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OZET

Kolon kanseri, kanserden 6liimlerde akciger kanserinden sonra yer alan yaygin bir kanser
tiiriidiir. Kolon kanserinin diinyada artan goriilme sikligina bagli olarak yeni tedavi
stratejilerine ve molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasmna gerek duyulmaktadir.
Epibrassinolid (EBR), bitki buylme duzenleyicilerinden brassinosteroidlerin (BR) bir
iiyesi olup polihidroksisteroid yapidadir. EBR’nin omurgalilarda bulunan steroid
hormonlara da yapisal olarak benzerlik gdsterdigi bilinmektedir. EBR’nin apoptotik hiicre
Olimiinii tetikledigi farkli kanser hiicre hatlarinda laboratuvarimiz tarafindan cesitli
calismalarda belirlenmistir. Ayrica, ¢alismalarimiz EBR’nin normal epitel hiicrelerine
etki etmedigini gostererek, klinikte kullanilabilirligi agisindan Onemli bilgiler elde
edilmistir. EBR’nin neden oldugu apoptozun molekiiler temelleri SILAC (stable-isotope
labelled aminoacid in cell culture) yontemi ile belirlenmistir. Hiicre sagkalimi, apoptoz
ve endoplazmik retikulum (ER) stresi ile ilgili pek ¢ok proteinin anlamli bir sekilde

degistigi laboratuvarimizda gergeklestirilen deneyler ile gosterilmistir.

Bu noktadan hareketle tez kapsaminda EBR ’nin potansiyel anti-tiimoral etki mekanizmasi
kolon kanseri hiicrelerinde in vitro ve in vivo denemeler ile aydinlatilmak istenmistir. Bu
amacla SW480 ve DLD-1 hiicre hatlar1 kullanilmis, SW480 hiicreleri ise SCID (severe
combined immunodeficiency) farelere subkutan olarak matrijel icerisinde verilerek kolon
kanseri modeli olusturulmustur. /n vitro deneylerde EBR’nin sferoid biiyiimesini
engelleyici etkisi tespit edilmistir. Bunun yani sira, tiimor olusumunu takiben giinlik EBR
uygulamalari ile tiimér c¢apit ve hacminin doz uygulamasma bagl olarak timor
biiylimesine ket vurucu etkisi tespit edilmistir. Bunun yanisira bu etkinin tiimorii olusturan
hicrelerde apoptotik hiicre 6liminin tetiklenmesinden daha ziyade hiicre dongustne ket
vurarak tetikledigi gosterilmistir. Bu ¢alisma ile EBR’nin kolon kanserine kars1 in vivo

modelde olas1 anti-tiimoral ve sistemik etkisi literatiirde ilk defa modellenmistir.
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ABSTRACT

Colon cancer is the second leading cause of cancer related deaths after lung cancer. Due
to the increasing incidence of colon cancer in the world, new treatment strategies and
molecular mechanisms need to be clarified. Epibrassinolide (EBR) is a member of
brassinosteroids (BR) from plant growth regulators and has a polyhydroxysteroid
structure. EBR is also known to be structurally similar to steroid hormones found in
vertebrates. Various studies have been conducted by our laboratory in different cancer
cell lines in which EBR induces apoptotic cell death. In addition, our studies showed that
EBR does not affect normal epithelial cells and important information was obtained in
terms of its usefulness in the clinic. The molecular basis of the EBR-induced apoptosis
was determined by SILAC (stable-isotope-labeled aminoacid in cell culture) method.
According to study results, EBR altered cell death and survival decision mechanism

through effecting endoplasmic reticulum (ER stress).

From this point of view, the scope of the thesis was to elucidate the potential anti-tumor
action of EBR with in vitro and in vivo experiments using colon cancer cells. For this
purpose, SW480 and DLD-1 cell lines were used, and SW480 cells were administered
subcutaneously in SCID (severe combined immunodeficiency) mice and colon cancer
model was generated. In vitro experiments have shown that EBR inhibits spheroid growth.
In addition, daily EBR administration following tumor formation induced tumor growth
and tumor volume decrease in a dose-dependent manner. In addition, this effect of EBR
was due to cell cycle inhibition rather than apoptotic cell death induction in tumor-forming
cells. This study, therefore, was the first of the literature showing the possible anti-tumoral

and systemic effects of EBR in in vivo colon cancer model.
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1 GIRIS VE AMAC

Kolon kanseri gastroinstestinal sistemde meydana gelen kanserden 6liimlerde diinyada
ikinci sirada bulunan yaygm bir kanser tipidir. Diinya saglik orgiitii (WHO) niin 2018
tahmini verilerine gore yaygin kanser tiirlerine bakildiginda kolon kanseri 1.80 milyon
vakada rastlanmistir ve 6liimle sonuglanan kanser vakalar1 arasinda 862 bin ile diinyada
ikinci sirada yer almaktadir. [1]. Risk faktorlerine bakildiginda baslica mutasyonlar ve
bunu takiben hareketsizlik, genetik faktorler, sigara kullanimi gibi birgok farkli sebeple
ortaya ¢ikabilir. Kadinlara kiyasla kolon kanser tipleri erkek bireylerde daha fazla
goriildiigii tespit edilmistir. Risk faktorlerine ek olarak c¢evresel faktorler de kolon
kanserinin gelismesinde yas ile beraber onemli rol oynamaktadir. Cesitli gografi bolge ve
etnik gruplar incelendiginde kolon kanseri goériilme sikliginda onemli degisimler
gerceklesmektedir [2]. Amerikan Kanser Toplulugu (American Cancer Society) 2017 yili
istatistiklerine gore yilin ilk 4 ayinda 95500 kisiye kolon kanseri teshisi konmustur. 50200
den fazla kisinin kolon kanserine bagli hayatlarin1 kaybettigi de veriler dahilindedir [3].
Tirkiye’de ise Tiirkiye Halk Sagligi merkezinin 2017 verilerine gore erkeklerde kadinlara
kiyas ile 2 kat daha fazla kolon kanser teshisi mevcuttur. Bu durum uygulanmakta olan
farkli tedavi stratejilerinin yetersizligini ifade eder niteliktedir [4]. Bu veriler yeni

terapotik ajanlarin ve de kombin tedavilerin gelistirilmesi gerektigini ortaya koymaktadir.

Brassinosteroidler (BR), bitkilerde biiyiime hormonu benzeri yapilardir. Baslica etkileri
arasinda hormone dengesinin saglanmasi ve korunmasi, enzim aktivitelerinin
diizenlenmesi, protein sentezinin diizenlenmesi ve niikleik asitlerin sentezinin saglanmasi
gibi birgok farkli 6rnek bulunmaktadir. Bitki hiicrelerinin membranlarinda lokalize olan
ve heteroligomerize reseptor halinde aktif olarak bulunur [5]. Brassinosteroid reseptdr
iliskisi kurulmasmi takiben RLCK, BSK ve CDGI1 aktivasyonu ile ardisik seri
fosforlanmalar ile sinyal itemini saglamakatadir[6]. Sonucunda bir¢cok farkli

transkripsiyon faktorii aktive olmakta ve cevap genlerin ¢aligmasini saglamaktadir.



Brassinosteroidler sahip olduklar1 steroid yapilarindan ve islevlerinden Otiirii prostat
hiicrelerinde ki androjen ve meme hiicrelerinde ki Ostrojen’e benzedikleri
diistiniilmektedir. Bir BR tiirevi olan 24-epibrassinolid (EBR) ¢esitli kanser hiicrelerinde
poliamin metabolizmasini, endoplazmik retikulum stresini ve bu yolaklara bagli apoptoz
sinyal yolagini g¢alistirmis ve hiicrelerin programlanmis hiicre 6liimiine gitmelerini
saglamigtir [7-10]. Yapilan ¢aligmalar EBR’nin gelisen kanser tiplerinde de hiicre
dongusii ve apoptoz yolaginda etkin kaspaz aileleri, Bcl-2 aile proteinleri gibi birgok farkl
protein ailesini etkiledigi ortaya konmustur [11]. Ayn1 zamanda farkli p53 profiline sahip
kolon kanser hiicrelerinde endoplazmik retikulum stresini takiben gerceklesen
katlanmamig protein cevabi (UPR) ile apoptotik hiicre oliimiine gittigi belirlenmistir.
Ayni zamanda UPR aktivasyonu ile ubikuitinlenen protein miktarinda artis oldugu ortaya

konmustur [8, 12].

Otofaji hiicrelerde biriken ve enerji geri doniisiimii i¢in kullanilacak olan genel hiicre
iceriginin kargolar halinde otofagozomlarla g¢evrilerek lizozom organeli ile flizyon
gergeklestirilmesi sonucu ile enerjinin geri kazanimimi saglayan bir islemdir. Bu islem
sirasinda otofagozom ve lizozom flizyonunu takiben ortaya otolizozom g¢ikmaktadir[13].
Otofaji sinyali genellikle kanser hucrelerinin uygulanan strese karsi olusturdugu erken
hayatta kalim cevabini ifade etmektedir. Fakat yapilan ¢aligmalar uzun siireli stres
varliginda hiicrelerin programlanmis hiicre Olimii olarak bilinen apoptoz yolagini
destekleyecek sekilde otofaji sinyali ile 6ldiigiinii géstermistir [14]. Otofaji sinyali hiicre
achigia veya stres cevabina karsi gelisen ve stress faktorleri sayesinde ortaya ¢ikmis
hasarli protein, organel, lipid yapilar ve bircok benzeri yapmin ortadan kaldirilmasi ile
enerjinin geri doniistliriilmesini hedeflemektedir. Otofajinin baslatilmas: genellikle
MTOR proteinin inhibe olmasini takiben Ulk-1 proteinin serin 555 den fosforlanmasi ile
baglar. Fosforlanma islemi sonrasmnda Beclin-1 Bcl-2 proteinleri arasindaki
homodimerizasyon bozularak otofagozom membraninin niikleasyonu baslamaktadir.
Ulk-1 proteinine gergeklestirilen bu fosfat transferini AMPK ad1 verilen ve hiicrede aglik
sensOru olarak gorev yapan bir protein tarafindan gergeklestirildigi bilinmektedir. [15] Bu
noktada Ulk-1 proteininden bagimsiz olarak Beclin-1 Bcl-2 proteinleri arasinda ki

heterodimerizasyonu JNK proteininin bozdugu da bilinmektedir. JNK ayni zamanda



endoplazmik stresine bagli olarak aktifleserek hiicre 6liimiinii tetikleyen bir proteindir.
EBRnin uzun siireli stress kondiisyonunu takiben JNK protein anlatimini arttirmasi
endoplazmik retikulum stresini takiben Ulk-1 proteininden bagimsiz otofaji aktivasyonu

ile hiicre 6liimiiniin gergeklesebilecegini ifade etmektedir [16].

WO 2005023073 Al patent no’lu caligma EBR’nin toksik olmayan bir kimyasal yapiya
sahip oldugunu ve farelerde kullanilabilecegini ifade etmektedir. Siganlarda yapilan EBR
calismas1 36 hafta boyunca igme sularina eklenen EBR ile birlikte siganlarda kanda
kolesterolii tasimakta olan lipoprotein (LDL) degerlerini %10 ile %25 arasinda diisiirdiigi
tespit edilmistir [17]. SW480 kolon kanser hiicrelerinin immun sistemi baskilanmig
farelerde tiimor olusturabilme 6zelligine sahip oldugu bilinmekte olup patentte belirtilen

letal dozlar1 agmadan EBR kullaniminin miimkiin oldugu diistiniilmektedir.

Bu bilgiler dogrultusunda bu tez ¢alismasinin amaci in vitro ¢aligmalarda kolon kanser
hiicrelerinde endoplazmik retikulum stresine bagli apoptoz yolagini ¢alistiran fakat epitel
hiicrelerinde apoptotik bir etki gézlemlenmeyen EBR ilacinin in vivo ¢alisma ile etkisinin
doza bagl olarak dogrulanmasi, EBR’nin ilk kez in vivo deneylerde incelenecek olmasina
bagl olarak olusturulan SW480 ksenograft fare modellerinin EBR arasindaki iliskinin
aydmlatilmas1 ve elde edilen verilerin gelecekte ki faz ¢alismalaria Oncii veri olarak

kullanilmas1 amag¢lanmaktadir.



2 GENEL BILGILER

2.1 KOLOREKTAL KANSER EPIDEMIiYOLOJISi

Kolon kanseri, kanserden 6liim nedenleri arasinda ii¢lincii sirada yer alan diinya genelinde
biiyiik oranlarda her yil artan sayida yeni taninin kondugu 6nemli bir saglik problemidir.
Global surveillance of trends in cancer survival 2000-14 (CONCORD-3), verileri diinya
iizerinde kanser tiirlerinin %75'ini gosteren ve sik rastlanilan kanserlerden her biri i¢in
20002014 willar1 arasinda hastaliklar1 tespit edilen bireylerden elde edilmistir.
CONCORD-3 g¢aligmasinda, kolon kanserine 65 iilkede 4.198.637 yetiskin de
rastlanilmistir ve sag kalimin 6zellikle Orta ve Giiney Amerika'da, Asya'da ve Avrupa'da
genis dlglide degistigi belirtilmistir [18]. Ayrica Tiirkiye Birlesik Veri Tabam (TUIK)
verilerine gore de kolon kanseri hem kadinlarda hem de erkeklerde tiglincii sirada yer
almaktadir. Erkeklerde yiiz binde 23,1 ve kadinlarda ise yiiz binde 14,4 siklifinda
goriilmektedir (Sekil 2.1). World Health Organization (WHO) 2018'de tahmini verilerine
gore Oliimiin 6nde gelen nedenleri incelendiginde en yaygim kanserlere Bakildiginda
kolon kanseri i¢in diinya ¢apinda 1,8 milyon vaka tespit edilmistir ve 6limlere neden olan

kanserler siralamasinda kolon kanseri 862 000 6liim ile ikinci sirada yer almaktadir (4).

Trakea,Brong,Akciger NN 52.5 Meme I 3.8
Prostat GG 33.1 Tiroid | 1.7
Kolorektal |G 3.1 Kolorektal I 14.4
Mesane I 0.2 Uterus Korpusu I 10.0
Mide I 14.2 Trakea,Brong,Akciger N 9.0
Non-Hodgkin lenfoma [N 6.9 Over I 6.4
Bobrek NN 6.8 Mide NN 6.3
Larinks N 6.6 Non-Hodgkin lenfoma [N 4.9
Tiroid N 6.0 Uterus Serviksi I 4.5
Pankreas I 5.6 Beyin, sinir sistemi 1 4.1
0.0 10.0 20.0 300 400 50.0 60.0 0.0 100 20.0 300 40.0 50.0

Sekil 2. 1. Erkeklerde ve Kadinlarda En Sik Goriilen 10 Kanserin Yasa Gore Standardize
Edilmis Sekli [4] (Diinya Standart Niifusu, 100.000 Kiside)



2.1.1 Kolorektal Kanser Risk Faktdrleri

Kolon kanseri ile ilgili diinya fiizerinde ¢esitli popiilasyonlarindan elde edilen
epidemiyolojik bulgulara gore kolon kanserine rastlanma siklig1 iilkelere ve topluluklara
gore farkliliklar gosterdigi belirlenmistir. Kolon kanseri lizerinde etkisi oldugu diisiiniilen
faktorler ise yas, diyet, ¢evresel faktorler, viicut kitle indeksi (kg / m2 olarak BMI), kolon
kanseri aile 0ykiisii, saglik davranisi ile ilgili (beslenme, sigara, alkol ve diger) faktorler
ve inflamatuar bagirsak hastaliklaridir.Yapilan analizlerde asir1 kilolu olan obez
erkeklerde kolon kanseri riskinde artis oldugu tespit edilmistir ve erkeklerde kadinlara
oranla daha yiiksek bir iligki oldugunu kadinlarla erkekler arasindaki abdominal yaglanma
oranlarmin farkliliginin kolon kanser riskini etkiledigi disiiniilmektedir [19]. Kolon
kanseri igin kalitsal olmayan etkenler arasinda yer alan yas faktorii en Oonemli risk
faktoridiir. Bakildiginda 40 yas itibari ile kolon kanseri riski artmaya baslamaktadir ve
50 yas iizeri risk hizli bir artis gdstermektedir. Ozellikle kolon kanseri vakalarmin
%90’ 50 yasmdan sonra gelistigi tespit edilmistir [20]. Genetik risk faktorleri
incelendiginde ise genetik mutasyonlara baglh olarak gelisen kolon kanseri iizerinde;
p53 geninde de meydana gelen mutasyonlar kolon kanseri hiicrelerine blytk bir oranda
cogalma, hiicre dongiisii ve apoptozun kontroliiniiniin ortadan kalkmasi gibi sonuglar
meydana getirmistir. HNPCC (Herediter nonpolipozis kolon kanser) hastalarinda FAP
hastaliginda ve APC genindeki mutasyon sebebiyle kolon kanseri gelismektedir [21].
Ailede kolon kanseri dykiistiniin bulunmasi1 6nemli bir risk faktortdir ve 6zellikle birinci
dereceden akraba birlikteligine baglh olarak ortaya ¢ikan sonuglar yiiksek oranda pozitif
bir iliski gostermektedir. Kolon kanseri risk faktorleri igerisinde istatistiksel olarak
anlaml1 derecede en yiiksek oranda risk faktdrleri ise birinci derece akrabalarinda hem
kolon kanseri dykiisii bulunan hem de inflamatuar bagirsak hastaligi bulunan vakalar da

belirlenmistir [22].

2.1.2 Kolorektal Kanserde Tam ve Tedavi Stratejileri

Kolon kanserlerinin %80’inden daha yiiksek bir orani kolon poliplerinden gelismektedir
ve kolonda polip ya da erken evrede kanserin belirlenmesinde tarama testleri kullanilmasi
ile uygun tedavi yontemleri belirlenerek hastalar normal yasamlarini siirdiirebilmektedir.

Ayrica erken teshis i¢in genis tarama programlar1 son derece dnemlidir. Kolon kanser



taramast ve erken tanist i¢in belirlenen en dogru yontem kolonoskopi olarak
belirlenmistir. Kolonoskopi lezyonun dogrudan tesbit edilmesi ve biyopsi alinmasina
yardimci olan invaziv bir yontemdir. Kolonoskopi Amerika Birlesik Devletleri, Almanya,
Polonya ve italya gibi iilkelerde ilk sirada tercih tan1 ve tarama testi olarak kabul edilmistir
[23]. Ayrica tarama ve erken tanida en sik tercih edilenler sigmoidoskopi, kolonoskopi ve
goriintiileme yontemleri oldugu belirlenmistir. Kolon kanseri tan1 ve tarama yotemleri
arasinda yer alan sigmoidoskopi ise kisaca kalin bagirsagin son kismimin endoskopik bir
cihaz vasitasiyla kontrol edilerek tani konulmasma yardimei olmaktadir. Kolon
kanserinde erken tan1 i¢in kullanilan bir diger yontem diskida gizli kan testi (faecal occult
blood testing, FOBT) olarak bilinmektedir. FOBT uzun zamandir kolorektal kanser
tarama programlarinda kullanilmaktadir ve sensitivite %12,9-%79.4, spesifitesi %86.7-
%97.7 oranlar1 arasinda gosterilmistir [24]. Ayrica diger tani testlerine gore kolonoskopi
ile karsilastirildiginda daha ucuz bir test olarak bilinmesine karsin giivenirligi ve
hassasiyeti daha diisiik oldugu goriilmiistiir [25]. Kolon kanseri tani testleri olarak fekal
immiinokimyasal test (FIT) ve digki DNA testi (SDNA) de kullanilmaktadir. FIT testi
yanlis pozitiflik ya da negatiflik sonuglar verebilmektedir ve sSDNA testi ise oldukca

pahali olmasi nedeniyle ¢ok tercih edilmeyen tan1 yontemleridir [26].

Kanser tanis1 koyulduktan sonra yapilmasi gereken en Onemli adim evresinin
belirlenmesidir. Hastaligin evresi tespit edilerek kanserin viicuttaki durumu, ilerlemesi ve
hangi evrede oldugu bulunabilmektedir. Kolon kanseri evreleri I-IV arasinda
evrelendirilir ve tedavi yontemleri de vakanin evresine gore belirlenmektedir. Bu
evrelerden I. kanser kalin bagirsagin ylizeyini déseyen hiicreler(mukoza) yoluyla biiyiime
gostermistir, Il. kanser kalin bagirsak duvari igerisine veya duvar boyunca biiylime
gostermistir, I11. kanser yakindaki lenf diiglimlerine yayilmistir, V. kanser diger organlar

ve uzak bolgelere yayilmaya baglamistir [2].
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Sekil 2. 2. Kolon kanserin ilerlemesinde gegirdigi evreler [27].

