdesi iizerinde ¢ok etkili oldugu
saptanmistir, ayrica 0,075 uM Celastrol’iin G0/G1, G2/M fazlarinda hiicrelerin
ylizdesi lizerinde az etkili olmustur. Hiicre siklusuna olan, Celastrol’iin etkisi HeLa
servikal kanser hiicre hattinda ¢alisilmis ve flow sitometri ile incelenmistir. 0,075
ve 1 pM Celastrol 24 saat buyunca hiicrelere uygulanarak kontrol ile
kiyaslandiginda, Celastrol’iin HeLa hiicrelerinde apoptozu ve GO/G1 fazindaki
hiicrelerin ylizdesini kademeli olarak azalttig1 saptandi. Ayrica S fazi hiicrelerinin
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yiizdesi kontrol ile kiyaslandiginda 0,075 uM Celastrol uygulamasinda azalma ve 1
uM uygulamasinda ise artis gozlendi ve G2/M fazi hiicrelerinin yiizdesinin de
azaldig1 belirlendi. Sub G1 hiicrelerinin orani kontrol ile kiyaslandiginda ise artis

goriilmiistir (Sekil 3.10).

Ozetle Celastrol kanser, kardiyovaskular ve ndrodejeneratif hastaliklarda terapotik
acidan Onem arz etmektedir. Celastrol’lin bu calisma igerisinde hiicre 6liimiinii
tesvik ettigi ve lipogenezde etkili oldugu HeLa servikal kanser hiicre hatlarinda
belirlendi. Bu ¢alismadan sonra daha ileri molekiiler analizler uygulanarak kanser

hiicreleri igindeki spesifik hedeflerin belirlenmesine gereklilik bulunmaktadir.
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6. EKLER

6.1. KULLANILAN CIHAZLAR

Tez c¢alismas1 kapsaminda yapilan deneyler kullanilan cihazlar Tablo 6.1 de

gosterilmektedir.

Tablo 6.1 Kullanilan cihazlar.

ADI URUN KODU FIRMA ADI
Buzdolabi (No frost) 4263TMB Argelik
ChemiDoc  Gérintileme | 1708280 Bio-Rad
Cihazi

Derin Dondurucu 2041D Argelik
Fluoresan Mikroskobu Model: 1X71 Olympos
Sentrfij 5810R Eppendorf
Mini spin SN0708 LabNet
Dikey akisli gtivenlik kabini Model: 12469,2000 HeraSafe
Distile Su Cihaz 12469,2000 D56412 TKA-Pacific

Dondurucu (-800C)

Ultra Low

New Brunswick

DynaMag-2 Magnet

Temperature 12321D

Scientific Life

Technologies

Elektroporator Micropulser BioRad

Fluoresan atagmanli invert | nodel: 1X71 Olympus
mikroskop

Fluorometre Fluoroskan Thermo Labsystems
Gig Kaynagi Ascent PowerPac/Basic BioRad
Mikropipet (0,5ul-10ul) EH52836 Thermo Scientific
Mikropipet (2ul-20ul) CJ17240 Thermo Scientific
Mikropipet (20ul-200pul) EH46925 Thermo Scientific
Mikropipet (200ul-1000ul) | T27274 Thermo Scientific
Mikroplaka okuyucu, 680 Bio-Rad

Otoklav 0T032 Nive

Vorteks SA8 Stuart/ProLab
Facs Flow Cihaz AC6531180147 BD ACURI C6
Elektroforez aparatlari 1658004 BioRad
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PVDF Membran 88518 Thermo acientific
Sivi azot tanki Arpege 40 Air Liquide
Hemositometre - Neubar
Spektrofotometrede Ultraspec 2100 pro Biosciences
inktibator Heracell Thermo

Laminar Flow 12469,2000 Herasafe
Buzdolabi 4263 TMB Argelik

6.2.HUCRE KULTURU DONANIMLARI
Tez calismasit kapsaminda hiicre doku kiiltiiriinde kullanilan malzemeler Tablo

6.2 de goserilmektedir.