Kolon kanseri tedavi yontemleri incelendiginde {li¢ ana tedavi segenegi bulunmaktadir. Bu
tedavi yontemleri cerrahi midahale, radyasyon ve kemoterapi tedavisidir. Kolon
kanserinde erken evrede cerrahi mudahale tercih edilmektedir [28]. Kolon kanserinin
erken evrede tanimlandiginda yerel ve tamamen polip igerisinde bulundugunda
kolonoskopi yontemi ile kanser tamamen c¢ikarilabilmektedir. Ancak biiyiik poliplerin
¢ikarilmast i¢in ise endoskopik mukoza rezeksiyonu ile kalin bagirsagin i¢ yiizeyini
dbseyen hiicrelerin bir boliimiiniin alinmasi ile gergeklestirilir. Cerrahi midahalelerden
kolonoskopi yapilmasina karsin c¢ikarilamayan polipler laparoskopik cerrahiyle
cikarilabilmektedir. Kolon kanserinin ileri evrelerinde ise karaciger ve akcigerlere
yayilmasi durumlarinda tedavi amaciyla RFA (Radiofrequency ablation) veya dondurarak
kesme adi verilen teknik kullanilarak cerrahi miidahale ger¢eklesebilmektedir [29, 30].
Kolon kanseri tedavi yontemlerin bir digeri ise radyoterapidir. Kolon kanserinin lokal ileri
evre vakalarinda ameliyat Oncesi ve sonrasi cerrahi ile birlikte radyoterapi tedavisi
kullanilmaktadir. Ozellikle tekrar eden kanser vakalarinda cerahhi miidahale ile birlikte
uygulanan radyoterapi ve kemoterapi birlikte uygulanarak kombine terapi
yapilabilmektedir. Kullanilan radioterapi teknikleri ise; preoperatif radyoterapi, kisa

streli radyoterapi ve uzun sureli radyoterapidir [31, 32].

Kolon kanseri tedavi yontemleri arasinda yer alan kemoterapi 6zellikle invazif timdrlerde

ve lenf diigiimii yayilimma bagh olarak kolon kanseri evrelerinden II ve III. evrelerde



standart olarak uygulanan tedavi yaklasimidir. Kemoterapi 6zellikle cerrahi midahaleler
ve radyoterapi ile birlikte uygulanabilmektedir. Kemoterapi eger cerrahi miudahale 6ncesi
verilir ise uygulanan bu tedavi sekli neoadjuvant olarak isimlendirilirken, cerrahi
miidahele sonrasinda verilen kemoterapi ise adjuvant olarak tanimlanmistir. Kolon
kanserinde kemoterapi, siklikla ameliyattan sonra ya da kanserin tekrarlamasi riski

tasiyan vakalarda kanser sebepli liimiin azaltilmasina amaciyla kullanilmaktadir [33,
34].

2.2 BRASSINOSTEROIDLER

Brassinosteroidler (BR) polyhydroxysteroidler olarak bilinen bir gruba dahildir ve
bitkilerde bulunurlar. 1970 yillarinda Mitchell et al. tarafindan kesif edilen bu bilesikler
kok uzamasinda ve hiicre boliinmesinde islevsel olarak nitelendirilmis ve Brassica napus
da gosterilmistir. 11k olarak 1979 yilinda Brassica napus dan biyolojik aktif bir molekiil
olarak izole edilmistir. 23 kg Brassica napus poleninden sadece 10mg BR elde edilmistir.
Biiylimeyi tesvik edici 6zelligi ile bilinen bu bitki hormonlar1 60 farkl ¢esidinin oldugu
bitki steroid ailesine dahildir. [35]. Toplamda 70 den fazla bilesik bitkilerden izole
edilmistir. Fakat bunlardan sadece 42 tanesi brassinostreoid metabolit ve konjugat olarak
bilinmektedir. Bitkilerde BR'lerin elde edilmesinde ¢esitli metabolik islemler mevcuttur.
Bunlar; dehidrojenasyon, epimerleme, esterifikasyon, glikosilasyon, hidroksilasyon ve
stilfonasyon olarak bilinmektedir [36]. Brassinosteroid metabolizmas1 2 farkli ana
kategoride incelenebilir. Bunlar; steroidal iskelette yapisal degisimler ve yan zincirde ki
yapisal degisimler. BR ler steroid hormonlarin bitki benzer olarak kabul edilirler.
Gergirdikleri yapisal degisiklikler ile cesitli bilesiklere doniiserek islevsel olarakta
farklilagirlar. BR yolaginda yer aldigi bilinen genlerden biri Arabidopsis thaliana da
karakterize edilmistir. CYP72B1 olarak bilinen bu gen sitokrom p450 monooksigenaz
transkripsiyonunu saglamaktadir. [37]. Biyoaktif BR’ lerin hidroksilasyon katelizlemesi
ile karakterize edilmistir. BRler birgok farkli yolak ile metabolize edilirler. BRlerin
dagilimi bitki tiirleri arasinda farklilik gostermektedir. Bu sebeple in vivo bir dlgim
yapmak zordur. Bu sebeple in vivo ortamdaki BR dagilimi ve metabolizmasi hakkinda

kisith bilgi elde edilebilmistir. Ekzojen BR’leri radyo isaretleme teknigi ile isaretleyerek



kullanilmis ve BR larin metabolizmasi bu sekilde anlasilmaya ¢alisilmistir. BR’ler yapisal
olarak hayvanlardaki androjen, Ostrojen ve kortikoidlere ¢ok benzemektedir. Yesil
alglerde ve vaskiiler bitkilerde gelisme ve biiyiime adna biiyiik 6nem arz ederler. [38].
BR’ lerin varliginda bitki hiicrelerinde bulunan belirli reseptorler ¢alismakta ve sinyal
iletimini saglamaktadir. BAK1 ve BRI gibi reseptorlerin BR varliginda aktive oldugu
bilinmekte ve bu aktivasyonun BR bagimli ve BR bagimsiz olarak gerceklestigi
gosterilmektedir [39].
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Sekil 2. 3. BRI1 ve BAKI1 proteinlerinin molekiiler yapisi [39]

2.2.1 Epibrassinolid

EBR bilinen en efektif BR’lerden biridir. Uzun siiredir bitkilerdeki etkileri arastirilan
EBR nin kanser hiicreleri tizerindeki etkileride ayrica belirlenmektedir. Bir¢ok farkli
kanser tiirlinde farkli yolaklar1 calistirdigi bilinen EBR’ nin molekiiler mekanizmasi
gliniimiizde de aydinlatilmaya devam edilmektedir. EBR Brassica bitki ailesi turlerinden
izole edilen steroid yapiya sahip bir bitki hormonu olarak karakterize edilir. Kanser
hiicrelerinde kemoterapotik ila¢ benzeri etki gosterdigi giiniimiizde belirlenmeye devam
etmektedir. Bitkilerde yliksek dozlarda kullanilmakta ve tuz stresi, Bakir stresi, oksidatif
stress, civa stresi gibi birgok farkl stres tiiriine kargi cevap olusturulmasini saglamaktadir.
Bitkilerde yapilan ¢alismalarda civa stresi sebebi ile yagamsal siireci korumak i¢in gerekli

olan elementlerin hiicreye almamadig1 belirlenmistir. EBR uygulamasi ile beraber lipid



peroksidasyonu diismiis, antioksidan metabolizmasi artmis ve reaktif oksijen tiirevlerinin
iretimine kisitlama getirilmistir. EBR uygulamasi sayesinde osmolite miktarinda artis
olmus ve yaprak pigment sisteminde artis gézlemlenmistir. [40].Nohut olarak bilinmekte
olan Cicer arietinum ile yapilan bu deneyler 1s1iginda EBR nin antioksidan
metabolizmasini arttirdig1 ve bitkiyi civa stresinden kurtararak biliylime performansinda
artis sagladig1 gosterilmistir. Bircok farkli kanser tipinde normal hiicreleri etkilemeden
kanser hiicrelerinde apoptotik cevabr olusturdugu belirlenmistir. Prostat kanser
hiicrelerinde poliamin katabolik etkisini kullanarak p53 protein anlatimindan bagimsiz
olarak apoptozu baslattig1 gosterilmistir. [41] Ayn1 zamanda yapilan SILAC ¢alismasi ile
prostat kanserinde ER stresine bagimli olarak apoptozu aktive ettigi kanserinde
gosterilmistir. [42]Kolon kanser hiicrelerinde ER stresine bagl olarak apoptozu aktive
eden EBR ayn1 zamanda p53 ve niikleer steroid hormon reseptdrlerinden bagimsiz olarak
apoptoz mekanizmasinda sinyal iletimini saglamistir [8]. EBR’nin kolon kanser
hiicrelerinde PI3K ve MAPK yolaklarini aktiflestirerek FoxO3a bagimli mitokondriyal
strese bagli apoptozu gergeklestiridigi gosterilmistir [9]. Hormon bagimli ve hormon
bagimsiz meme kanser hiicrelerinde ise hiicre boliinmesini durdurarak apoptozun aktive
olmasini sagladigi belirlenmistir. Prostat kanserinde ekinin androjen benzeligi ile alakali

oldugu diisiiniiliirken meme kanserinde Gstrojen ile alakali oldugu diisiiniilmektedir [11].

OH

0]

Sekil 2. 4. 24-Epibrassinolid’in yapis1 [43]
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2.2.2 Epibrassinolid’in Bitki Hlcrelerindeki Molekiler Mekanizmasi

Epibrassinolid’in bitkilerde etki ettigi yolak brassinosteroid etki yolagi olarak
belirlenmistir. BR plazma membraninin ekstraseliiler bolgesinde bulunan 16sin zengin
tekrar reseptorlerine benzeyen kinaz (LRR-RLK) BRI1 ve 2 homologu BRL1 ve BRL3
tarafindan algilanir. BRI lerin iskelet yapisinda 25 ve 24 iinite LRR mevcuttur. Diger bir
BRI1 homologu olan BRL2 vaskiiler gelisimden gorevlidir [44]. Fakat korunmus olan
arjinin588 ve glisin690 bolgelerine sahip olsa da BR’lere baglanamamaktadir. Ortamda
BR yokken BRI1 homodimer seklinde inaktif olarak bulunmaktadir. BRI1 kinaz inhibitor
(BKI1) ile interaksiyon kurarak inhibe olan BRI1 hopmodimeri ayrica siktoplazmik kinaz
domeninden otomatik inhibe edilme fonksiyonunuda gergeklestirebilir. BIN2 ve
GSKa3/shaggy-like kinaz BES1/BZR2 ailesi transkripsiyon faktorlerini fosforlayarak
DNA ya baglanma miktari1 azaltarak, 14-3-3 tarafinda sitoplazmada tutulmasini
saglyarak veya protein degredasyon sistemine yonlendirerek inhibe eder [38]. BR
aktivasyonu saglandiginda ise BRI1 yardimei reseptorii olan BAK1 ile heteroligomerize
olur. Bu reseptor aym1 zamanda SERK3 olarak bilinir. Bu durum BRIl in
otofosforlanmasina sebep olur. BRI1 ve BAKI eslesmesini saglayarak 14-3-3 proteinini
tutar ve BR yolagin1 engelleyecek negatif fonksiyonlarimi sonlandirir. Aktif olan bu
heteroligomerik reseptorler RLCK, BSK ve CDG1 aktifasyonunu saglayarak fosforlanma
kaskatini baslatir. Bu durum BSUI in fosforlanmasina sebep olur. BSU1-CDG1 veya
BSUI-BSK1 komplekslerinden biri GSK3 benzeri kinaz BIN2 ye sinyal iletimini saglar.
Ardindan BSU1 BIN2 ‘yi de fosforlayarak BZR1 ve BZR2 (BESI) {izerindeki inhibe
edici Ozelligini kaybetmesini saglar [45]. PP2A protein ise BZR1 ve BZR2 vyi
defosforlayarak 14-3-3 proteininden ayrilmasini saglar. Bu sayede 14-3-3 tarafindan
sitoplmazada tutulan transkripsiyon faktori nukleusa transloke olarak hedef genlerin
kontroliinii saglar [38].Bitkilerdeki bu reseptorler irdelendiginde etkinin hayvanlarda
bulunan tirozin kinaz reseptorleri ile iliskilendirilmesi miimkiindiir. EBR hayvan

hiicrelerinde benzer sekilde yolaklara etki etmektedir.
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Sekil 2. 5. Brassinosteroidlerin bitki hiicrelerindeki molekiiler mekanizmasi [45].

2.3 PISK/AKT/MTOR YOLAGI

Bu yolak Reseptor tirozin kinaz (RTK) ‘lara biliyiime sinyali baglanmasi sonrasinda aktif
olur. Reseptoriin aktiflesmesi sonrasinda PI3K classl olarak bilinen p85 ve pl110 alt
iinitelerinden olusan kompleks PIP2 yi PIP3 e c¢evirerek yolagin devamliligini saglar.
Alternatif olarak GRB2 aktiflesmesi MAPK yolag1 olarak bilinen ve siras1 ile SOS, RAS,
RAF, MEK ve ERK proteinlerinin fosfatlanmasi ile devam ederek sonugta hiicre
biliylimesi ve farklilagsmasi sinyalini baslatan bir bagka yolagin da devamliligmi saglar
[46]. PIP3 sinyalinin devamliiginin engellenmesi i¢cin PTEN protein PIP3 U PIP2 ye
cevirerek sinyalin durdurulmasini saglar. PIP2 den PIP3 elde edilmesi sonrasinda PDK1
serin241 den fosfatlanir ve kaskat devam eder. P-PDK1 proteini AKT proteinini
treonin308 amino asitinden fosfatlayarak aktiflesmesini saglar. [47]Fosfatlanma kaskati
olarak devam eden bu yolakta AKT protein mTORC?2 tarafindan dogrudan da serin473
den fosfatlanarak aktiflestirilebilir. Bu fosfatlanma islemi geri besleme mekanizmasi
olarak ¢aligmaktadir. Akt proteini hiicrenin sag kalimini saglayan bir proteindir. Diger ad1
Protein Kinaz B (PKB) olarak bilinen Akt, IKKa proteinin treonin23 den fosforlanmasi

ve CREB proteinin serinl33 den fosforlanmasi ile hayatta kalimi saglayan genlerin
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calismasini saglar [48]. Ayn1 zamanda MDM-2 proteinini serinl66 ve serinl86 amino
asitlerinden fosforlayarak p53 tarafindan kontrol edilen apoptoz yolagmin inhibe
edilmesini saglar. MLK3’l serin647 den, ASK1’i ise serin83 den fosforlayarak SAPK
yolaginin inhibe edilmesini saglar. Kaspaz9 u serin1 96 dan fosforlayarak kaspaz bagimli
apoptoz yolagina ket vurur. Ayn1 zamanda FoxO1°’i treonin24, serin256 ve serin319 dan,
FoxO3’ii treonin32, serin253 ve serin315 den ve FoxO4’{i treonin28, serinl193 ve serin258
den fosforlayarak hiicre 6lim genlerinin baskilanmasini saglar. Akt protein dnemli bir
metabolic sensér olan AMPK proteinini a-alt Unitesinde ki serin487 den fosforlayarak
inhibe eder. Ayn1 zamanda BCL-2 ailesi proteinlerinin ekspresyonunu kontrol ederek
hiicre canliligmin korunmasim saglarken BAD gibi apoptozu tesvik eden protein
baskilanmasini saglar. Ayn1 zamanda hiicre béliinmesinin durdurulmasima etki eden p27
proteinini baskilayarak hiicre bdliinmesinin devamliligini kontrol eder. Fosfatlanan Akt
TSC1/2 proteinini baskilayarak mTORC1’in baskilanmasinin 6niine gecer. mTORCI1
protein kompleksi mTOR ve Raptor proteinlerini iginde barindiran bir komplekstir.
mTOR protein translasyonun kontroliinii ve hiicre metabolizmasinda etkili proteinlerin
expresyonlarinin diizenlenmesinde rol oynayan anahtar bir proteindir. mTOR proteinin
serin2448 amino asitinden fosfatlanmasi durumu mTORCI1 ’in aktif konumda oldugunu
ifade ederken serin2481 amino asitinden fosfatlanmasi proteinin mTORC2 bagimlh
calistigi anlamina gelir. Bu degisim mTORCI’in baskiladigi ULK-1 proteinin serin555
den fosfatlanarak otofaji sinyalini baslatmasini dnlemek i¢in kullanilir. ULK-1 proteini
islevsiz kilinmak i¢in serin757 amino asitinden fosfatlanmalidir. Ayrica mTORCI1
proteini P70S6K treonin389 dan fosforlayarak S6 ve elF4B proteinlerinin regulasyonunu
saglayarak protein sentezini pozitif yonde kontrol eder [49]. Aym1 zamanda 4E-BP1
proteinin regiilasyonunu saglayarak eIlF4E proteinine bagli olarak translasyonun
kontroliinii saglar. Hiicre enerji metabolizmasinda ki denge degisimine gore
translasyonun inhibe edilmesini kontrol eder. mTOR protein bircok farkli yolagin
kontroliinii saglamaktadir. Translasyonun yan swa Lipin-1 proteinine bagh lipid
biyosentezini ve gliserolipid metabolizmasinin kontroliinii saglarken, Grb10 poteinine
bagli lipoliziz ve CLIP-170 proteinine baglh mikrotiibiil organizasyonu gibi bir¢ok farkl

yolagin kontroliinii saglar [50].
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Sekil 2. 6. PI3K/Akt/mTOR yolaginin molekiiler gosterimi [50].

2.4 ADENNOZIN 5’MONOFOSFAT-AKTIVE EDILMEMIS PROTEIN
KINAZ (AMPK) SINYAL YOLAGI

Adennozin 5’monofosfat-aktive edilmemis protein kinaz (AMPK) proteini metabolik bir
sensOr olup hiicre metabolizmasini kontrol eder. AMP konsantrasyonunun ATP
konsantrasyonundan daha fazla olmasi durumunda hiicre a¢higini ifade eden bir durum
olusmaktadir. AMPK protein heterotrimerik bir komplekstir. Bir adet katalitik o-alt
Unitesi, 2 adet regulatér B- ve d-alt tinitelerini barindirir. Memelilerde, AMPK « - ve -
alt tiniteleri 2 farkli izoformda bulunurken gamma-alt iinitesi 3 farkli izoformda bulunur.
Bu izoformlar 12 farkli potansiyele sahip kombinasonun olusmasini saglar. AMPK
proteini treonin172 amino asitinin o -alt Ginitesinde fosforlanmasi veya AMP ya da ADP
nin -alt iinitesine baglanmasi ile aktiflesir. ATP yariscil olarak 6-alt tinitesine baglandigi
icin AMPK proteinin AMP/ATP veya ADP/ATP oranlar1 arasinda bir sensér gorevi
gormesine olanak saglar [51, 52]. AMPK « -alt iinitesinin treonin 172 den fosforlanmasi

en az 3 kinaz ve 3 fosfataz tarafindan kontrol edilir. Bunlar Karaciger kinaz B1 (LKBI)

olarak bilinir. LKB1, STRAD (ste20-related adaptor) ve MO25 (mouse protein 25)
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proteinleri ile beraber heterotrimerik yapida bulunur. Geri kalanlar ise CaMKK2, TAK1,
PP2A, PP2C ve PPMIE olarak bilinir. AMPK proteinin aktiflesmesi durumunda hiicre
metabolizmasindaki anabolizmay1 ifade eden yolaklarin baskilanmasi ve gerekli ise
katabolizmay1 ifade edecek olan yolaklarm aktiflesmesi saglanir. p-AMPK treoninl72
otofaji baglatici protein olarakta bilinen ve aglik durumunda fosfatlanan Ulk-1 proteinini
serin555 amino asitinden fosfatlar ve otofajiyi baslatir. Ayrica mTORCI in
baskilanmasmi saglayarak cap-bagimli translasyonun sonlanmasmi saglar. AMPK
protein aym1 zamanda Asetil koa karboksilaz (ACC)’m serin79 amino asitinden

fosforlanarak lipid metabolizmasinin inhibe edilmesini kontrol eder [53].
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Sekil 2. 7. Adennozin 5’monofosfat-aktive edilmemis protein kinazin etki ettigi yolaklar [54].

25 OTOFAJI

Otofaji tiirler aras1 korunmus bir katabolik islemdir. Bir¢ok stress kondiisyonu altinda
hiicrelerin hayatta kalmak amaci ile besin ve enerji dengesini korumak amagh
gerceklestirdigi bir islemdir. Hiicre i¢eriginin lizozomlara taginarak pargalanmasi ve bu
yolla enerjinin geri doniistiiriilmesini hedefler [55]. Otofaji 3 farkli tipte arastirilmaktadir.

Makrootofaji, mikrootofaji ve saperon-aracili otofaji. Otofaji teriminin direkt kullanimi
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genellikle makrootofajiyi ifade etmektedir [56]. Otofaji her ne kadar enerjinin geri
kazanimini amaglayan bir yolak olarak bilinse de ayni zamanda tip 2 programlanmis hiicre

oliim yolag1 olarak da kabul gormektedir [57].
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Sekil 2. 8. Otofajinin 3 farkli tipe ait molekiiler gosterimi [58].

2.5.1 Mikrootofaji

Mikrootofaji ¢oziinebilir yada partikiil seviyesinde bulunan hiicresel yapilari dogrudan
lizozomun igerisine alinma islemidir. Hiicresel igeriklerin dogrudan invaginasyon, ¢ikinti
seklinde ve parcalara ayirarak lizozom igerisine alinmasi ile sonlanmaktadir.
Makrootofajide oldugu gibi mikrootofaji de mTOR yolag: tarafindan kontrol edilmekte
ve nitrojen agligmma bagl olarak aktiflestirilmektedir [59, 60]. Genellikle organel
boyutlarmin korunmasi, membran kompozisyonun sabit kalmasi gibi durumda kullanilan
mikrootofaji hayatta kalma ve besin kithigir gibi durumlarda genellikle kullanilmaz.
Vakuoler tasiyict saperon (VTC) kompleksinin mikrootofaji i¢in gerekliligi 2007 yilinda
uttenwiler et al. tarafindan gdsterilmistir. Bu kompleks ER, vakuoller ve hiicre periferinde
bulunmaktadir. VTC kompleksinde ki delesyonlar mikrootofajik yolagin bloklanmasi ile

sonuglanir [61].
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2.5.2 Saperon Aracih Otofaji

Saperon aracili otofaji (CMA) gelismis Okaryotlarda gorulmektedir. Bu sistemin
karakteristik Gzelligi sebebiyle sadece ¢Oziinebilir proteinler degrade edilebilirken
organeller degrade edilememektedir. Hsc70 e bagli olarak ¢alisan bu sistem Hsp70 ile
80% homolojiye sahiptir [62]. Sitoplazmik substratlarda bulunan KFERQ peptit
sekansina bagli olarak makrootofajiden daha selektif bir degradasyon sistemidir. CMA
oksidatif stres, besin aglig1 ve yanlis regiile edilmis enerjinin dengelenmesi adina galisir.
CMA’nin mikrootofaji ve makrootofajiden ayirt edici 6zelligi, kargoyu dogrudan lizozom
limenine teslim ederek selektif bir degradasyon saglamasidir. Herhangi bir vesikiil
olusumuna veya membran flzyonuna ihtiya¢ duymaz [63]. Substrat olarak kabul edilen
ve degrade edilecek kargo ¢oziinebilir sitozolik proteinlerden olusur ve KFERQ amino
asit sekansina sahiptirler. Bu motif sitoplazmada bulunan proteinlerin 30% unda mevcut
olup sitozolik saperon olarak bilinirler. Hsc70 tarafindan hedef almman substratlar
lizozomal membranda bulunan lizozomal membrane proteini (LAMP) 2a ya teslim edilir.
Sitoplazmada KFERQ peptit sekansini bulunduran protein tasimmadan once 3 boyutlu

yapilar1 bozularak birincil protein yapilara indirgenmeleri gerekmektedir [62].

2.5.3 Makrootofaji

Makrootofaji spesifik bir organel olan otofagozom tarafindan kontrol edilmektedir.
Otofagozom selektif olmayan bir degradasyon sistemini kontrol eder. Sitoplazma
iceriginin otofagozom membrani tarafindan c¢evrelenmesi ve lizozom ile birleserek
degrade edilmesi ile ifade edilir. Otofajinin baslatilmasi Otofaji iliskili protein (ATG)
lerin fagofor olusum bolgelerindeki spesisfik hicreici bdlgelere getirilmeleri ve izolasyon
membranmin nukleasyonu ile baslar [55]. Stres durumu veya aglik olustugunda AMPK
tarafindan serin555 amino asitinden fosforlanan Ulk-1 proteini FIP200 ve ATG13 ile
beraber Beclin-1 ve Vps34 (PI3K classlll) i aktiflestirir. Ayrica JNK Beclin-1 Bcl2
heterodimerizasyonunu bozarak Beclin-1’i aktif hale getirebilir. Beclin-1 ve Vps34 in
aktif hale gelmesi igin vps15 (p150) ve beclin-1 ile ortak ¢alismasi gerekmektedir. Daha
sonra ise BIF-1, UVRAG ve Atgl4 gibi proteinlerle ortak hareket ederek otofagozom
membraninin olusmasi adna ilk adimlar atilmaya baglanir [64]. Atgl12 proteini E1 olan
Atg7, E2 olan Atgl0 ile gesitli reaksiyonlar sonrasinda E3 olan Atgl2-Atg5-Atgl6

17



kompleksini olusturur. Es zamanli olarak LC3 proteini Atg4 tarafindan LC3-I e daha
sonra E1 olan Atg7 ile kesilir ve E2 olan ATG3 ile kesilen bdlgeye lipid yapida bulunan
fosfatidiletanolamin (PE) yerlestirilerek LC3-11-PE elde edilir [57]. Olusan bu iki protein
yapilar1 bir araya getirilerek fagofor igin ilk adimlar atilmig olur. LC3-11 hem i¢ hemde
dista olacak sekilde ¢ift katli membran yapisi olusturulur. Nukleasyonun devami
sonrasinda otofagozom olusmus ve kargo icerigi otofagozomun igerisine hapsedilmis
durumdadir. Igeri almacak kargo kiiciik bir protein olan ubiquitin veya makrootofaji
markir1 olarak kabul edilen SQSTM1/p62 tarafindan igaretli halde bulunur. Otofagozom
olusumu sonrasinda lizozom ile flizyon gergeklestirilir ve kargo ile beraber SQSTM1/p62
proteini de degrade edilmis olur. Fiizyon sonrasi ortaya ¢ikan yapiya otolizozom adi
verilir. Otolizozom yapisi igerisinde degrade edilmis organeller, proteinler ve hiicrenin

yok etmek istedigi icerikler yer almaktadir [65].
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2.6 ENDOPLAZMIK RETIKULUM STRESI

Endoplazmik retikulum hiicre i¢i bir organel olup hiicresel homeostazi korumak adina
bir¢cok 6nemi rol oynamaktadir. Proteinlerin olgunlastirilmasi, hedef noktalara tagmim ve
Ca"? homeostazinin korunmasi gibi bircok farkli role sahiptir. Bu fonksiyonlarin
korunmasi1 veya bozulma durumunda cevap olusturulmasi adina hiicreler adaptif bir cevap
gelistirirler. Bu cevap katlanmamis veya yanlis katlanmig protein cevabi (UPR) olarak
bilinir. Bu cevap 3 ana yolagin ¢alistirilarak strese karsi cevap iiretilmesini hedefler. Bu
yolaklar1 kontrol eden proteinlerin tamami normalde ER membraninda Liimene ve
sitoplazmaya Bakacak sekilde konumlanmis ER limenine Bakan bolgelerinde Grp78/BiP
proteinine bagl sekilde durmaktadirlar [67]. Liimende katlanamamis ya yanls katlanmig
proteinler BiP proteini tarafindan isaretlenir. Bu isaretlenme BiP-PERK, BiP-IREla ve
BiP-ATF6 protein-protein interaksiyonlarinin bozulmasina sebep olarak UPR’nin
aktiflestirilmesini saglar. Bunlar, inositol-gereksinimi duyan protein 1a (IREla), protein
kinaz RNA (PKR)-benzeri ER kinaz (PERK) ve aktive edici transkripsiyon faktor 6
(ATF6) olarak bilinir [68]. ER stresi olusmasii takiben, IREla otofosforlanmasi bir
transkripsiyon faktorii olan XBP1 1 alternatif kesilimine ve translasyonuna sebep olur.
Bu durum saperon proteinlerin eksprese olmasmi saglar ve ER-baglantili protein
degradasyonu (ERAD) yolagimi harekete gecirir. IRElo selektif olarak mRNA
degradasyonunu saglar ve ER de biriken protein miktarinmn azaltilmasii saglar. Ayni
zamanda Apototik sinyal kinaz 1 (ASK1) aktivasyonu ile yolagin devaminda bulunan
Jun-N terminal kinaz (JNK) ve p38-MAPK aktivasyonuna sebep olarak apoptozu baslatici
yonde etki yapabilir. INK protein Bim ve Bcl-2 proteinleri ile kurdugu interaksiyonlar
sonucunda inhibe veya aktive de edilebilir [69]. Buna bagli olarak p38-MAPK’da
fosforlanmaya bagl aktivasyon ile CHOP proteinini aktive eder ve apoptoz yonunde
degisikliklere sebep olur. Bim ve DRS proteinlerinde artis ve Bcl-2 proteininde ki azalma
bu duruma eslik eder. PERK proteini otofosforlanmasi ve aktive edilmesi ER stresi ile
gerceklesir [70]. Okaryotik baslatic1 faktor 2o (elF2a) ‘nin serin51den fosforlanmasi ile
devam eden bu yolak proteinin stabilize olarak translasyon aktifivesinde azalmaya sebep
olur ve ER da ki protein yiiklenmesini azaltir. Bununla birlikte, PERK tarafindan
gerceklestirilen elF2a serin51 fosforlanmasi ayni zamanda selektif olarak ATF4

aktivasyonuna sebep olmaktadir. PERK ayni1 zamanda dogrudan niikleer eritroit 2 p45-
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iligkili faktor 2 (NRF2) fosforlanmasina ve aktive edilmesine NRF2 ve KEAPI
kompleksini bozarak sebep olur. NRF2 ve ATF4 antioksidan genlerinin ekspresyonuna
sebep olarak artig gostermekte olan reaktif oksijen tiirevlerine (ROS) kars1 artig gosteren
oksidasyon/rediiksiiyon reaksiyonlarina sebep olur. PERK/ATF4 ayni zamanda C/EBP
homolog protein (CHOP) seviyelerini arttirarak oncii apoptoz cevaplara sebep olabilir.
UPR’m 3. bir dali olan ATF6 proteini 2 farkli kesim bolgesine sahiptir. Bu bolgeler SP1
ve SP2 olarak bilinir [71]. Aktiflesmesini takiben Golgi organelinde bu iki farkli bolgeden
proteazlar ile kesilir. Kesilmis ATF6 saperonlar1 kodlayan birgok farkli gen bolgesinin
ekspresyonunu regiile eder. Bunlar, ERAD iliskili olanlar ve XBP1 iliskili olanlar olarak
bilinir. Olusan ER stresine bagh olarak bu 3 6nemli yolak ayni zamanda veya farkli
zamanlarda stresin boyutuna gore aktiflesebilir. ER stresi kaynakli gelisen UPR iki farkli
fazda incelenebilir. Bunlardan birincisi hiicre canliliginin  korunmast ve ER
homeostazinin geri getirilmesi ile karakterize edilirken digeri geri dondiiriillemeyen ER
stresine bagli dncii inflamatuar cevaplar ile hiicre 6liimiiniin baslatilmas ile karakterize

edilir [67, 72].
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2.7 APOPTOTIK HUCRE OLUMU

Apoptoz tip 1 programlanmis hiicre 6liimii olarak da bilinen ve hiicre 6lumunt kontrol
eden bir islemdir. Bu iglem metazoalardan beri korunmus ve giiniimiiz insaninin sahip
oldugu bir islemdir. Omurgalilarda dogru sekilde gelisim ve kanser olusumunun
onlenmesi igin apoptoz 6nem arz etmektedir. Birgok farkli korunmus yolag: etkileyerek
gerceklesen bu sistemde anahtar rol oynayan cesitli proteinler mevcuttur. Nekrozun
yanisira apoptoz aktif bir islem oldugu icin enerji gerektirmektedir. Apoptoz i¢sel veya
reseptor aracili yolaktan olmak iizere iki farkli yolaktan aktive edilebilir. I¢sel yolak
mitokondri membraninda bulunan porlarin genislemesi ile mitokondri igeriginin
sitoplazmaya dagilarak apoptozom kompleksi olusmasi ile karakterize edilirken reseptor
aracil1 yolakta hiicre ylizeyinde bulunan 6liim reseptorlerine sinyal iletimi ile karakterize
edilir. Sistein-aspartik proteaz (kaspaz) aktivasyonu ile hiicresel yapilarin degrade
edilmesi ve hiicrenin 6liime hazirlanmasi ve ¢evre dokularda minimum stres ortaminin
korunmas1 saglanir. Igsel yolakta ki sinyalin regllasyonu, Bcl-2 ailesi proteinleri
tarafindan saglanir. Bu aile hem oncii apoptoz hem de anti apoptoz proteinlerine sahiptir.
Bu iki farkl isleve sahip proteinler arasinda saglanan denge hiicrenin yagami ve ¢liimi

arasindaki kararin verilmesinde biiyiik rol oynar [74] [72, 75]
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2.7.1 Kaspazlar

Apoptozun ana efektdrleri olan kaspaz ailesi, proteolitik enzimler olup sistein bolgelerini
katalitik bolge olarak kullanir ve hedef proteinlerin aspartik asit bolgelerinin yanindan
spesisfik kesim yaparlar. Apoptozda gorev alan kaspazlarin yani sira inflamasyonda gérev
alan farkli kaspaz gruplarida mevcuttur ve Oncii sitokin aktivatorleri olarak gorev
yaparlar. Apoptotik kaspazlar 2 farkli grupta incelenebilir. Bu gruplar baslatic1 kaspazlar
ve sonlandirict kaspazlar olarak ikiye ayrilir. Baglatici kaspazlar spesifik 6lim
yolaklarinda ilk aktif edilen proteinler olarak bilinirler ve iki asamali kaskat
aktivasyonunda ikinci adim olan sonlandirici kaspazlari aktive ederler. Diizenlenmesinde
bozukluk olan kaspaz aktiviteleri hucreler i¢in 6limculdirler. Bu sebeple hiicre kaspaz
proteinlerini oncii formlarinda bulundurur ve kesilmedikge aktif edilemezler. Igsel
apoptoz yolaginda rol alan baslatic1 kaspazlar 9 ve 2 belirlenirken hiicre aracili apoptoz
yolagmda 8 ve 10’un etkin oldugu belirlenmistir. i¢sel yolakta mitokondriyel membran
potansiyalinin bozulmasini takiben olusan apoptozom kompleksi kaspaz 9’un kesilerek
aktive olmasimni saglamaktadir. Apoptoz proteaz aktive edici faktér 1 (Apaf-1) kaspaz 9°u
apoptozom kompleksine N-terminal kaspaz aktivasyon ¢agirict domen (CARD) yardimi
ile gagirir [77]. Kaspaz 9 sitozol de monomerik konsantrasyonlarda bulunurken 3 boyutlu
Kristal yapisina Bakildiginda kaspaz 9’un aslinda dimer yapida aktif oldugu 6grenilmistir.
Bu dimer yapida sadece bir adet aktif domen bulunmaktadir. Kaspaz 9 ig¢sel apoptoz
yolakta en yaygin ve bilinen olmasina karsm kaspaz 2’nin apoptotik cevaba bagli DNA
hasar1 igin gerekli oldugu ispatlanmistir. Kaspaz 2’nin aktivasyonu CARD proteininden
cok daha agir ve kompleks yapida proteinlerle interaksiyonu sonrasi oldugu bilinmekte
ve bu aktivasyon Apaf-1 proteininden bagimsiz gergeklesmektedir. Hiicre aracili apoptoz
yolaginda gorev alan kaspaz 8 ve kaspaz 10 istenmeyen hiicrelerde immune sistem
tarafindan aktif edilerek hiicrelerin programlanmis hiicre 6liimiine gitmelerini saglarlar.
Bu yolagin baslangici tiimor nekroz faktor reseptor tip 1 siiper ailesinden olan
transmembran Olim reseptorlerinden FAS (CD95) ligasyonu ile Kkarakterizedir.
Ligasyonun olmasi drumunda Fas reseptorii hiicre ylizeyinde mikroagregatlar olusturur
[78]. Bu durum FADD (Fas iligkili 61im domenine sahip protein)’in reseptérin hiicre igin
bolgesine cagrilmasimi takip eder. FADD kaspaz 8’i homofilik interaksiyon bélgesi olan

N-terminal §liim efektor domen (DEDs) vasitasi ile ¢agirir. Bu bolge 6liim baglatici sinyal
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kompleks (DISC)’inde bulunur ve bu kompleks kaspaz 8’1 aktif eder. Kaspaz 8 kesildikten
sonra dimerize yapiya gelerek aktiflesir. Kaspaz 10, kaspaz 8 ile ayn1 yolakta insanlarda
baslatic1 kaspaz gorevi gorlir. Bazt durumlarda fonksiyonel olarak kaspaz 8’in yerine
gecer. Sonlandiric1 kaspazlardan olan kaspaz 3 ve kaspaz 7 sitozolde inaktif ve dimer
yapida bulunurlar. Kisitli proteolizis ile aktiflesen bu proteinler domenler arasi linker

bolgesinden kesilirler. Bu kesilim islemleri baslatici kaspazlar tarafindan gergeklestirilir
[79].
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Sekil 2. 12. Kaspazlarin molekiiler yapisinin gosterimi [80].

2.7.2 BCL-2 Ailesi

Apoptoz giiniimiizde en ¢ok calisilan hiicre 6liim sekli olarak bilinmektedir. Insan
gelisiminde ve homeostazin saglanmasinda anahtar bir role sahiptir. i¢sel yolagin anahtar
regulatorleri goérevini géren Bcl-2 ailesi proteinlerinin her Gyesi Bcl-2 homoloji (BH)
domeni icermektedir [81]. Apoptoz, BH3 domeni iceren &ncl apoptoz proteinleri
tarafindan baslatilir. Bcl-2-etkilesim hiicre 6liimii diizenleyicisi (BIM), BH3-etkilesim
oliim agonist domeni (BID), P53-anlatimi artmis apoptoz baslaticis1 (PUMA) gibi birgok
potansiyel farkli protein Oncii-apoptoz por olusum proteinleri Bcl-2 iliskili X protein
(BAX) ve BCL-2 antagonist/katil (BAK) ile interaksiyon kurarak aktiflestirilmelerini
saglarlar [82]. Mitokondriyel yuzeyde bulunan Bak ve Bax allosterik olarak yapilarinda

degisime ugrarlar ve oligomerize olarak mitokondri membraninda biiylik porlarin
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olusuturlmasini saglarlar. Biitiin antiapoptotik proteinler ve bunlarla birlikte bax, Bak ve
bid proteinleri birden fazla BH bdlgelerine sahiptirler. Birgok Bcl-2 ailesine dahil
proteinlerde membrane baglanma bolgesi (MBR) de bulunmaktadir. BH3 domenleri anti
apoptotik proteinlerin baglanma bolgesini olustururken BH1, BH2 ve BH3 bdlgeleri
beraber hidrofobik girinti olusumunu saglamaktadir. BH4 bdolgesi ise inositole

baglanilarak ER’de kalsiyum pompalarinin kontroliiniin gergeklestirilmesini saglar [83].
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Sekil 2. 13. Bcl-2 ailesi proteinlerinin molekiiler yapilari ve sahip oldugu domenleri [82].

2.7.3 lcsel Apoptoz Yolag

Mitokondri hiicre canliligmin sensorii olarak kabul goren bir organeldir. Bu organel de
olusan ve geri dondiiriilemez degisimler igsel apoptoz yolagi adinda bir yolagin
baslatilmasina sebep olur. Memelilerde Bax ve Bak adinda iki farkli 6ncii apoptoz protein
bu spesifik yolagm aktivasyonundan sorumludur. Saglikli hiicrelerde Bak serbestce
mitokondri membraninda lokalize olurken Bax sitoplazmada serbest sekilde bulunur.
Apoptotik sinyal iletildiginde bu iki protein mitokondri membranina yapisarak oligomeric
membran porlarini olusturur. Bu olusan porlar dncii apoptotik faktorlerin mitokondri den
sitoplazmaya hareketine misade eder. Anti apoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerinin Bak ve
Bax’a baglanarak heterodimer yapi olusturmas1 Bak ve Bax i inaktif olmasini saglar
[83].Bu durumda mitokondri membrane gegirgenliginde herhangi bir problem yagsanmaz.
BH-3 ailesi proteinleri dogrudan Bax ve Bak oligomerizasyonuna veya dolayli olarak anti
apoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerine baglanarak bu proteinlerin nétralize edilmesini
saglarlar [84]. Mitokondriden sitoplazmaya sizan sitokrom-c, Smac ve endonukleaz G

bilinen apoptotik proteinlerdir. Sitoplazmada sitokrom-c Apaf-1 ile interaksiyon kurarak
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apoptozom olusumunu saglar. Apaf-1 apoptozom kompleksi igerisinde ncii kaspaz 9’a
N-terminal kaspaz ¢agirma domeninden baglanir. Apoptozoma baglanan 6ncii kaspaz
9’un katalitik aktivitesinde 2000 kat artig saglanir [85]. Aktive olan kaspaz 9 apoptozom
icerisinde prokaspazlarla oligomerik sekilde durur. Aktif edilen kaspaz 9 6ncl kaspaz 3
zimojenlerini keserek hiicre 6liim kaskatini arttiric1 yonde etkinlilk saglar. Ayni zamanda
kaspaz 9 kendini keserek apoptozom kompleksinden ayrilir. Ayrilmasi durumunda inaktif
hale gelen kaspaz 9 bu islemi apoptozom aktivitesini sinirlamak i¢in otomatik olarak
gerceklestirir. Kaspaz 3 iki farkli sekilde apoptotik aktiviteyi arttirir. Diger efektor
kaspazlar1 keserek sinyalin artmasini saglar. Ayn1 zamanda BH-3 domen e sahip Bid
proteinini keser. Kesilen Bid geri besleme mekanizmas: ile daha fazla Bax ve Bak
aktivasyonuna sebep olur. Bu durum daha fazla sitokrom-c ve Smac salinimini takiben

daha fazla kaspaz 9 aktivasyonuna sebep olur [86].