Tablo 6.2. Hiicre kiiltiirii donanimlari.

ADI URUN KODU FIRMA ADI
12 kuyucuklu petri 92012 TPP

6 kuyucuklu petri 92006 TPP

60 mm petri 93060 TPP

T75 (75 cm?lik kaltur flask) | 90076 TPP

T25 (25 cm?lik kaltur flask) | 90026 TPP

96 Kuyucuklu Petri 92096 TPP

Fetal Bovin Serum 10500-064 Gibco
DMEM besiyeri 41966-029 Gibco
100 mm petri 93100 TPP

Steril pipet (10ml) 94010 TPP

Steril pipet (5ml) 94005 TPP

Etlv Heracell 1150 Thermp
Hemositometre - Neubauer
Pipet Uclar - CAPP
Laminar flow 12469.2 Thermo
Penisilin/Streptomisin 15140-122 Gibco
Tripsin-EDTA 25200-056 Gibco
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6.3.KULLANILAN KIMYASALLAR

Tez kapsaminda kullanilan kimyasallar Tablo 6.3 de gosterilmistir.

Tablo 6.3. Kullanilan kimyasal maddeler.

ADI URUN KODU FIRMA ADI
Celastrol 3203/10 Tocris biotechne
PBS (Phosphate Buffer | BE17-51-5F LONZA
Saline)

DMSO K46505343517 Merck

H202 Hidrojen Peroksi K39218400838 Merck

Fetal Bovin Serum 10500-064 Gibco
izopropanol K44518295321 Merck
Luminol A2185 Applichem
Metanol 24229 Sigma-Aldrich
MTT M2128-5G Sigma-Aldrich
Page ruler Plus Prestained | 26619 Fermentas
Protein Ladder

TEMED A1148,0100 Applichem
Tris-baz 648310 Calbiochem
Tris-HCL 648317 Caliochem
Yagsiz sit tozu SC-2325 Snta Cruz Biotechnology
Tween 20 S6740684348 Merck
Tripsin-EDTA 25200-056 Gibco

Kristal viyole FN1048735 Merck
Agaroz A9539 Sigma-Aldrich
DIOC6 Boya 2129966 Flika
DCFH-DA Boya C6827 invitrogen
Coomassie brillant A3480 Applichem
SDS (Sodum Dedosil Suilfat) | UN1888 Applichem
Laemmli S3401-1V Sigma
Oil-Red-O 01391 Sigma
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EtOH CAS 64-17-5 AlkoMed
Pl Boya P4170-100 MG Sigma-Aldrich
Kloroform UN1888 Applichem

6.4 KULLANILAN PRIMERLER

Tablo 6.4. ¢calisma kapsaminda kullanilan antikor ve primerler

ADI URUN KODU FIRMA ADI
B-actin (Rabbit)) 4970 CST
Cyclin E2(Rabbit) 4132 CST
Cyclin A1 (Mouse) 4656 CST
Cdk2 (Rabbit) 2546 CST
Cdk4 (Rabbi) 12790 CST
Cdk6 (Mouse) 3136 CST
P27 (Rabbit) 2552 CST
Acetyl-Coa (Rabbit) 8178 CST
Perilipin (Rabbit) 9349 CST
C/EBPa (Rabbit) 8178 CST
FABP4 (Rabbit) 3544 CST
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Tablo 6.5. SDS page %12 jel ierikler (2 jel icin)

Alt jel(seprating gel)

Su 3,4
1,5M Tris-Hcl, ph 8,8 2,5
%10 SDS 0,1
Acrylamide/bisacry (30%, 0,8% w/v) | 4
%10 (w/v) Ammonium persulphate | 80
(APS)
TEMED 10
Ust jel (stacking gel)
Su 3,075
0,5M Tris-Hcl, ph 6,8 1,25
%10 SDS 0,05
Acrylamide/bisacry (30%, 0,8% w/v) | 0,67
%10 (w/v) Ammonium persulphate | 0,025
(APS)
TEMED 0,005
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