2.7.4 Reseptor Aracilhi Apoptoz Yolag:

Hicreler 6lim reseptort olarak bilinen ve hiicre dis yiizeyinde yer alan reseptorler
sentezlerler. Bu reseptorler apoptotik hiicre Oliimiinii baslatirlar. Liganda sahip diger
hiicreler veya serbest ligand molekiilleri bu reseptorlere baglanarak aktiflesmelerini
saglarlar. Cok iyi karakterize edilmis olan Fas, tumor nekroz faktor reseptor ailesi
uyelerindendir. Fas tip 1 membran protein olup 3 sistein zengin domen igerir. Fas’in
sitoplazmik domeni yaklasik 80 O6liim domeni barindirir. Bu bdlgeler biitiin 6liim
reseptorleri tarafindan paylasilir. Fas ligandi trimerik yapida olan ve sitotoksik T
lenfositlerinin membranlarinda lokalize olan bir proteindir. Fas ve ligand1 birlestigi anda
hiicre igerisinde reseptor aracili apoptoz yolagi aktif edilir. Aktive edilen Fas, Fas
trimerlerinin stabilize edilmesi veya konformasyonlarinin degistirilmesi ile sinyal
iletimini baglatir [87]. Aktive olan Fas bir adaptor protein olan FADD’a baglanarak DISC
kompleksini olusturur. DISC éncii kaspaz 8’e 6liim efektdr domeninden baglanir. Oncii
kaspaz 8 proteini normal kosullarda monomerik yapida bulunur ve aktif edilmesini
takiben DISC kompleksi icinde dimerize hale gelerek katalitik aktivite sahibi olur. Bu
dimerler komsu dimer yapilar1 keser ve serbestlestirir. Bu sayede heterotetramerik aktif
kaspaz 8 yapisi olusur [88]. Aktif kaspaz 8 kaspaz kaskatini baglatarak diger efektor

kaspazlar1 aktif eder. Ayn1 zamanda BH-3 domenine sahip Bid proteinini keserek icsel
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apoptoz yolaginin baslatilmasinida saglar. Fas reseptorii daima hiicre yiizeyinde
bulunurken asil soru istenmeyen 6liim reseptor aktivasyonlarindan nasil kagmildigidir.
Hiicreler kaspaz iliskili protein olan cFLIP’i eksprese ederler. Bu protein katalitik
aktivitesi olmayan 6ncl kaspaz 8 benzeri bir proteindir. Yiksek ekspresyon seviyesine
sahip oldugunda cFLIP 6ncii kaspaz 8 monomerlerine baglanarak hiicre 6liim yolagini

tetiklemeyen bir enzim olusturur [89] [90].

2.8 HUCRE DONGUSU

Hicre siklusu bir¢ok farkli olay ile kontrol edilir ve sonucunda bir ana hiicre 2 kardes
hicreye boéltndr. Bu embriyo ve timor hicrelerinde kendini surekli tekrar eden bir
islemdir. Boliinme sonrasinda iki hiicrede de birbirinin kopyast DNA bulunmaktadir.
Kromozomlarin dogru sekilde boiinmesi iglemi ile sonuglanmasi gereken bu sistem farkli
kontrol noktalar1 ile dogrulanir. Bir hasar durumunda onarima yonlendirilir veya
bélunmemesi saglanir [91]. 4 farkli alanda incelenen boliinme islemi ara kontrol noktalar1
ile desteklenir. G1 (GAP1), S (sentez), G2 (GAP2), M (mitoz) olarak belirlenen bu 4 faz
kontrol nokalarinida barmndirir. Boliinme isleminin devami i¢in molekiiler sinyallerin
yardimu ile kontrol ve devamlilik saglanir. Bu islemleri kontrol eden Siklin bagimli
protein kinaz (CDK)lar Siklinlerle esleserek yolagin devamliligini saglar. G1 de
beklerken CDK aktivitesi diistiktir. Boliinme sinyali bulunmazken yani hiicre biiyiime
asamasindayken Siklinlerin mRNA sentezi inhibe edilmis durumdadir ve hazir bulunan
Siklinler degrade edilir. Bolinme sinyalinin iletimi ile birlikte hiicrede Siklin protein
seviyelerine artis baslar. Bununla beraber Siklin degradasyonu da inhibe edilir ve CDK
aktivitesinde artig goriiliir. Bu belirtiler 4 faz boyunca devamlilik gdsterir. Bu yolagin
durudurulmasi p27 Kipl, p21 Cipl, p21, Weel, Chk1 ve Chk2 gibi bir¢ok farkli protein
ile saglanmaktadir. Kromozomda bir hasarin tespit edilmesi veya kontrol noktalarindan
birinde engel olmasi durumunda bu proteinler Siklin-CDK baglantilarini inhibe ederek
yolagi durdurur [92]. G1 fazinda boliinme sinyalini takiben retinoblastoma (Rb) proteinin
fosforlanmasi saglanir. CDK4/5 ve Siklin D eslesmesi sonrast Rb fosforlanir. Bunu
takiben CDK2 ve Siklin E eslesmesi ile ikincil bir fosforlanma daha gegiren Rb E2F ve
DP-1 proteinlerinden ayrilir. E2F ve DP-1 in serbestlesmesi diger Siklin ve bolinmenin

devamliligin1 saglayacak olan proteinlerin anlatiminin artmasma sebep olarak yolagin
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devamliligini saglar. Sentez fazinda ise CDK7 ve Siklin H eslesmesi CDK2 ve Siklin A
islesmesini saglar. G2 fazinda ise CDK2 ve Siklin A eslesmesini tabiken CDK1 ve Siklin
B eslesmesi gergeklesir. M fazinda girerken CDK1 ve Siklin A eslesmesi devam eder. Bu
eslesme sinyalleri de Cdc25A protein tarafindan kontrol edilir. Biitiin Siklinler
ubikitinlenerek degrade edilebilir. Bu sayede hiicre duracagi fazi belirbeyebilir [93]. 3
Adet kontrol noktasi ile kontrol edilen bolinme isleminin dogru sekilde
tamamlandigidan emin olunmalidir. Ik kontrol noktast G1 fazmin i¢inde olup besin,
boliinme faktorleri ve DNA hasar kontroliinii gergeklestirir. 2. kontrol noktas: ise G2
fazinda bulunmaktadir. Hiicre boyutunu ve DNA replikasyonunun kontrolini
saglamaktadir. 3. kontrol noktasi ise M fazinda bulunmakta ve kromozomlarin ig
ipliklerine dogru sekilde baglanmasini kontrol eder [94]. GO fazi olarak bilinen ve
hiicrenin replikasyona bagimli hiicre boliinmesi durumunda bulunmadig: bir faz daha
bilinmektedir. Dinlenme fazi olarak bilinir ve hiicreler bu fazda ne boliiniirler ne de
boliinme i¢in herhangi bir hazirlikta bulunurlar. Durgun fazda bulunan hiicreler CDK ve
Siklin aktivitesi gostermezler [95]. Bolinmeyen bu hiicrelere 6rnek olarak hematopoietik,

kas, bagirsak ve epitel kok hiicreleri gosterilebilir.

CyclinsA&B
+CDKI

’ M
Mitosis ‘\/\ ©

G2

Getting
“Back

= ”n
o Into Cycle

4 ‘CyclinD
~ +CDK4

Cycﬁn E
+CDK 2

Sekil 2. 14. Hiicre dongiisiiniin genel hatlartyla gosterimi [96].
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2.9 EPITEL MEZENKIMAL DONUSUM

Hucrelerin epitelden mezenkimal hiicre tipine doniismesi durumu EMT ad1 verilen ve gok
sayida yolagi kapsayan siki sekilde diizenlenen bir olaydir. Epitel ve mezenkimal hiicreler
memelilerde 2 ana hiicre tipidir. Epitel hucreler 5 ana 6zellik ile karakterize edilir;
hiicreler arasi kohezif interaksiyonlar, apikal ve lateral domenler arasinda siki baglanti
olusumu, apikal, lateral ve bazal olmak tizere 3 farkli membran domeni bulundurmak,
cesitli organellerde ve hiicre iskeleti yapilarinda polarize olmus apikobazal dagilimlar ve
son olarak lokal ¢evreye bagli kalarak hareketten yoksun hucre tipi. Mezenkimal
hiicrelerin sahip oldugu bilinen 6zellikleri ise; hiicreler arasi iletisim olmamasi veya ¢ok
az olmasi, apikal ve lateral membran bolgelerinin belirgin olmamasi, ¢esitli organellerde
ve hicre iskeleti yapilarinda polarize olmus apikobazal dagilimlar bulunmamasi, invazif
diizeyde hiicre hareketinin bulunmasi. EMT saglayan bir¢ok yolagun kontroli EMT ana
gen ailesi tarafindan gerceklestirilir. Bu aileye ait genler transkripsiyon faktorleri olan
Snail, Twist, Zeb ve E47’yi igerir. Kanser igerikli yapilan ¢alismalarda EMT ve EMT
benzeri olaylar tespit edilmistir. 5 ana yolakta incelenen bu olaylar; tirozin kinaz
reseptorleri, integrinler, Wnt, NF-kappaB ve TGF-f olarak bilinmektedir. Bu yolaklar Akt
ve SMAD yolaklarinda sinyal iletimine sebep olmaktadir. Yukarida karakterize 6zellikleri
belirtilmis olan epitel ve mezenkimal tiplerde molekiiler isaretlerde ayrica tespit edilmistir
[34]. Bu isaretler Epitel hiicre tipleri igin; E-cadherin, MUC1, Cytokeratin, Laminin-1,
Desmoplakin, ZO-1 ve Syndecan olarak bilinir. Mezenkimal hiicre tipleri icin ise;
Vimentin, Fibronectin, N-cadherin, FSP-1, aSMA, Twist, Snail, Slug, FOXC2 ve ZEB2
olarak bilinir. TGF-B sinyal iletimi baslamasi ile beraber SMAD2/3 aktive olarak
SMAD4 aktivasyonunu takiben niikleer tasimim ile EMT genlerinin transkripsiyonunu
saglar [97]. Ayrica TGF-B’nin aktive olmasi1 PI3K, TRAF6 ve SHCA nin aktivasyonuna
sebep olur. PI3K mTORC?2 aktivasyonu ike Akt’in aktive edilmesini saglar. Aktive edilen
Ak GSK3p’y1 inhibe ederek EMT aktivasyonunu saglar. TRAF6 ise TAK1 aktivasonu ile
JNK ve p38 1 aktive ederek EMT yolagmin aktive olmasini saglar. SHCA ise GRB2-SOS
aktivasonu ile Tirozin kinaz reseptorii bagimli yolakta bulunan Ras aktivasyonuna sebep
olur. Tirozin kinaz reseptdriine biyume faktorii baglanmasi durumunda Ras aktivasyonu
gerceklesir. Ras proteini kaskat igerisinde bulunan Raf’1 aktive eder. Raf MEK1/2 i
aktive ederken MEK1/2 ise ERK1/2 yi aktive ederek EMT yolaginin aktive edilmesi
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saglanir [98]. Tirozin kinaz reseptorii aracili olarak aktive olan diger bir yolak ise PI3K
yolagidir. Bu yolakta Akt aktivasyonu saglanir. Akt i aktive olmasi NF kappaB yide
aktive eder. Bu durumda EMT yolagmin aktivasyonu saglanirken Akt’in GSK3f’yi
inhibe etmesi Wnt yolagi tarafindan aktive edilen GSK3p’nin da kapanmasi ile sonuglanir
[99]. Bu durumda B-catenin diizenlenmesi saglanamaz ve TCF-LEF ile birlikte B-catenin
EMT yolaginmn aktiflestirilmesini saglar. Integrin yolag: ise ILK aktivasyonuna bagl
olarak Akt aktivasyonu saglayarak gene WNT yolagma baglanir. Bu sayede EMT
yolaginin aktivasyonu saglanir. Bunlardan bagimsiz olarak JAK/STAT yolag1 olarak
bilinen EMT yi dogrudan aktive edebilen bir yolak daha mevcuttur. Bu yolakta JAK1/2
aktivasyonuna bagli STAT3 fosforlanmasi ile STAT3 {in niikleer tagimimi gerceklesir
[100]. EMT yolag aktive edildiginde molekiiler hedefler olan Slug, Snail, N-cadherin, E-
cadherin, TWIST ve Vimentin protein anlatimlarinda degisiklikler gerceklesir. Bu
degisimler matriks metalloproteinazlarda artisa sebep olur. Bu sayede hiicre
mikrogevresinde bulunan yapilarin pargalanarak hiicrenin invazif/metastazik 6zelligi

yukseltgenir.
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Sekil 2. 15. Epitel Mezenkimal doniisiim yolagimin molekiiler mekanizmasi [101].

29



2.10 POLIAMIN METABOLIZMASI

Poliaminlerin birgok farkli hiicresel faaliyette rol oynadigi diisiiniilmektedir. Niiklek
aistler ve kromatin yapismin korunmasi, iyon kanallar1 ve protein sentezi bunlardan
bazilaridir. Poliaminler ayn1 zamanda transglutaminaz reaksiyonlar1 i¢in substrat olarak
kulanilirlar. Bununla beraber 6nemli bir translasyonal diizenleyici olan hypuz’in sentezi
icin de 6nem arz ederler. Poliamin biyosentezi putresin iiretimi ile baglar. Ornitin
dekarboksilaz (ODC), Ornitini putresine g¢evirerek bu sentezi saglar. ODCnin islevi
antizyme (AZ) ile inhibe edilir. AZ’nin aktivitesini de aztizyme inhibitori (AZI) dizenler.
ODC protein anlatim1 siki bir sekilde diizenlenmektedir. Homodimer yapida aktif olan
ODC, AZ’nin karboksilik bolgesine baglanarak ODCyi 26S proteozoma yonlendirilmesi
ile degrade edilir. ODC benzeri bir protein olan S-adenosylmethionine decarboxylase
(AdoMetDC) da poliamin biyosentezinin dizenlenmesine rol alir [102]. ODC den farkli
olarak 26S proteozomda degrade edilmeden Once ubiquitin proteinleri tarafindan
isaretlenir. Biyosentez yolaginin kontroliinii saglayan belirli proteinler mevcuttur. Bunlar
Spermidin sentaz, Spermin sentaz, SSAT, PAO ve SMO gibi proteinlerdir. Spermidin
sentaz, AdoMetDC ve putresini kullanarak spermidin liretimini saglamakta ve yan Urln
olarak 5-deoxy-6-methylthioadenosine (MTA) elde etmektedir [103]. Spermin ve
spermidine sentezi izin amonopropyl bélgesine ihtiya¢ duyulur. Bu bélge decarboxylated
S-adenosylmethionine tarafindan elde edilir. Spermin poliamini prokaryotlarda spermin
sentaz homologu bulunmadigi i¢in sadece dkaryot hiicrelerde bulunmaktadirlar. Poliamin
katabolizmasi 2 asamali gergeklesmekte ve spermin/spermidine N-asetiltransferaz
(SSAT) ve peroxizomal FAD-bagimli enzim N-asetilpoliamin oksidaz (PAO) tarafindan
duzenlenmektedir. SSAT asetil-coenzim Ada ki asetil grubunu spermin veya spermidine
e aktararak N-asetilspermin veya N-asetilspermidin in olusumu saglar. PAO ise
asetillenmis poliaminleri asetil gruplarindan keserek spermin veya spermidinin tekrar
eldesini saglamaktadir. Bu iglemle beraber 3-aseto-aminopropanal ve H>O: ortaya
¢ikmaktadir. Spermin oksidaz (SMO) ise FAD-bagimli bir enzim olup spermin I oksidize
ederek spermidine elde edilmeisni saglar bu islemde de ortaya 3-aminopropanal ve H2O>
¢ikmaktadir [104].
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3 MATERYAL VE YONTEM

3.1 MATERYALLER

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasal sarflar, cihazlar, yazilimlar, hiicre kiiltiirii

donanimlari, antikorlar, kitler ekler boliimiinde yer almaktadir.

3.2 YONTEMLER

3.2.1 Kullanilan Hiicre ve Ozellikler

SW480 (ATCC CCL-228) kolon kanser hiicresi olup 50 yasinda erkek bireyden elde
edilmistir. Epitel yapida ve aderent olan SW480 hiicresi hipotriploit kromozom yapisina
sahiptir. 12. Kodon da ras mutasyonuna sahiptir. CEA antijen ekspresyonuna sahip olan
hiicreler immun sistemi baskilanmis fare tiplerinde tiimor olusturabilme yeteneginede
sahiptirler. P53 geninde 2 farkli mutasyona sahip olan hiicreler(G->A kodon 273 Arg-
>His, C->T kodon 309 Pro->Ser) yiuksek diizeyde p53 protein ekspresyonuna sahiptirler
ve GM-CSF iiretimi yapabildikleri belirlenmistir.

DLD-1 (ATCC CCL-221) kolon kanser hiicresidir. Erkek bireyden elde edilen hicreler
epitel formda ve adarenttir. Pseudodiploit krozom yapisina sahip olan hiicreler p53
geninde bir adet mutasyon bulundurmaktadirlar(C->T, Ser->Phe 241). CEA antijen
anlatimi bulunan hiicreler immun sistemi baskilanmis farelerde tiimor olusturabilirler.
Yapilan DNA profilleme ¢alismalar1t HCT-15(ATCC CCL-225), HCT-8(ATCC CCL-
244) ve HRT-18G(ATCC CCL-11663) hucre tipleri ile ayni DNA profiline sahip

oldugunu goéstermistir.

3.2.2 Hicre kultura

Kolon kanser hiicreleri olan SW480 (ATCC CCL-228) ve DLD-1 (ATCC CCL-221) %5
CO2 iceren nemli 37 °C’lik etlivde SW480 hiicreleri MEM (Minimum Essential Medium),
DLD-1 hicreleri McCoy 5A besiyerinde %10 fetal sigir serumu (FBS) ve 10 U/ml

32



Penisilin/Streptomisin ile biiyiitiilmiistiir. Hiicre sayisinda artis meydana gelmesi ile
pasajlama islemi i¢in ortamdan besiyeri uzaklagtirilmistir ve igerisinde hiicrelerin
bulundugu 75 cm?lik petri kaplar1 2 ml fosfat tamponlu tuz cozeltisi (PBS) ile
yikannmustir. Daha sonra 75 cm?’lik petri kaplarma 2 ml tripsin-EDTA (etilen diamin tetra
asetik asit) ile 5% CO iceren 37 °C’lik etiivde 5 dakika bekletilmistir. Hiicrelerin bu siire
boyunca zarar gormesinin engellenmesi igin hucrelerin tzerine MEM ve McCoy 5A
besiyeri eklenerek tripsinin inaktif hale gelmesi saglanmistir ve hiicreler yikama yapilarak
15 ml’lik falkon tiipe alinmis ve 500 g’de 5 dakika santriflij edilmistir. Siipernatant
atildiktan sonra hiicrelerin tizerine 1 ml MEM/McCoy 5A besiyeri eklenerek pipetaj
yapilmis ve homojen bir hiicre siispansiyonu elde edilmistir. Neubauer
hemositometresinin kanalina hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak hemositometrede
bulunan 25 karede igerisindeki hiicre sayis1 sayilmis ve 10* ile carpilarak 1 ml’deki hiicre
miktar1 hesaplanmustir. 75 cm2’lik petri kaplarma 8x10° hiicre ekilerek pasajlama islemi

gergeklestirilmistir.

In vivo deneylerde kullanilmak iizere GFP protein anlatimina sahip stabil SW480
hicreleri elde edildi. SW480 (ATCC CCL-228) kolon kanser hiicresi 6 kuyucuklu petriye
2x10° hiicre olacak bigimde ekilerek morfoloji almalar1 i¢in 37°C’lik CO2 etlivde bir giin
boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra hiicrelere 1:3 oraninda 1ug mEGFP-C1 plazmiti
(Addgene 54759) ve 3 ul FUGENE® HD Transfection Reagent (Cat# E2311) eklenerek
72 saatlik inkiibasyon gergeklestirilmistir. 72 saat sonrasinda petrideki besiyeri cekilip
atilarak plazmide uygun antibiyotik Neomycin i¢eren medya petriye konularak hiicre
yogunlugu ve sitotoksisiteye bakilmistir. 250 ug/ml Neomycin ile baglanilip 2 giin ara ile
doz 500 pg/ml, 750 pg/ml 850 pg/ml ve 1000 pg/ml uygulanmistir. 1000 pg/mi
Neomycin SW480 hiicreleri i¢in selektif doz olarak belirlenmistir. Stabil koloniler
secilerek yeni 96lik petrilere aktarilmis ve biiyiitiilmiistiir. Boliinen hiicreler T25’lik
petriye aktarilarak biiyiimeleri saglanmistir. Protein izolasyonu ve floresan mikroskopu
gorintuleri ile MEGFP-C1 plazmitinin pozitif oldugu ispatlanmis ve bu hiicreler in vivo

deneylerde kullanilmistir.
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3.2.3 Epibrassinolidin Hazirlanmasi ve Ugulanmasi

EBR 10mg (CAS 78821-43-9) olacak sekilde APOLLO dan satin alinmistir. SmM stok
konsantrasyonda olacak sekilde DMSO tasiyicisi ile hazirlanmistir. SW480 ve DLD-1 in
vitro ¢alismalarda 30 uM final konsantrasyonda kullanilmistir. 12, 24, 48, 96, 1 hafta ve
21 giine kadar in vitro uygulamalar gerceklestirilmistir. /n vivo ¢alismalarda ise 240
ug/kg, 480 ug/kg ve 720 ug/kg olacak sekilde DMSO ¢oziiciisii ile hazirlanmig ve 200 ul
final hacime serum fizyolojik ile tamamlanarak 500 ul siringalarda hazir halde
uygulanmistir. /n vivo calismalarda enjenksiyonlar 15 giin boyunca her giin
tekrarlanmistir.  Ejenksiyonlar SCID  farelerin  periton bdlgesinin  igerisine

gergeklestirilmistir.

3.2.4 MTT Hiicre Canhhk Testi

Kolon kanser hiicreleri olan SW480 (ATCC CCL-228) ve DLD-1 (ATCC CCL-221) 96
kuyucuklu petrinin her kuyucuguna 1x10* hiicre olacak bi¢imde ekim yapilarak hiicreler
morfoloji almalar1 i¢in bir gece boyunca 37°C ‘lik CO; etiivde inkiibe edilmistir. Daha
sonra hiicreler iizerine 30 uM EBR uygulanarak hiicreler 12, 24 ve 48 saat siire ile 37°C
etiivde bekletilmis ve inkiibasyon sonunda hiicrelerin tizerindeki besiyerine 10ul 3-(4,5-
dimetiltriazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolium bromid (MTT) ajani eklenerek 4 saat boyunca
37°C’ etiivde tutulmustur. 4 saat igerisinde sadece canli hiicreler hidrogenaz enzimi ile
mitokondrilerinde metabolize ettigi MTT ajanin formazan kristallerine doniistiirmiistiir.
Ustte kalan besiyeri dikkatlice ¢ekilip atilmistir. Her kuyucuga 100 ul DMSO eklenilerek
karanlikta 5 dakika bekletilir. Formazan kristallerinin DMSO’da ¢6ziinmesiyle hiicre
canlilig1 seviyesi Mikroplaka ELISA okuyucuda 570 nm ve 655 nm’de iki dalga boyunda

absorbans 6l¢imi yapilmustir.

3.2.5 Yara lyilesmesi Deneyi

Kolon kanser hiicreleri olan SW480 (ATCC CCL-228) ve DLD-1 (ATCC CCL-221)
35mm? petriye 5x10* hiicre olacak sekilde ekilmistir ve bir gece boyunca morfoloji
almalar1 i¢in inkiibe edilmistir. Petri tabani ertesi giin 1000 pl’lik pipet ucu ile hiicreler
oldugu yerde kalacak sekilde ¢izilmistir ve olugan yariklarin boyutu mikroskop yardimi
ile Olgiilmiistiir. 30uM EBR uygulanan 6rnekler 12, 24 ve 48 saat boyunca 37°C ‘lik CO2
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etlivde inkiibe edilmistir. Petri tabaninda olusturulan yariklar inkiibasyon sonrasi
tekrardan mikroskopta gdzlemlenmistir. Olgiim sonrasi fikse edilen hiicreler kristal viyole

ile boyanmig ve mikroskopta bir kez daha gozlemlenerek sonu¢ dogrulanmistir.

3.2.6 DAPI (4°,6-Diamidino-2-fenilindol) Boyamasi

Kolon kanser hicreleri olan SW480 (ATCC CCL-228) ve DLD-1 (ATCC CCL-221) 6
kuyucuklu petriye 1x10* hiicre olacak sekilde ekilmistir ve yapismasi icin bir gece
boyunca 37 °C’lik CO etiivde inkiibe edilmistir. Morfoloji alan hiicrelere 30 uM EBR
uygulanmustir. Inkiibasyon sonrasi hiicrelerin medyas1 5 mg/ml DAPI i¢eren medya ile
degistirilmis ve 10 dakika bekletilmistir. DNA’ya baglanan boya floresan mikroskobunda

eksitasyonu 350 nm ve emisyon 420 nm’de mavi olarak goriintiilenmistir.

3.2.7 DIOC6 (3’,3-Diheksiloksakarbosiyanin Iyodiir) Boyamasi

Kolon kanser hiicreleri olan SW480 (ATCC CCL-228) ve DLD-1 (ATCC CCL-221), 6
kuyucuklu petriye 1x10* hiicre olacak sekilde ekilmis ve yapismast i¢in bir gece boyunca
37°C’ lik CO2 etiivde inkiibe edilmistir. Morfoloji alan hiicrelere 30 uM EBR
uygulanmustir. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin medyas1 400 nM DiOCs iceren medya
ile degistirilip 15 dakika boyunca bekletilmistir. Saglikli mitokondri membranini
boyayarak canli hiicrelerin se¢imi saglanmistir. Saglikli mitokondri membranina sahip
hicreler 15 dakika sonunda floresan mikroskobunda eksitasyonu 488 nm, emisyon 525

nm’de yesil olarak goriintiilenmistir.

3.2.8 Akridin turuncusu (AO) Boyamasi

Kolon kanser hiicreleri olan SW480 (ATCC CCL-228) ve DLD-1 (ATCC CCL-221), 6
kuyucuklu petriye 1x10* hiicre olacak sekilde ekilmis ve yapismasi igin bir gece boyunca
37 °C’ lik CO; etiivde inkiibe edilmistir. Morfoloji alan hiicrelere 30 uM EBR
uygulanmustir. inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin medyas1 2 mg/ml Akridin turuncusu
iceren medya ile degistirilmistir. Akridin turuncusu hiicre zarindan gegebilen dsDNA ya
baglandiginda yesil floresan 1sima (520 nm) verirken, ssSDNA, RNA veya asitik
kompartmanlar1 boyadiginda ise turuncu floresan 1s1ma (650 nm) saglamaktadir. 10dk
boyama sonrasinda medya degistirilmis ve hiicreler floresan mikroskobunda

gozlemlenmistir. Akis sitometrisi teknigi ile bakilmak {izere AO ile boyanan hiicreler
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tripsinize edilmistir. 15ml falkonlara toplanan hicreler 1:1 oranda taze besiyeri ile
muamele edilip 500g de 5dk santriful edilmistir. Stipernatant atilir ve hiicreler 500ul 1x
steril PBS ile nazik¢e pipetaj yapilmasi sonrasinda akis sitometrisi da okutulmustur.
Okutma islemi belirlenen saglikli populasyon igerisinde her kondiisyondan 10 bin ‘er
hiicre olunca tamamlanir ve analiz edilir. Kolon kanser hiicreleri pozitif kontrol olarak 2

saat boyunca FBS icermeyen besiyerinde bekletilmis ve ag¢ hiicre modeli olusturulmustur.

3.2.9 Monodansylcadaverine (MDC) Boyamasi

Kolon kanser hiicreleri olan SW480 (ATCC CCL-228) ve DLD-1 (ATCC CCL-221), 6
kuyucuklu petriye 1x10* hiicre olacak sekilde ekilmis ve yapismasi i¢in bir gece boyunca
37 °C’ lik CO2 etiivde inkiibe edilmistir. Morfoloji alan hiicrelere 30 uM EBR
uygulanmustir. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin medyas1 0,05 mM MDC iceren medya
ile degistirmistir. MDC spesifik olarak lizozomal enzimler, asit fosfataz ve cathepsin D
bulunduran boélgelerde birikirler. MDC igeren medya 10dk sonra degistirilip floresan
mikroskobunda goézlemlenmistir. Kolon kanser hiicreleri pozitif kontrol olarak 2 saat

boyunca FBS igermeyen besiyerinde bekletilmis ve a¢ hiicre modeli olusturulmustur.

3.2.10 Asih damla Modeli

SW480 (ATCC CCL-228) ve DLD-1 (ATCC CCL-221) hiicreleri 60mm? petrilerin
kapaklarma 20ul besiyeri icerisinde 1x10* hiicre olacak sekilde damla damla birakilir.
EBR uygulamast i¢in, 1x10* hiicre 30 uM EBR igeren besiyerinde 20 ul final hacimde
hazirlanarak 60mm? petri kapagma damla damla birakilir. Petrilerin igerisine 1ml PBS
eklenir ve kapat dikkatlice tizerine kapatilir. Petri ve hiicreler hareket ettirilmeden gece
boyu 37C 5% CO; igeren inkiibatorlerde bekletilirler. En az 20 tekrarh olacak sekilde
yapilan deney istenilen siire inkiibasyonu sonrasinda mikroskopta kapak ¢evrilmeden ve

damla modeli bozulmadan gérintulenir.

3.2.11 Sferoid Hicre Kilturi

9611k koni yapili petri tiplerine 1% agaroz jel dokiilerek donmasi beklenir. SW480 (ATCC
CCL-228) ve DLD-1 (ATCC CCL-221) hiicreleri 1x10* olacak sekilde 30uM EBR
icerikli ve iceriksiz olarak agarlara temas etmeden 50 ul final hacimde petriye ekilir. EKim

sirasinda kullanilan kuyularin ¢evrsinde bulunan kuyulara buharlagsmasini 6nlemek amac1
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ile 1x PBS ile eklenir. 37C ve 5% CO: iceren inklbatorde gece boyu inkibe edilir ve
ertesi glin olusan sferoid yapi incelenir. Deney planina gore istenilen siirede inkiibasyon

gerceklestirilir ve mikroskopta goriintiileme yapilir.

3.2.12 Sferoid Hlucre Modelinde ve Asith Damla Hiicre Modelinde Floresan

Boyama

Boyanmasi istenilen boyalar 2x konsantrasyonlarida sferoid hiicre modeli igin 50ul final
hacimde, sallanan hiicre modeli i¢in ise 20ul final hacimde hazirlanmistir. Sferoid hlicre
modelinde besiyerine temas etmeden petrilere dikkatlice eklenir ve boyaya gore farklilik
gosteren inkiibasyon stiresi sonrasinda floresan mikroskobunda goriintiilenir. Asili damla
modelinde ise damla yapisini bozmadan damlanin yanmna yavasca boya eklenir ve
boyalara gore farklihk gosteren siirede inkiibasyon gergeklestirilir. Inkiibasyon

sonrasinda floresan mikroskobunda goriintiileme yapilir.

3.2.13 Koloni olusumunun kristal viyole ile gosterilmesi

Kolon kanser hiicreleri olan SW480 (ATCC CCL-228) ve DLD-1 (ATCC CCL-221), 6
kuyucuklu petriye 1x10* hiicre olacak sekilde ekilmis ve yapismast i¢in bir gece boyunca
37 °C’ lik CO2 etiivde inkiibe edilmistir. Morfolji alan hiicrelere 30 uM EBR
uygulanmustir. 12, 24 ve 48 saatlik ila¢ uygulamasi sonunda hiicrelerin normal medya ile
degisimi yapilmistir. DMSO iligkili deney i¢in 30 uM EBR ile ayn1 hacimde DMSO
uygulanan hicrelerin besiyeri 12, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda uzaklastirilmistir.
Kuyucuklardaki medya 10-14 giin sonunda uzaklastirilarak 1xPBS ile yikanmis ve 3 ml
%100 metanol, 1 ml asetik asit ile 5 dakika inkiibe edilmistir. Fiksasyon sonucunda

hiicreler Kristal viyole ile boyanmis ve goriintiilenmistir.

3.2.14 Plazmit Cogaltilmasi ve Izole Edilmesi

Kanamycin antibiyotigi 50 mg/ml stok konsantrasyonunda hazirlanmistir. LB agar ve LB
broth besi yerlerinde final konsantrasyonu 50 pg/mL olacak sekilde kullanilmustir.

Addgene den hazir alinan mEGFP-C1 plazmiti Kanamycin LB agar a ¢izme teknigi ile
ekilmis ve 37 °C de bir gece inkiibe edilmistir. Ertesi giin uydu koloni olusumu olmayan

ve tek basma duran 10 koloni secilerek Kanamycin bulunduran 3ml LB brothlara
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aktarilmustir. Gece boyu 37 °C de inkiibasyon devam etmistir. Ertesi glin LB brothlardan
2ml ZYMO plazmit izolasyon kit (Cat# D4019) i ile izole edilip %1.2 lik agaroz jelde
goriintiilenmistir. Dogrulanan mEGFP-C1 plazmiti stabil hiicre eldesi igin yuksek
hacimlerde ZYMO plazmit izolasyon kiti ile izole edilmistir. Elde edilen plazmitlerin
saflik ve konsantrasyonu tayini Implen Nanofotometre NP80(CA10770-492)
gerceklestirilerek kullanilmigtir.

3.2.15 Agaroz Jel Elektroforezi

Istenilen yiizde hacimde olacak sekilde tartilan agaroz kiigiik jeller icin 25ml, biiyiik jeller
icin 50ml hacimde doOkiilmiistiir. Agaroz jel dokiilmeden once ethidium bromiir
eklenmistir. Jel donduktan sonra 1x TAE igeren agaroz jel tankina aktarilmis ve yiikleme
boyasi ile karistirilan 6rnekler jele yiiklenmistir. 70 V ta 1 saat yiirtitiilen 6rnekler Bio-

Rad ChemiDoc XRS ile goriintiilenmistir.

3.2.16 Total Protein izolasyonu

Kolon kanser hiicreleri olan SW480 (ATCC CCL-228) ve DLD-1 (ATCC CCL-221), 100
nm’lik petrilere 1,5x10° hiicre olacak bigimde ekim yapilmis ve yapismasi i¢in 37°C’lik
CO2 lik etiivde bir giin boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra hiicreler 30 uM EBR
uygulanarak 12, 24 ve 48 saat boyunca etiivde tutulmustur ve sonrasinda hiicreler 1xPBS
¢oOzeltisi kullanilarak kazima yontemi ile petriden toplanmis ve 2 dakika siire ile 13200
rpm’de santrifiij islemi ile ¢oktiirilmiistiir. Bu islem petrideki tiim hiicreler toplanip
coktiiriiliine kadar tekrarlanmaktadir. Santriftij ile ¢Oktiiriilen hiicrelere lizis tamponu
ilave edilmistir. Ornekler, 20 dakika oda sicakliginda calkalayicida inkiibe edilmis ve
sonrasmnda 20 dakika da 16000 g’de +4°C’ de santrifiij edilmistir. Ust faz yeni ependorf

tiipline almarak -80°C’ de saklanilir.

3.2.17 Fosfatlanms Proteinlerin izolasyonu

Kolon kanser hticreleri olan SW480 (ATCC CCL-228) ve DLD-1 (ATCC CCL-221), 100
nm’lik petrilere 1,5x10° hiicre olacak bigimde ekim yapilmis ve yapismasi i¢in 37°C’lik
CO2etiivde bir giin boyunca inkiibe edilmistir. Morfoloji almis olan hiicrelere 30 uM EBR
uygulanarak 12, 24 ve 48 saat siire ile etiivde tutulmustur ve hiicreler sonrasinda 1xTBS

cozeltisi kullanilarak kazima ydntemi ile petriden toplanarak 2 dakika boyunca 13200
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rpm’de santrifiij islemi ile ¢Oktliriilmiistiir. Bu islem petrideki tiim hiicreler toplanip
coktiiriiline kadar tekrarlanmaktadir. Santrifiij ile ¢oktiiriilen hiicrelere 1x fosfostop
eklenmis ve lizis tamponuda ilave edilmistir. Ornekler 20 dakika oda sicakliginda
calkalayicida inkiibe edilmistir. Daha sonra 20 dakika da 16000 rpm’de +4°C’ de santrifiij

edilmis ve iist faz yeni ependorf tiipiine alinarak -80°C’ de saklanmuistir.

3.2.18 Protein Miktar Tayini

Bradford yontemi kullanilarak protein miktart belirlenmistir ve 96 kuyucuklu petri
kullanilarak konsantrasyonu 1,5 pg/ml olan Bovine Serum Albumin (BSA), artan
miktarlarda kullanilarak 6nce standart bir egri olusturulmustur. 96 kuyucuklu petri
kullanilmaya devam edilerek her 6rnekten 1 pl konulmusg ve iizerine de 200 pl Bradford
soliisyonu ilave edilmis karanlikta 5 dakika siire ile bekletilmistir. Ornekler 595 nm dalga
boyunda mikroplaka okuyucuda okutulmustur. Olusan absorbans degerleri kullanilarakta

protein konsantarsyon degerleri elde edilmistir.

3.2.19 immunoblotlama Teknigi ve Protein Diizeylerinin Belirlenmesi

Immunoblotlama teknigi igin, konsantrasyonu hesaplanan proteinlerin Laemmli (5X)
yiikleme tamponu ve 40 pg protein ornekleri 1:5 oranida karistirilarak 95°C’de 5 dakika
bekletilerek hazirlanan proteinler %10, %12 veya %15°lik akrilamid /bisakrilamid jele
belirlenen konsantrasyonlarda yiklenerek yiuritme tamponu olan tankta 85V ‘ta
yuriitiilmiistiir. Proteinler yiiritiildiikkten sonra transfere alinmadan Once polvinilden
fluorid (PVDF) membranlarin kullanilacak hale gemesi i¢in metanol ile aktiflestirilmistir.
Jeldeki proteinler, transferi gergeklestiren makine ile 2,5 mA’de hiicre kDa’ una bagh
olarak degisen degerlerde PVDF membrana transfer edilmistir. Transfer igslemi sonrasi
membranlar, 1 saat oda sicakliginda %5’lik yagsiz siit tozu (%0,1 Tween 20 igeren
1xTBS) i¢erisinde calkalayicida bekletilmistir. Siitte bekleyen membranlar 1:1000 olarak
hazirlanan primer antikorunda bir giin boyunca +4 °C’ de bekletilmistir. 1:1000 olarak
hazirlanan primer antikor isaretlemesinden sonra membran ikinci antikora alimmadan
once 5 dakika olarak ¢ kez 1XTBS-T ¢ozeltisi ile yikanmistir. Daha sonra membran
1:3000 hazirlanan ikincil antikor ile bir giin boyunca +4°C’ de inkiibe edilir. Membran
TBS-Tween ¢ozeltisi ile 5dk boyunca iki kez ve TBS ¢ozeltisi ile 5dk boyunca bir kez
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muamele edilmistir. Ekte yer alan tabloda belirtilen degerlerde hazirlanmis
kemiliiminesans ¢6zeltisi ile 2 dk boyunca membranlar muamele edilmistir. Chemidoc-

MP ile 2dk boyunca 30 farkli goriintii kaydedilmistir.

3.2.20 immiinofloresan Teknigi ile Protein Diizeylerinin Belirlenmesi

Kolon kanser hiicreleri olan SW480 (ATCC CCL-228) ve DLD-1 (ATCC CCL-221),
poly-d-lizin kapli lamellerin {izerine 1x10* hiicre olacak sekilde ekimler
gergeklestirilmistir. 30 UM EBR uygulamasi sonrast medium atilmistir ve 3 kez 1x PBS
ile yikama gerceklestirilmistir. Daha sonra -20 de bekletilmis 1ml metanol eklenilir ve
10dk boyunca 37°C’lik CO: etiivde inkiibe edilmistir. Metanol uzaklastirilmasi
sonrasinda lameller kurumaya brrakilmistir ve 3 kere 1x PBS ile yikama
gerceklestirilmistir. Daha sonra 1ml Triton X-100 solusyonu eklenilir ve 15dk boyunca
37°C’lik CO2 etiivde inkiibasyon sonrasinda 3 kere 1x PBS ile yikama ger¢eklestirilmistir.
%0.5 BSA iceren PBS soliisyonu (PBB) ile 3 kez yikama gergeklestirildikten sonra 1ml
%2 BSA igeren PBS soliisyonu (BLOCK) ile oda sicakliginda karistiricida (10-15 rpm)
45-60dk inkiibasyon gerceklestirilmistir. Hazirlanan Primer lamellerin {izerini kaplayacak
sekilde yerlestirilerek kuyunun iizeri gergin bir sekilde slak filtre kagidi/pecete ile
kapatilarak folyo ile kaplanmistir ve +4°C’de karistiricida (10-15 rpm) gece boyu inkibe
edilmistir. Ertesi gin 3 kere 500ul PBB solisyonu ile lamellerin yikamasi
gerceklestirilerek hazirlanmis olan sekondere DAPI eklenerek kuyularmn igine
konulmustur ve kuyunun iizeri gergin bir sekilde 1slak filtrekagidi/pecete ile kapatilarak
folyo ile kaplanmistir. +4 derecedeki karistiricida (10-15 rpm) 60dk inkiibe edilmistir.
Sonrasinda 3 kere 5001 PBB soliisyonu ile yikama gergeklestirilerek lamlarin {izerine bir
damla 1x PBS damlatilir ve lameller hiicreler altta kalacak sekilde kapatilmistir. Lameller
¢ekim iglemi sonrasi yukar1 Bakicak sekilde kuyuya aktarilmistir ve igerisine 1ml PBS
eklenerek iizerine gergin bir sekilde islak filtre kagidi koyularak folyo sarilip +4 derecede

kullanim ihtiyacina kadar saklanilbilmektedir.

3.2.21 HPLC Ile Poliamin Seviyelerinin Belirlenmesi

Hiicre kiltiirinde 100mm? petrilere 1.5x10° SW480 ve DLD-1 hiicreleri ekilmis ve
morfoloji almasini takiben 12, 24 ve 48 saat 30uM EBR uygulamasi ger¢eklestirilmistir.
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Inkiibasyon sonrasi hiicreler kaziyici ile petriden kaldirilmis ve 15ml lik falkonlara
aktarildilar. 16000g de 5dk santrifiil edilmesiin takiben siipernatan atilir ve hiicre
pelletinin Uzerine 1ml steril PBS igerisinde ¢ozindurilmiis 100 pl trikoloro asetik asit
(TCA) ile homojenize edilmistir. Hiicrelerde bulunan monomeric bilesikler polimer
maddeler santriftl ile c¢okturtlerek elde edilir. 23000g de 20dk yapilan santrifiij
sonrasinda supernatant yeni bir falkona aktarilir. Coézelti pH1 2M NaOH ile
yukseltgenerek 10ul Benzil klorur ile muamele edilir. Bu sayede poliaminlere benzil
halkas1 baglanmasi saglanmistir. Doymus SMlik NaCl tuz ¢ozeltisi ile muamele edilerek
serbest monomerlerin ve artiklarin ¢okmesi saglanir. Dietil eter icerisinde poliaminler
¢ozdiiriiliir ve olusan faz ayrimi sayesinde poliaminler ayrilir. Ornekler konsanratdre
koyularak ugurma islemi gerceklestirilir. Bu islemde ortamda bulunan dietil eter ugar ve
mikrofiij tiiplerine aktarilmis olan poliaminler tiipleri tiplerine ¢oker. Kristal forma gelmis
olan poliaminler %60 lik methanol ile ¢ozdiriiliir ve Yiiksek basmgli sivi kromotografisi
(HPLC) sistemi kullanilarak poliaminler tespit edilir. Her poliamin i¢in Oncesinde
yuritulen standartlar sayesinde putresin, spermin ve spermidine icin dakikalar deney
oncesinde belirlenir. Bu sayede sonuglarin dogrulugu saglanir. Elde edilen sonuclar
olusturulan standart grafiginin formiiliine gore konsantrasyonlara ¢evrilerek hesaplanir.
Ayn1 miktarda hiicreden elde edilen protein miktarlar1 Bradford teknigi ile belirlenir ve
hlcrelerdeki protein basina diisen poliamin miktar1 cinsinden poliamin seviyeleri tespit

edilir.

3.2.22 Agar Arasi Hiicre Modeli

%1 ve %0.6° lik agarlar hazirlanir ve otoklavlanir. Alt agarda kullanilmak tizere 2x
besiyeri hazirlanir. 1% lik agar donmayacak sekilde sogutulur. Onceden hazirlanip
sitilmus 2x besiyeri ile 1:1 oranda karistirilir ve 6 kuyucuklu petrilere her kuyuda 1.5ml
karisimdan koyulur ve hareket ettirmeden donmasi beklenir. Ust agar igin SW480
hiicreleri kaldirilir ve her kuyuda 5 bin hiicre olacak sekilde 1:1 oranda %0.6 lik agar ile
karistirilarak alt agarm tizerine 1.5ml iist agar eklenir. EBR uygulamasi yapilacak
kondisyonlarda 5 bin hiicre 750ul 30 uM EBR bulunan medya da ¢6zllerek 750l %0.6
lik agar ile karistirilir. Agarin sicak olmasi hiicreleri dldiireceginden uygun sicakliga

kadar sogutulmasi beklenmeli ve list agar koyulmasindan sonra 30dk boyunce oda
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1s1sinda donmasti i¢in beklenmelidir. Donma islemi gerceklestikten sonra 37C de %5 CO2
inklbatoriinde bekletilir. Deney sonlandiktan sonra agarlar ayristirilarak tripan mavisi ile

boyanir ve mikroskopta goriintiilenir.

3.2.23 3 Boyutlu Hucre Kalturd

BD Matrigel Matrix (356234) kullanimi ile gergeklestirilen 3 boyutlu hiicre kiiltiirii icin
96 kuyucuklu petriler kullanilmigtir. 50l matrijel icerisinde 5 bin adet SW480 kolon
kanser hucresi olan 50ul MEM ile 1:1 oraninda karistirilmis ve her kondiisyondan 4
tekrarl olucak sekilde 96 kuyucuklu petri kuyularmna yerlestirilmistir. EBR uygulamasi
gergeklestirilen kuyulara S0l hiicre karisimi igerisinde 100ul total hacimde 30puM EBR
olacak sekilde EBR koyulmus ve 1:1 oranda matrijel ile karistirilarak final konsantrasyon
sabit olacak sekilde deney gerceklestirilmistir. Cevre bos kuyulara buharlasmay1 6nlemek
amaci ile 1x streil PBS koyulmustur. Her giin mikroskop ile takip edilen kuyucuklarda
sferoid olusturan hiicre populasyonlar1 belirlenmis ve her giin sferoid boyutlar1 kontrol
edilmistir. 7. Giiniin sonunda sferoidler kontrol grubunda birbirleri ile interaksiyona

girdikleri ve deney dogrulugunu etkileyecegi boyuta geldigi i¢in deney sonlandirilmistir.

3.2.24 Ksenograft SCID Fare Modeli

Deneyler ACU-HADYEK tarafindan almnan etik kurul onay1 ile ACIBADEM
UNIVERSITESI MEHMET ALI AYDINLAR KAMPUSUN de gerceklestirilmistir.
Deneyde severe combined immunodeficiency (SCID) fareler kullanilmustir. 7x10°
SW480 kolon kanser hiicresi 200 ul matrijel ile farclerin sag arka bacak 6nii bosluk
bolgelerine inokiilasyon gerceklestirilmistir. 40 giin siiren beklemenin ardindan farelerde
SW480 tiimor boyutlar: gozle goriiliir hale gelmistir.

Gruplara ayrilan farelerin tumor boyutlar1 elektronik kaliper yardimi ile 5 glin arayla
Olclilmiistiir.

Fare agirliklar1 5 giin ara ile hassas terazi lizerinde her giin uygulanan EBR enjenksiyonu
oncesi tartilmis ve agirliklar: not edilmistir.

Fareler sakrifiye edilmeden once izofloran ile anestezi uygulanmis ve farelerin jugular
damarindan 500pl kan alinarak serum elde edilmek {izere muhafaza edilmistir. Fareler

daha sonrasinda sakrifiye edilerek tiimorleri ¢ikartilmis ve resimleri ¢ekilmistir.
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3.2.25 Tiimérlerden Protein izolasyonu

Timorlerden gergeklestirilen protein izolasyonunda T-PER Tissue Protein Extraction
Reagent (78510) kullanilmistir. Tiimorlerden bistiiri ile aliman pargalar folyo i{izerinde
kiiclik kesitler haline getirilmis ve daras1 alinmis 2ml hacime sahip mikrofiij tiiplerinde
tartilarak 1gr:20ml T-PER orani korunarak dounce homojenlestiricisi kullanilarak buz
iizerinde homojenize hale getirilmistir. T-PER kullanilmadan 6nce 10ml igerisine 1 tablet
cOmplete, EDTA-free proteaz inhibitor kokteyli (11836170001) eklenmistir.
Fosforlanmis proteinlerin eldesi icin ise islem bu noktaya kadar tekrarlanmig ve 10ml T-
PER igerisine 1 tablet proteaz inhibitoriini takiben 1 tablet PhosSTOP (4906845001)
tablet eklenmistir. Homojenizasyon islemi tamamlandiktan sonra 10000g de 5dk santrifiil
edilmis ve supernatant protein igerigi ayr1 bir 1.5ml lik mikrofiij tiipiine aktarilarak -80 de

depolanmustir.

3.2.26 insan Embriyonik Antijen ELIZA Deneyi

Deneyde Abcam Human CEA ELISA Kit (ab99992) isimli kit kullanilmistir. Farelerden
elde edilen kan oOrnekleri 30 dk oda sicakliginda bekletilmis ve kanin pihtilagsmasi
saglanmigtir. Daha sonrasinda 6rnekler 10dk boyunca 2000g de santriful edilmistir. Bu
sayede Kan ve serum arasinda goriiniir fark elde edilerek serum yeni bir 1.5ml lik mikrofij
tiipline aktarilmistir. Her bir 6rnek 2 tekrarli olacak sekilde 50 ser mikrolitre serum 6rnegi
yeni 0.5ml lik PCR tiiplerine ayrilmis ve kitin temin ettigi Assay Diluent A ile 100l final
hacime tamamlanmistir. Kitin temin ettigi recombinant insan CEA standartlar1 belirtilen
sekilde seri dillisyon teknigi ile hazirlanip en az iki gornek olacak sekilde diliie edilmistir.
Ornekler kuyucuklara eklenmis ve gece boyu +4C de diisiik hizda sallanan inkiibatdrde
inkiibe edilmistir. Ertesi giin 4 kere 300ul 1x yikama soliisyonu ile yikamalar
gerceklestirilmis ve 100 mikrolitre 1x biotin isaretli CEA antikoru her kuyuya eklenmis
ve 1 saat oda sicakliginda diisiik hizda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda ayni
yikamalar tekrar gergeklestirilmistir. Yikamalar sonrasinda 100ul 1x Streptavidin
soliisyonu ile 45dk diisiik hizda inkiibe edilen ornekler bir sefer daha yikanmistir.
Ardindan TMB tek asamali substrat soliisyonu eklenerek karanlikta diisiik hizda 30dk

inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasmda 50pl stop soliisyonu eklemis ve 450nm de
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okutulmustur. Cikan sonuclar elisakit.com firmasina ait elisaanalysis.com da analiz

edilmis ve degerler anlamlandirilmistir.

3.2.27 immiinohistokimya Deneyi

Timorlerden alman kesitler %10 tamponlamis formalin ¢ozelitsinde 4 °C de 16 saat
bekletilmigtir. 1 hafta boyunca giin asir1 %70 etanol ile yikanan Ornekler 1 hafta
sonrasmda doku takibine tabi tutulmustur. Doku takibinde 6rnekler %70 etanol de 10dk,
%80 etanol ile 20dk daha sonra %90 etanol de 20dk, %96 etanol de 15dk, %100 etanol
de 15dk, %100 etanol de 15dk bekletildikten sonra ksilol de 2 kere 5er dk bekletilip 42-
44 paraffin e aktarilarak 44 °C soguk suda kisa siire bekletilir ve oda 1sisinda ¢alisilana
kadar bekletilmistir. Ertesi giin 58 parafine aktarilar tiimor 6rnekeri 2 saat 58 °C de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 58 parafinin icerisine gdmiilen dokular sertlesmesi igin
1 hafta oda 1sisinda bekletilir. Kesit alma isleminde mikrotoma yerlestirilen paraffin
bloklar 4 mikrometre kalinliginda kesitler alinarak Uzerinde bir miktar su bulunan poly-
L-lizin kapli hazir lamlar Uzerine alinir ve 37 °C deki 1sitma tablasinda yapismasi i¢in
beklenir yapisan kesitlerde diisme olmamasi i¢in bir gece 37 °C deki etlivde inkiibe edilir.
Lamlar sale igerisine alinir ve 2 kere ksilol de 5dk bekletilir. Daha sonra %100 etanol de
2 kere 5dk, %95 etanolde 2 kere 5dk, %70 etanolde 2 kere 5dk bekletilir ve dH>O ya
alinarak deparafinizasyon islemi gerceklestirilir ve ardindan 5dk bekletilmistir. Antijen
tyilestirme teknigi i¢in lamlar 1s1ya dayanikli 6zel bir kaba alinir ve kabin igerisi 10mM
sitrat tampon ile doldurularak 15dk mikrodalga da kaynatilir. Daha sonra 50mM tris
+%0,01 tween20 den olusan yikama tamponu ile lamlar 10dk boyunca yikanir. Yikama
sonrasmda metanol de hazirlanmis %1.5 H20; ile 15dk muamele edilir. Noves HistoStain
Plus kit igeriginde bulunan bloklama soliisyonu ile 10dk muamele edilen lamlar 1:100
diliisyon ile hazirlanmis Ki67 ve 1:200 dilisyon ile hazirlanmis sitokeratinl8 ile
kaplanarak {izerlerine lam boyutunda parafilm kesilerek kapatilir. Kapatilan lamlar 4 °C
de gece boyu bekletilerek primer antikor baglanmasi saglanir. Ertesi giin yikama
tamponuna alman lamlar 15dk boyunca yikanir ve iizerlerine kit iceriginde bulunan
sekonder antikor eklenerek 30dk beklenir. Inkiibasyon sonrasi 10dk daha yikama
tamponunda bekletilen lamlar kit igeriginde bulunan Streptavidin peroksidaz ile 10dk

muamele edilir. Sonrasinda tekrar yikama tamponuna alman lamlar 10dk daha
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bekletilerek dH20 ya aktarilir. AEC kiti ile muamele edilen lamlar reaksiyon i¢in zaman
tutularak bekletilir. Reaksiyon siiresi hesaplanarak biitiin 6rneklere ayni siire boyunca
AEC uygulanir ve reaksiyonlar H20 ile sonlandirilir. Sonlandirilmayi takiben lamlarin

tizeri GVA ile kaplanarak lamel ile kapatilir.
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4 SONUCLAR

4.1  EPIBRASSINOLID UYGULAMASI DLD-1 VE SW480 KOLON KANSER
HUCRELERINDE HUCRE CANLILIGINI AZALTICI YONDE ETKi ETMISTIR

Epibrassinolid(EBR)’in hiicre canliligi iizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in 30 pM
konsantrasyonda zamana bagli MTT deneyi yapilmustir. SW480 ve DLD-1 kolon kanseri
hiicre hatlarinda hiicre canliligi azalma gostermistir. DLD-1 kanser hiicreleri 48 saat
sonrasinda %65 hiicre canlilig1 gosterirken, SW480 hiicreleri %50’ nin altina diismiistiir
(**** P <0.0001, *** P <0.001) (Sekil 4.1). Hiicre canliliginda ki bu azalma EBR’nin
endoplazmik retikulum stresine bagli apoptoz yolagini indiiklemesi ile gergeklestirildigi

daha 6nce ki ¢alismalarimizda gosterilmistir. [8]
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Sekil 4. 1. SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hiicrelerinin MTT teknigi ile hiicre canliliginin EBR
uygulamasini takiben gosterilmistir (**** P < 0.0001, *** P <0.001).
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4.2 EPIBRASSINOLID AKT/MTOR/ULK-1 YOLAGINA ETKi EDEREK
HUCRENIN ENERJi METABOLIZMASINDA VE OTOFAJi YOLAGINDA
DEGIiSIKLIKLERE SEBEP OLMAKTADIR

Otofajik yolaktaki cesitli degisikliklere bagli farkli 6liim ¢esitlerininde olabilecegi
diistiniilerek ¢esitli protein seviyeleri immunoblotlama ile gosterilmistir. Akt/mTOR
yolagina Bakildiginda, Akt protein seviyelerinde degisiklik gézlemlenmezken serin473
amino asitinden fosfatlanmis Akt her iki hiicre hatti1 i¢in 48 saat EBR uygulamasi
sonucunda artig gostermistir. Serin241 amino asitinden fosfatlanmis PDK-1 protein
seviyeleride iki hiicre hatti i¢in de korunmustur. mTOR proteini translasyon ve otofaji
arasindaki dengeyi koruyan ve enerji ihtiyacina gore bu iki yolak arasindaki yonelimi
saglayan proteindir. mTOR proteini EBR uygulamasi ile ilk 24 saatte artis gdstermis fakat
48 saatte kontrole kiyasla daha da azalmistir. Bu noktada serin2448 amino asitinden
fosfatlanmig mTOR proteini translasyonun devamini igaret etmektedir. 12 saatlik EBR

uygulamasi sonrasinda azalmis olan fosfatlanmis mTOR 48 saat sonrasinda artis

gostermistir (Sekil 4.2).
SW480 DLD-1
EBR 0 12 24 48 EBR 0 12 24 48
-  AREVEDY -h ah ws -
1 21 2 21 1 09 1 o7
N - — - P-ﬂk( gerd™? (60 kDa) . — - e
1 1.2 12 13 1 25 2 25
P—— . p-PDKI1 ser 24}(58,68 kDa) — e ey =
1 09 12 1 1 15 15 18
1 09 1 06 1 17 13 14
¥ P mTOR ( 289 kDa) ET 2k
1 43 29 0,7 1 11 06 03
X p-mTOR ser 244 (289 kDa) m - m
(o e v
1 0,2 03 04 1 0,5 09 13
1 11 12 13 1 1 1 1

Sekil 4. 2. SW480 ve DLD-1 kolon kanser hiicrelerinden EBR uygulamasi sonrasinda elde

edilen proteinlerden akt/mTOR {iyelerinin protein anlatimlar1 gosterilmistir.
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43 EPIBRASSINOLID ILE TEKTIKLENEN AMPK, BECLIN-1 VE
SQSTM1/P62  SEVIYELERINDEKiI DEGIiSIM OTOFAJIK CEVAP
OLUSUMUNDA KiLIT ROL OYNAMAKTADIR.

Fosfatlanmasi durumunda aktif olan ve AMP/ATP dengesindeki bozulmalar sonucu hiicre
enerji ihtiyacini dengelemek i¢in otofaji sinyalini iletecek olan AMPK proteini mTOR un
baskiladig1 Ulk-1 otofaji baslatict proteinini fosfatlayarak sinyalin baglatilmasini saglar.
48 saatlik uygulama sonrasinda SW480 hiicrelerinde AMPK protein seviyesinde artis
gOzlemlenirken DLD-1 hucrelerinde azalma gdzlemlenmistir. Buna bagli olarak Ulk-1
protein seviyeleri degismis ve DLD-1 hucrelerinde 48 saatte diger uygulama saatlerine
oranla azalma gozlemlenirken SW480 hiicrelerinde artis gézlemlenmistir. Serin555
amino asitinden fosfatlanmis Ulk-1 proteini aktif yapiy1 ifade etmektedir. Bu protein
seviyesindeki degisiklik otofaji baslangi¢ sinyalini ifade etmektedir. DLD-1 hiicrelerinde
ilk artis 12 saatte gozlemlenirken SW480 hiicrelerinde 48 saatte belirgin bir degisim
gbézlemlenmistir. pSAPK/JINK treoninl83/tirozinl85 proteini aktif yapiyr ifade
etmektedir. SW480 hiicrelerinde zamana bagli olarak artmugken, DLD-1 hiicrelerinde 12
ve 24 saatte artarken 48 saatte azalma gozlemlenmistir. Beclin-1 ve Bcl-2 proteinleri
otofajik membran nukleasyonun baslayacagi sinyalin ilk adimidir. Heterodimerize sekilde
bulunan bu iki proteinin birbirlerinden ayrilmasi durumunda sinyal iletilmeye baslanir.
Beclin-1 proteini seviyelerindeki artis bu ayrilmayr veya asir1 anlatimi sebebi ile
heterodimerizasyonun gerceklesmemesi durumuna bagli sinyal iletimini ifade edebilir.
Beclin-1 protein seviyelerindeki artis 12 saat ve 48 saatlik EBR uygulamasi sonrasinda
acikca gosterilmistir. Bcl-2 protein anlatimi ise SW480 hiicrelerinde 48 saatlik uygulama
sonrast azalirken, DLD-1 hiicrelerinde bir degisim gozlemlenmemistir. Otofaji sinyalinin
iletimi sonrasinda ATG proteinleri arasinda bir dizi interaksiyon sonras1 ATG5-12-16L1
kompleksi olusur ve diger ATG proteinleri yardimi ile LC3 siras1 ile LC3-1 ve LC3-11 ye
kesilerek otofagozom membran olusumu baglar. Atg3 protein expresiyonu SW480
hiicrelerinde 48 saat uygulama sonrasinda azalmistir. Fakat DLD-1 hicrelerinde bu
durumun tam tersi gergeklesmis ve Atg3 protein expresiyonu artig gostermistir. AtgS
protein expresyonu 48 saatlik EBR uygulamasi sonrasinda SW480 hiicrelerinde artis
gosterirken DLD-1 hiicrelerinde korunmustur. Her iki hiicre hattinda Atg7 protein

seviyeleri zamana baglh artig gosterirken Atgl2 protein expresyonunda herhangi bir
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degisiklik gozlemlenmemistir. SQSTM1/p62 proteini otofagozom ile degrade edilecek
kargoyu isaretler ve otofaji sinyali sonlanirken kargo ile degrade olarak yok olur. Her iki
hiicre hattinda da expresyon seviyeleri zamana bagli olarak azalmistir. Otofagozom
membran nukleasyonu igin gerekli olan LC3 proteinin ise LC3-I izoformu azalirken LC3-

II izoformunun arttig1 her iki hiicre hatt1 icinde zamana bagli olarak gosterilmistir (Sekil

4.3).

SW430
EBRE 0 12 24 48

T L o

1 11 11 12

Sekil 4. 3. SW480 ve DLD-1 kolon kanser hiicrelerinden EBR uygulamasini takiben elde edilen

pP-AMPKe thr 17 (62 kDa)

Ulk1 (150 kDa)
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- W e p62(/SQSTM]I (62 kDa) —
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1 04 06 04 1 11 3z 0
1 11 e 14 1 3l L9 141
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proteinlerden otofaji alakali proteinlerin anlatim seviyeleri belirlenmistir.
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4.4 EBR UYGULAMASI MONODANSYLCADAVERINE VE AKRIiDIN
TURUNCUSU BOYAMALARINDA ARTISA SEBEP OLMUSTUR.

Otofajik cevabm gosterilmesi igin Monodansylcadaverine ve Akridin turuncusu
boyalamalar1 gerceklestirilmis ve bu boyamalarda EBR uygulamasi ile beraber artis tespit
edilmis immunofloresan analizleri ile bu sonuglardaki artis dogrulanmustir. Otofajik
vesikiillerin tespitinde kullanilan bir boya olan monodansylcadaverine 48 saatlik EBR
uygulamasini takiben kullanilmis ve uygulamasi sonrasindaki artis pozitif kontrol olarak
kullanilan ag¢ birakilmis hiicrelerle kiyaslanmis ve iki hiicre hatt1 iginde EBR uygulamasi
sonrasinda artis gosterilmistir. Akridin turuncusu boyamasi sonrasinda turuncu olarak

belirlenen asidik vesikuller 48 saat EBR uygulamasi sonrasinda iki hiicre hatti i¢inde artis

gostermistir (Sekil 4.4).
SW480 DLD-1
EBR 0 48 0 0 48 0
Hiicre Achgi - - + - * -

Isik

Mondansylcadaverine

Isik

Acridine Orange

Sekil 4. 4. SW480 ve DLD-1 kolon kanser hiicreleri 48 saat EBR uygulamasini takiben MDC ve
AO boya tutulumlar1 belirlenmistir. Hiicre a¢ligi pozitif kontrol olarak kullanilmustir.
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Immunofloresan uygulamasinda iki hiicre hatt: icinde 48 saat EBR uygulamasi
secilmistir. LC3A/B ve p62/SQSTMI1 antikorlar1 ile yapilan deneyde LC3A/B
isaretlemelerinde artis gozlemlenirken p62/SQSTMI1 isaretlemelerinde azalma

gozlemlenmistir (Sekil 4.5).

EBR 0 48 0 0 48
LC3A/B + p

p62/SQSTMI . s . ¥ i
B-Aktin

DLD-1

SW480

Sekil 4. 5. SW480 ve DLD-1 kolon kanser hiicrelerinde EBR uygulamasi ile LC3A/B ve
SQSTM1/p62 antikorlari ile gergeklestirilen isaretlemenin gosterilmesi. Beta-Aktin pozitif

kontrol olarak kullanilmustir.

45  EPIBRASSINOLID UYGULAMASI SONRASI HEM SW480 HEMDE
DLD-1 POLIAMIN HAVUZLARI AZALMISTIR.

Poliamin seviyelerine bakildiginda iki hiicre hatt1 i¢in de poliamin havuzlarinda zamana
bagli EBR uygulamasi sonrasinda azalma belirlenmistir (¥*** P <0.0001, *** P <0.001,
** P <0.01) (Sekil 4.6A). DLD-1 hiicre hattinda yolakta ki protein ifadelerinde belirgin
bir degisiklik goriilmezken SW480 hiicre hattinda 12 saatlik uygulama sonrasinda
ifadeleri artan ODC ve PAO, 48 saatlik uygulama sonrasinda azalmistir. SSAT ve AZ

protein seviyeleri ise zamana bagli artig gostermistir (Sekil 4.6B).
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0.034 0.025+
M ! pu; 0.0204
0 sp
0.02 i *kk B spm Vi
x dedek
0.010+4
0.005+
0.000-
B.
SW480 DLD-1
EBR 0 12 24 48 EBR 0 12 24 48
R oo e
1 26 28 18 1 53 51 6,5
|. e -l SSAT (22 kDa) [O - - '|
1 09 16 2 1 39 24 46
ODC (53 kDa) |- - -
T (%] (1K 0,9

AZI (50 kDa) |- . -I
1

x93 07

08 06 06

== D e GAPDH (37 kDa) LT
T T [ T3

[ | 9

Sekil 4. 6. SW480 ve DLD-1 kolon kanser hiicre hatlarinda EBR uygulamasin1 takiben poliamin
havuzunun gosterilmesi (A) ve poliamin metabolizmasinda 6énem arz eden protein anlatimlarinin

belirlenmesi (B) (**** P <0.0001, *** P <0.001, ** P < 0.01).

SPD ve SPD&EBR uygulamasi ile hiicredeki otofajik cevap LC3 antikoru ve Akridin
turuncusu akis sitometrisi ile gosterilmistir. SW480 hiicrelerinde LC3 protein seviyesi
EBR ve spd uygulamasi ile artarken EBR&SPD uygulamasi sonrasi sadece SPD
uygulamasina kiyasla azalma tespit edilmistir (Sekil 4.7A). AO boyama sonucunda ise
EBR uygulamasi1 %57.3 asidik boyama ortaya koyarken, SPD uygulamasi %40.9 ortaya
koymustur. Beraber uygulamada ise %55.8 asidik boyama elde edilmistir. SW480
hiicrelerinde beraber yapilan uygulama antogonistik etki gosterirken, DLD-1 hiicrelerinde

etki sinerjestik olarak gosterilmistir. EBR uygulamasi sonrasinda AO asidik boyama
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%38.8 iken SPD uygulamasi sonrasinda %5.8’lik boyama sinerjestik etki gostererek

beraber uygulama sonrasinda %75.6’lik bir asidik boyama ortaya koymustur (Sekil 4.7B).

A.

SW480 DLD-1
EBR 0 48 0 48 EBR 0 48 0 48
SPD -_rrrr SPD = s A B
= = = LC3A/B (14.16) kDa - e
1 36 44 39 1 727 31 87
l. R g D p-Aktin (45 kDa) = O B S
1 1 11 12 1 12 13 09
B.
EBR 0 48 0 48
SPD - 3 i 4

DLD-1

Q31.UF
16%

SW480

Q31.LR|
0.0%

Sekil 4. 7. SW480 ve DLD-1 hiicre hatlarinda EBR ve SPD uygulamalarmi takiben LC3A/B
protein anlatiminin tespit edilmesi (A) ve Otofajideki degisikliklerin acirdine orange boyamasini

takiben akis sitometrisi da dogrulanmasi (B).

46  EPIBRASSINOLID UYGULAMASI ASILI DAMLA MODELINDE
HUCRE TOPLULUKLARININ CAPLARINI KUCULTMUSTUR.

SW480 hcrelerinde agar uzerinde sferoid olusturma deneyi ve asili damla deneyi
gergeklestirilmis 48 saat sonrasinda olusan sferoid hiicre populasyonlarinin gapinda

azalma gozlemlenmistir (Sekil 4.8A). Hiicreler bu deneyler sirasinda DiIOCg¢ ve DAPI
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boyalar1 ile boyanarak sferoid topluluktaki kiigiilme 48 saat EBR uygulamasi sonrasinda
gosterilmistir (Sekil 4.8B). Farkli konsantrasyonlarda ve FBS iceriklerine sahip
besiyerleri ile olusturulan agarlar arasinda hareket gosterilmis ve 21 giinliilk EBR icerikli
besiyeri inkiibasyonu sonrasinda iist agardaki sferoid hiicre populasyonunda bir degisim
olmazken alt agarda olusabilen hiicre populasyonunda azalma gozlemlenmistir (Sekil
4.8C). Agar lizerinde olusturulan sferoid hiicre topluluklar: 21 giinliik EBR uygulamasi
sonrasinda DIOCs ve DAPI ile boyanmis ve sferoid yapinin capmdaki degisilik
gosterilmistir (Sekil 4.8D).

A.
SW480

EBR 0 24 48

Agar iizeri Hiicre Modeli

Sallanan Damla Modeli

Diocg Birlestirilmis Goriintii

Kontrol

EBR

54



(63 SW480

Diocs / DAPI

D. SW480

Kontrol 21 Giin EBR

Sekil 4. 8. SW480 kolon kanseri hiicre hattinda farkli zamanlarda EBR uygulamasini takiben
sferoid kiiltiirlerin agar iizerinde ve sallanan damla modelinde olugturulmasi (A) ve sallanan
damla modelinde olusturulan sferoidlerin DiIOCes/DAPI ile boyanmasi(B). 21 giin EBR
uygulamasini takiben agar iizerinde olusturulmus sferoid kiiltiirlerin capindaki degisikligin
belirlenmesi ve DiOCs/DAPI ile boyanmasi (C). Farkli konsantrasyonlarda olusan agarda
olusturulmus sferoid sw480 kiiltiirlerinin 21 glin EBR uygulamasini takiben alt ve iist
agarlardaki degisikligin gosterilmesi (D).
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4.7  EPIBRASSINOLID UYGULAMASI EPITEL MEZENKIMAL
DONUSUME ETKi ETMEMIS FAKAT YARA IYILESMESINI AZALTMISTIR.

Epitel mezenkimal hiicre degisim yolagindaki proteinlerin seviyeleri incelenmis ve
SW480 hucrelerinde B-katenin, vimentin ve E-kadherin protein seviyelerinde degisim
gbzlemlenmezken Claudin-1 protein ifadesinde zamana bagli azalma tespit edilmistir.
Snail, Slug ve N-Cadherin protein seviyeleri SW480 hiicre hattinda bazal anlatimi
bulunmadig: i¢in gosterilememistir (Sekil 4.9A). Yara iyilesmesi deneyinde 3 farkli
strede EBR uygulamasi gergeklestirilmis ve kontrole kiyasla iyilesme gézlemlenmemistir
(Sekil 4.10A).

A.

SW480
EBR 0 12 24 48

] 0210

1 13 12 03

|- R oo -| Vimentin (57 kDa)
1 T 09 09

Claudin-1 20 kD)

| s — 1~| E-Cadherin (135 kDa)
1

| emn e @mn|  -Aktin (45 KDa)
1

SW480

Sekil 4. 9. SW40 hiicrelerinin EBR uygulamasini takiben Epitel mezenkimal doniigiim
yolaginda etkin proteinlerin anlatiminin belirlenmesi (A) ve yara iyilesmesi modelinde

olusturulan yariklarin kapatilmasi (B).
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Koloni olusumu deneyi gerceklestirilmis, zamana baglh EBR uygulamasi sonrasinda
gelisen koloni miktarinda azalma gozlemlenirken, ilacm ¢oziiciisi olan DMSO
uygulamasi sonrasinda olusan koloni miktarinda bir degisiklik olmamustir (Sekil 4.10A).
3 boyutlu hiicre kiiltiirti matrijel kullanilarak gerceklestirilmis olusan sferoid hiicre
topluluklar1 secilmis ve 7 giin boyunca EBR uygulamasi ile birlikte takip edilmistir. 7
giinliik uygulama sonrasinda kontrol grubundaki sferoid hiicre toplulugunun gap1 artmaya
devam ederken EBR wuygulanmig hiicre toplulugunda anlamli bir degisiklik
gozlemlenmemistir (Sekil 4.10B).
A.

EBR

DMSO 0 12 24 48

0 1.Giin 2.Giin 3.Giin 7.Giin

Sekil 4. 10. SW480 hiicrelerinde EBR ve EBRnin tastyicis1 olan DMSO uygulamasim takiben
elde edilen koloni olusumlarnin gosterilmesi (A). 3 boyutlu SW480 hiicre kiltlrd ile elde edilen

sferoid yapilarin EBR uygulamasini takiben kontrol e kiyaslanarak gosterilmesi (B).
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4.8 SW480 HUCRELERI SCID FARELERE iINOKULASYON ONCESi GFP
POZITIF HALE GETIiRILMISTIR

Yapilan bu deneyler 1s1gimnda SW480 hiicreleri in vivo deneyleri igin segilmistir. SW480
hicreleri mEGFP plasmidi ile transfekte edilerek SCID farelerde ksenograft modeli
olusturulmak tizere deneye baslanmistir. mEGFP plasmiti ¢ogaltilmis ve izole edilmistir.
Nanodrop ile konsantrasyonu 696,7 ng/ul olarak belirlenmistir. izole edilen plazmitin
safligi ise 1,904 olarak oOlgiilmistiir (Sekil 4.11A). Plazmit %1.2’lik agaroz jelde
goriintiilenmis ve boyutuna gore jelde dogrulama yapilmistir (Sekil 4.11B). FuGene HD
kullanilarak 1:3 oraninda transfeksiyon gerceklestirilmis ve neomisin antibiyotigi
kullanilarak sabit kiiltiir elde edilmistir. Elde edilen hiicreler floresan mikroskobu ile
gosterilmistir (Sekil 4.11C). Dogrulama igin bu hiicrelerden protein izolasyonu
gerceklestirilip immunoblotlama teknigi ile GFP antikor seviyesine bakilmustir.
Immunoblotlama sonucunda transfeksiyon yapilan ve yapilmayan gruplar gdsterilmistir.
MEGFP plazmiti ile transfekte edilmis hiicrelerde ki GFP antikor seviyesi sonucunda
artig gosterilmistir (Sekil 4.11D).

A. B.

A260/A280 Konsantrasyon

M mEGFP plazmit

6 kby
1,904 696,7 ng/ul ke,

G, D.

Isik GFP (488/509 nm) Birlestirilmis Goriintii SW480
mEGFP plasmid - ¥

mEGFP plazmit +
»...

Sekil 4. 11. mMEGFP-C1 plazmitinin konsantasyonunun ve safliginin gosterilmesi (A) ve agaroz
jel de belirlenmesi (B). mEGFP-C1 proteinin SW480 hiicrelerinde stabil hale getirilmesi (C) ve

protein izolasyonu ile dogrulanmasi (D).
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49 EPIBRASSINOLID UYGULAMASI SONRASINDA TUMOR
BUYUKLUKLERiI SABIiT KALIRKEN, KONTROLE ORANLA CiDDi
MIKTARDA KUCULME GOZLEMLENMISTIR

Deneyler sonucunda elde edilen tiimorlerin en boy oranlar1 ve hacim sonuglar1 grafik
halinde gosterilmistir. 720ug/kg EBR uygulanmis tiimorlerde anlamli hacimsel degisiklik
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.12A). Timér caplarina bakildiginda ise 240ug/kg,
480ug/kg ve 720ug/kg EBR uygulamasi sonrasinda anlamli degisiklikler tespit edilmis
ve grafikte gosterilmistir (Sekil 4.12B) (** P < 0.01, * P < 0.05). Tamor gorsellerinin
karsilastirmali  gosteriminde kontrol tiimdér boyutlarmm DMSO uygulanmis tiimor
boyutlarindan fark: belirgin sekilde gézlemlenmezken EBR uygulamalari sonrasinda elde
edilen tiimor boyutlarinda ki farklilik belirgin sekilde gosterilmistir (Sekil 4.12C).
A.

FN
J

e- Tumor-Control

Tumor-DMSO
4~ Tumor-EBR (240 ng/kg)
& f ¥ Tumor-EBR (480 jig/kg)
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* ek

Tumor volume (cm’)
¥ ¥

-
1

&‘01
*

o

15

0 5 10
B.

Days

Tumor

Tumor-DMSO
Tumor-EBR (240 ng/kg)
Tumor-EBR (480 pg/kg)
Tumor-EBR (720 ug/kg)

Tumor diameter (cm)
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0

Tiimor

Tiimér + EBR  DMSO

240ug/kg 480ug/kg 720ug/kg

Sekil 4. 12. Elde edilen tiimorlerin EBR ve DMSO uygulamasini takiben yapilmig 6lglimlerinin
hacimsel olarak gosterilmesi (A), yarigap olarak gosterilmesi (B) ve gorsel olarak sunulmasi (C)

(** P <0.01, * P < 0.05).

410 EPIBRASSINOLID UYGULAMASI SCID FARELERDE AGIRLIK
DEGIiSIMINE SEBEP OLMAMISTIR.

Fare agirliklarindaki degisiklikler grafiklerle ve gorsel olarak ortaya konmustuir. SW480
enjekte edilmistir farelerde kontrol grubunda agirlik 2-3g arasi artis gosterirken diger
kondiisyonlarda degisiklik saptanmamistir (Sekil 4.13A). Tumor olusturulmasi
hedeflenmemis olan farelerde ise kontrol grubundaki farelerde agirhik artisi
gozlemlenirken DMSO ve 720pg/kg EBR uygulanmis farelerde agirlik degisimi

saptanmamistir (Sekil 4.13B). Ksenograft modeli olusturulmus farelerin resimleri

karsilagtirmali olarak verilmistir (Sekil 4.13C).
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Sekil 4. 13. SW480 ile modellenmis SCID farelerin EBR ve DMSO uygulamasini takiben
yapilmis Olglimlerinin gdsterilmesi (A). Modellenme islemi yapilmamig farelerin EBR ve
DMSO uygulamasini takiben yapilmig 6lgiimlerinin gosterilmesi (B). SW480 ile modellenmis

farelerin gorsel olarak sunulmasi (C).

411 CEA KONSANTRASYONLARINDA EPIBRASSINOLID UYGULAMASI
ILE BERABER AZALMA TESPIT EDILMIiSTIR.

ELIZA teknigi ile fare serumlarindaki CEA konsantrasyonlar1 belirlenmis ve
gosterilmistir. ELIZA tekniginde uygulanan standartin dogrulugu %98.8 olarak
belirlenmis ve grafikte gosterilmistir (Sekil 4.14A). ELIZA tekniginde elde edilen verilere
gore tumor modeli gelistirilmemis farelerin serumlarinda CEA konsantrasyonu
belirlenmezken timor kontrol grubunda ortalama 590ng/ml, DMSO uygulanmis tiimor
grubunda ortlama 410ng/ml, 240ug/kg EBR uygulanmis tiimor grubunda ortlama
190ng/ml, 480ug/kg EBR uygulanmig tiimor grubunda ortalama 160ng/ml ve 720ug/kg
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EBR uygulanmis timdr grubunda ise ortalama 12ng/ml CEA konsantrasyonlar1 tespit
edilmistir (Sekil 4.14B) (**** P <0.0001, *** P <0.001).
A.
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Sekil 4. 14 Elizaanalysis.com araciligi ile elde edilmis CEA ELIZA kiti standartlarmin

logaritmik grafik ile dogrulugunun hesaplanmasi (A). Elde edilen CEA konsantrasyonlarinin

karsilagtirilmali olarak gosterilmesi (B) (**** P <0.0001, *** P <0.001).

4.12 YUKSEK DOZDA UYGULANAN EPIBRASSINOLID HEM Ki67 HEMDE
CYT18 ISARETLEMELERINDE AZALMAYA SEBEP OLMUSTUR

Gergeklestirilen immiinohistokimya deneyinde tiimorlerden alinan kesitler sitokeratinl 8

ve Ki67 antikorlar1 ile isaretlenmistir. Ki67 antikoru bdliinmekte olan hiicreleri

isaretlerken sitokeratinl8 epitel kokene sahip kanser hiicrelerinde, epitel hiicre benzeri
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farklilagmalarda ve hiicre hareketine sahip kanser hiicrelerinde markir olarak
kullanilmaktadir. Kontrol tiimorlerde pozitif sekilde isaretlenen Ki67 ve cyt18 240 pg/kg
EBR uygulamasi ile artig gostermistir. DMSO uygulamasi ile beraber ki67 isaretlenme
miktar1 diiserken, cyt18 isaretlenme miktar1 azalmistir. 480 pg/kg ve 720 pg/kg EBR
uygulamalarini takiben hem Ki67 hemde cyt18 isaretlemeleri yiiksek oranda azalma
gostermistir (Sekil 4.15A). Tespit edilen sonuglar grafik halinde gosterilmistir (**** P <
0.0001, *** P <0.001, ** P<0.01, * P <0.05) (Sekil 4.15B).
A.
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Sekil 4. 15. Tiimorlerden alinan kesitlerin Ki67 ve sitokeratinl8 antikorlari ile isaretlenmesi(A)

ve grafik olarak gosterilmesi (B) (**** P < 0.0001, *** P <0.001, ** P <0.01, * P <0.05).
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4.13 EPIBRASSINOLID UYGULAMASI SONRASINDA TUMOR
ORNEKLERINDE ENDOPLAZMIK RETIKULUM STRESIi TESPIT
EDILMEMISTIR.

Immunoblotlama teknigi ile ¢esitli proteinlerin seviyeleri gosterilmis ve 3 birey kontrol,
3 birey DMSO, 3 birey 720ug/kg EBR gruplar1 belirlenmis ve sonuglar1 gosterilmistir.
Once ki deneylerde 720pg/kg efektif doz olarak belirlenmistir. mTOR protein
seviyelerinde EBR uygulamasi ile azalma tespit edilmistir. p-mTOR serin2181 de
720ng/kg EBR 2. birey hari¢ sabit kalirken 2. bireyde protein anlatiminda artis
gorilmiistiir p-mTOR serin2448 ise EBR uygulanmis 3 bireyde de protein ifadesinde
azalma goriilmiistir. AMPK protein anlatiminda sabit kalirken p-AMPK treoninl72
protein ifadesinde  kontrole kiyasla EBR uygulanmis 2. birey de artig goriiliirken diger
2 birey de azalma belirlenmistir. Beclin-1 protein seviyelerinde ise artis gosterilmistir.
Ulk-1 protein anlatiminda bireysel degisiklige bagli olarak EBR uygulanmis 2 farede
yiikksek anlatim mevcutken 1 farede anlatim az olarak belirlenmistir. SQSTM1/p62
protein anlatiminda azalma tespit edilmistir. Kalretikulin protein seviyelerinde degisiklik
gbzlemlenmezken BIiP/Grp78 protein anlatiminda azalma gosterilmisti. CHOP
anlatiminda BiP/Grp78 ile es zamanli azalma gosterilmistir. LC3 proteini ise sabit
kalmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4. 16. Tiimérlerden elde edilen proteinlerde EBR uygulamasina bagli olarak mTOR,
Otofaji ve Endoplazmik retikulum stres cevabi yolaklarindaki protein anlatimlarinin

belirlenmesi.

414 EPIBRASSINOLID UYGULAMASI SONRASINDA TUMOR
ORNEKLERINDEKI ETKi SITOSTATIK OLARAK TESPIT EDILMISTIR.

Apoptoz yolaginda Bax protein anlatiminda degisim gozlemlenmezken, Bim protein
anlatiminda azalma gergeklesmistir. Bcl-2 sonucunda ise azalma tespit edilmistir. Kaspaz
9 proteininde kesilme miktar1 EBR uygulamasi ile azalmistir. Kesilmis PARP ve Kaspaz
3 protein anlatimlarinda da azalma gosterilmistir (Sekil 4.17A). Hiicre siklusu yolaginda
ise CDK®6, SiklinB1, SiklinA2, CDK4 ve SiklinD3 protein anlatimlarinda EBR
uygulamasini takiben azalma tespit edilmistir. p21 protein anlatiminda 1 EBR ve 1 DMSO
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uygulanmis farelerde belirgin artig tespit edilmistir. p27 protein seviyesinde ise EBR

uygulamasini takiben artig ortaya konmustur (Sekil 4.17B).
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SiklinD3 (31 kDa)
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P27 Kipl (27 kDa)
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Sekil 4. 17. Tiimérlerden izole edilmis proteinlerin EBR uygulamasina bagl olarak Apoptoz
yolagindaki proteinlerin anlatimindaki degisikligin gosterilmesi (A) ve hiicre dongiisii

yolagindaki 6nem arz eden protein anlatimlarindaki degisikligin belirlenmesi (B).
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5 TARTISMA

Tezde arastirilmis olan kolon kanseri diinya genelinde 6liimle sonuglandig: bilinen ve
siralamada ikinci sirada yer alan bir kanser tipidir [1]. Kolon kanseri birgok farkli faktor
sebebi ile gelismektedir. Bunlar igerisinde yas, diyet, cevresel etkenler, viicut kitle
endeksi, genetik mutasyonlar, beslenme ve inflamatuvar bagirsak hastaliklaridir.
Analizler asir1 kilolu olan obez erkeklerde kolon kanserinin gériilme riskinde artig oldugu
belirlenmistir. Kadinlar ve erkekler arasinda abdominal yaglanma oranlarimin farklilig:
sebebi ile kolon kanser gorilme tehlikesini etkiledigi diistiniilmektedir [19]. Glnumiizde
bircok calisma ile 151k tutulmaya galisilan kolon kanserinde gerceklestirilmekte olan
tedavi stratejileri birgok yan etki ve kanser hiicrelerinin tedaviye karsi direng olusturmasi
ile sonlanmaktadir. Bu sebeple kolon kanserinde alternatif tedavilere ihtiya¢ duyulmakta

ve yeni tedavi secenekleri ile hizli sekilde desteklenmesi gerekmektedir.

EBR bitkilerde buyiime hormonu gérevi alan ve steroid yapida bulunan bir BR {iyesidir.
EBRnin yapisindan otiiri memelilerdeki molekiiler mekanizmasnin steroid yapili
hormonlarla iligkilendirilebilece§i diistiniilmektedir. Bitki hiicrelerinde molekiiler
mekanizmasi uzun yillar 6nce aydinlatilmis olmasina ragmen kanser hiicrelerindeki
molekiiler etkisi lizerine olan ¢aligmalar ilk olarak 2008 yilinda Malikova ve arkadaslar1
tarafindan gerceklestirilmistir [106]. Ortaya ¢ikarilan veriler 1s13imnda EBRnin farkli
kanser hiicrelerinde hiicrelerin yasamsal faktorlerini etkileyerek hiicre oliimiine sebep
oldugu ortaya konmustur. Bu calismanin Onciiliigiinde yapilan arastirmalar, EBRnin
prostat kanseri, meme kanseri ve kolon kanserinde hiicre dongisund, poliamin
metabolizmasini ve ER stress yolagini etkileyerek apoptoz aracili hiicre 6liimiine sebep
oldugu ortaya konmustur [8, 9, 11, 41]. EBRnin molekiiler hedeflerinin anlasilabilmesi
icin proteomik analiz stable-isotope labelled aminoacid in cell culture (SILAC) teknigi
Obakan ve arkadaslar1 tarafindan belirlenmistir. SILAC teknigi sayesinde ortaya ¢ikarilan
ve Er stresi yolaginda saperon gorevi olan calreticulin proteininin anlatiminin azalmasi

ER stresi kaynakli apoptoz gerceklestigi laboratuvarimizca gosterilmistir. [8, 42]
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Bu bilgiler dogrultusunda EBR’nin SW480 ve DLD-1 hiicre hatlarinda diizenledigi
yolaklar arastirilmis ve ¢aligmalar in vivo deneyler ile desteklenmistir. DLD-1 ve SW480
kolon kanser hiicrelerinin canlilik seviyeleri MTT teknigi ile belirlenmistir. Mitokondrisi
islevsel olan hiicrelerin tetrazolium tuzlarimi rediikte ederek formazan kristallerine
cevirmesi durumu izlenmis ve ¢evirilen kristallerin yarattigi renk farkliligi ile canlilik testi
ortaya konmustur. Miktkondrisi rediiksiyon islemine elverisli olan hiicreler arasi canlilik
farkli hesaplanarak gosterilmistir. Bagil hiicre canliligit SW480 hiicrelerinde zamana bagl
azalmis ve 48 saatte %50’nin altma dismiistiir. DLD-1 hiicrelerinde de zamana bagh
azalirken 48 saatte %60 hiicre canliligi ile SW480 hiicrelerine kiyasla daha direngli bir
profil sergilemistir (Sekil 4.1). Bu durum daha once farkli p53 profiline sahip HT29 ve
HCT116 kolon kanser hiicre hatlarinda da benzer sonuglar elde edildigi gosterilmistir [9].
Bu sebeple 6liim miktarlar1 arasindaki farklar iki hiicre hattinda ki spesifik pS3 mutasyon
farkliliklar1 ile agiklanabilir.

AKT/mTOR hiicrenin sag kalimi ve bdlinmesi gibi faktorleri kontrol etmektedir.
Reseptorlerden gelen ilk sinyal PI3K in PIP2 yi PIP3 cevirmesi ile devam eder. PDK1
fosforlanmasini takiben akt fosforlanir. p-PDK1 serin241 protein seviyeleri sw480 hiicre
hattinda degismezken DLD-1 hiicre hattinda 48 saate artis gostermistir. mTORC2
tarafindan serin473 aminoasiti fosforlanirken p-PDKI1 serin241 tarafindan treonin308
fosforlanmaktadir. Akt sw480 hiicrelerinde EBR ile beraber artarken DLD-1 hiicrelerinde
azalmistir. Bu durum SW480 hiicrelerinin EBR 1 etkisine kars1 hayatta kalma istedigini
ifade ederken DLD-1 hiicrelerinde 48 saat EBR uygulamasini takiben apoptoza karsi
cevap gelistirememe olabilir. p-Akt serind473 protein seviyeleri 48 saat EBR uygulamasi
sonrasinda iki hiicre hattinda da artis gotermistir. Bu durum mTORC2 yapisinin hala
biitiinliigiinii korudugu ve geri besleme mekanizmasi ile Akt 1 fosforlayarak strese karsi
cevap olusturmaya ¢aligmasini ifade etmektedir [107] mTOR proteini farkli proteinlerle
interaksiyona girerek kompleks 1 ve kompleks 2 yapilarini olusturur. SW480 hiicre
hattinda ilk cevap olarak 12 saatte artig gostermistir. Fakat p-mTOR serin2448 ayni1 saat
stirecinde azalmistir. Bu durum mTOR proteinin etkinligini koruyamadigmi 12 saate
mTORCI1 yapisinin  biitlinliigiinii kaybederek hiicre enerji metabolizmasida ki

degisiklikleri koruyabilmek adma otofaji yolagini ¢alistirdigint gosteriyor olabilir [108].
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48 saatte ise SW480 hiicrelerinde p-mTOR serin2448 artmaya baslamis ve mTORC1
kompleksi hiicre i¢i homeostazi korumak adina ¢aligmaya baslayarak dnceki ¢aligmalarda
gosterilen ER stresine bagli apoptotik cevaba yanit olusturmaya ¢alismis olabilir. DLD-1
hlcrelerinde 48 saatlik surecte SW480 hucreleri ile ayni cevap olusmustur. Bu cevap 48
saatte iki hiicre hattinda da artis gosterek p-Akt serin473 iligkili olarak gerceklesmistir
gostermistir (Sekil 4.2) [109].

Hiicre enerji metabolizmasmin kontroliinii sagladigi bilinen ve LKBI1 tarafindan
fosforlanarak aktive olan p-AMPK treoninl172 proteini sw480 hiicre hattinda zamana
bagh olarak artis gosterirken DLD-1 hiicre hattinda 48 saatlik uygulama sonrasinda
azalmistir. p-AMPK treoninl72 protein seviyelerindeki degisim hiicrenin enerji
metabolizmasinda yasadigi tilkenmeye bagh olarak artmis ve enerji geri kazanimi i¢in
otofaji yolagmi aktiflestirmis olabilir [110]. Ulk-1 protein seviyeleri SW480 hiicre
hattinda ilaca ilk devap olarak 12 saatte artmistir. DLD-1 hiicre hattinda da ayn1 sekilde
12 saatte artis gozlemlenirken sw480 hiicre hattinda 48 saatte gene bir artis belirlenmistir.
Fakat ayni artis DLD-1 hiicre hattinda 24 saatte gergeklesmistir. Bunun sebebi SW480
hiicrelernin 24 saatte enerji metabolizmasin1 koruyacak miktarda geri doniisiim
yapabilirken DLD-1 hiicrelerinin 24 saatte hayatta kalabilmek adina otofaji sinyalini
devam ettirmesi olabilir. P-Ulk-1 serin555 UIk-1 proteinin AMPK tarafindan
aktiflestirilmis formudur. Bu protein seviyesindeki artis otofaji yolaginda baslangic olarak
degerlendirilir. SW480 hiicrelerinde Ulk-1 protein seviyelerindeki degisimin aksine p-
UIk-1 serin555 24 saatlik EBR uygulamasi sonrasinda artis gostermistir [111]. Bu durum
ilk otofajik sinyalin Ulk-1 proteininden bagimsiz gerceklesmis olabilecegini ortaya
koymaktadir. p-SAPK/JNK treoninl183/tirozin185 proteininde SW480 hicrelerindeki
zamana bagli artis Beclin-1 Bcl-2 proteinleri arasindaki heterodimerizasyonu bozarak
otofajik sinyalin iletilmesini arttiric1t yonde etki yapmaktadir [112]. DLD-1 hicrelerinde
ise p-AMPK treonin 172’nin zamana bagli azalmasi ile ATP ihtiyacina olan gereksinimin
azalmasi iliskilendirilebilir buna bagli olark otofajik sinyale olan ihtiyagta
azalabileceginden p-SAPK/JNK’in azalmasi otofajik sinyalin ihiyacma bagl olarak
degerlendirilebilir. Bununla beraber JNK proteininin birgok farkli yolakla ¢apraz sekilde
konustugu bilinmektedir [113]. Ozellikle DLD-1 hiicrelerinde 24 saatte ki artis dnceki
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caligmalarda elde edilen apoptoz verilerine Bakildiginda JNK’1n apoptoz yolagiyla olan
iliskisi ile agiklanabilir [8]. Beclin-1 proteinindeki 12 ve 48 saatlik EBR uygulamasi
sonrasindaki artig Ulk-1 proteininden bagimsiz makrootofajik yolakta aktivasyon
oldugunu ifade eder. DLD-1 hiicrelerinde ise 12 ve 24 saatlik EBR uygulamasindan sonra
p-Ulk-1 serin555 protein seviyelerinde artis gézlemlenmistir. Bu durum 12 saatte otofaji
yolaginin baslangi¢ sinyali iletilmeye baslandigini ifade eder. Bununla birlikte Beclin-1
protein anlatimi 12 saatte 24 saate ve 48 saatte artis gostermis ve otofajik sinyalin
devamlilig1 3 belirli zaman i¢inde siirdiiriilmiistiir. Beclin-1 proteini normal kosullarda
Bcl-2 proteini ile heterodimerize sekilde bulunur. Bu sayede istenmeyen bir otofajik
aktivasyondan kagmilir. Otafaji sinyalinin iletimi i¢in JNK proteinin Beclin-1 ve Bcl-2
proteinleri arasindaki baga son vermesi veya Beclin-1 protein ifadesinin artig gostermesi
gerekmektedir [114, 115]. Bu durumda SW480 hiicre hatt1 igcin 12 ve 48 saatte Beclin-1
ifadesi artis gosterirken 48 saatlik EBR uygulamasi sonrasinda Bcl-2 ifadesi azalmistir.
Bu durum 48 saatlik uygulama sonrasinda SW480 hucrelerinin apoptotik sinyale olan
cevabinin ortadan kaybolmasi ile otofajik sinyale karsi olan direng de ortadan kalkmustir.
DLD-1 hiicre hattinda ise Bcl-2 protein anlatiminda zamana bagli bir degisim
gozlemlenmemistir. Bu durumda otofaji sinyalinin iletimi EBR uygulamasi ile anlatimi
artis gostermis olan Beclin-1 proteini ile ger¢eklesmistir. Markootofaji yolaginda ATG
proteinleri dnem arz etmektedir. Bir seri interaksiyon sonrasinda protein kompleksleri
olugmakta ve vesikiil niikleasyonu saglanmaktadir. Atgl2 proteini ile baslayan sistem
Atg7 proteini sayesinde Atg5-12-16 kompleksinin olusmasi ile son bulur. SW480
hlcrelerinde Atgl2 proteini sabit kalirken reaksiyonu saglayacak olan Atg7 proteini
artmis ve bununla beraber Atg5 proteini de EBR uygulamasi ile zamana bagli olarak artis
gostermistir. Bu durum otofajinin gerceklesmesi icin membran niikleasyonun arttigi
anlamia gelmektedir. DLD-1 hiicrelerinde ise Atgl2 EBR uygulamasi ile zamana bagli
olarak artarken Atg5 ve Atg7 proteinleri Beclin-1 proteini ile uyumlu sekilde 12 ve 48
saatlik EBR uygulamalari ile artmistir. Bu durum zamana bagli otofajik sinyalin
siddetinin 12 ve 48 saatlerinde artiy gosterdigini ortaya koymaktadir. Membran
nikleasyonun go6zlemlenmesi i¢in LC3 proteinin 2 Kkere kesilerek sonunda
fosfotidiletanolamin eklenmesi ile sonuglanir. Bu reaksiyon Atg3 proteini tarafindan

katalizlenir. SW480 hiicrelerinde Atg3 proteini EBR uygulamasi ile beraber biitiin zaman
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noktalarinda artig gostermistir. Bu durum LC3-1 proteinin Atg7 proteinin yardimu ile Atg3
proteini ile interaksiyon kurdugunu ve LC3-II proteinin olustugunu gostermektedir [116].
DLD-1 hiicrelerinde ise Atg3 protein anlatimi diger otofajik protein anlatimlari ile beraber
pozitif yonde korelasyon gostermis ve 12,48 EBR uygulamasi saatlerinde artmistir. LC3
proteini ise iki hiicre hatt1 i¢inde 48 saat sonrasinda tamamen kesilime ugrayarak
otofajinin maksimum kapasitede c¢alistiridligmi gostermistir. SQSTM1/p62 proteini
otofaji yolaginin sonlandigini ifade etmek i¢in markir olarak kullanilan bir proteindir.
Lizozomda degrade edilecek kargoya baglanan bu protein otofagozom ve lizozom
flizyonu ile ortaya otolizozomun ¢iktigini ifade eder. Iki hiicre hattinda da SQSTM1/p62
proteini zamana bagli olarak azalmaktadir (Sekil 4.3)[117]. Bu durum 48 saat EBR
uygulamasi sonrasinda efektif bir sekilde otofajinin sonlandigini ifade eder. Bu noktada
daha once 48 saatte ER stresi bagimli apoptoz ile 6ldiigii bilinen hiicrelerin otofaji
mekanizmasini tam kapasite calistrmaya devam etmesine ragmen hayatta kalmamasini
gliniimiizde halen aydinlatilamamuis olan otofajik hiicre 6liimii ile iliskilendirebilriz. [118]
Ayrica 12 saatteki otofajik cevabin kolon kanser hiicrelerinin EBR uygulamasima erken
sliregte hayatta kalim i¢in verdigi cevap olmasi durumu da g6z ardi edilemez [119]. Bu
durumda EBR’ye ilk 12 saatlik siirecte otofaji mekanizmasi ile direng gosteren DLD-1 ve
SW480 kolon kanser hiicre hatlar1 48 saatlik uygulama sonrasinda otofaji mekanizmasini
apoptoz ile ayni amagla kullanarak programlanmis hiicre 6liimii tip2 olarakta bilinen

otofajik hiicre 6lumu ile apoptotik hiicre 6lumunu desteklemektedir [120].

Hiicrelerde olusan 48 saat sonrasinda otofajik cevabin aydinlatilmasi adina MDC ve AO
boyamalar1 gerceklestirilmistir. Boyama teknikleri hiicre acligi saglanarak enerji
metabolizmas1t bozulmus kondiisyonlarla desteklenmis ve pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. MDC boyamasi lipid yapilar igerisinde birikir. ER liimeni gibi yapilarda
birikmezken bilindigi lizere Lizozom, otolizozom ve otofagozom gibi yapilar icerisinde
birikerek otofajik sinyalin goriintiilenmesi i¢in kullanilir [121]. AO boyamasi ise
sitoplazmik icerigi yesil boyarken asidik vesikiilleri turuncu olarak isaretler. Bu iki
boyama ile hem birbirlerini hemde immunoblotlama sonuglarini dogrulamasi amaci ile
yapilmistir [122]. Resimlerde goriildiigli tizere EBR uygulamasi ile MDC boya

birikiminde artig gosterilmistir. Bu birikimin kontrol gruplarinda olmadigi acikca
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gosterilmekte olup pozitif kontrolde ise ciddi boya akiimulasyonu gortlmektedir. AO
boyamasi ile iki hiicre hatti i¢cinde ayn1 sonu¢ ortaya konmustur (Sekil 4.4).. SW480
hicrelerinde ki turuncu boya birikimi DLD-1 hiicrelerine kiyasla daha fazla olarak
belirlenmistir. Iki boya da asidik kompartmanlari isaretlemektedir. Bu durumda 48 saat
EBR uygulamasini takiben SW480 hiicrelerinde olusan asidik kompartmanlarin DLD-1
hiicrelerinde olusan asidik kompartmanlardan sayica ve boyutca daha fazla oldugu

anlagilmugtir.

Otofaji sinyalinin dogrulanmasinin devami i¢in otofajide markir olarak kabul edilen
SQSTM1/p62 ve LC3 antikorlar1 ile immiinifloresan yapilmistir. Bu teknlik ile hiicrelerde
bulunan proteinler antikorlar ile isaretlenmis ve floresan 6zelligi olan sekonder antikorlar
ile isaretleme tamamlanmustir. Pozitif kontrol igcin B-Aktin isaretlemesi gosterilmistir.
Isaretlenen LC3 proteini iki hiicre hatt1 i¢in de 48 saatlik EBR uygulamas: ile artis
gostermistir. Proteinlerin lokalizasyonu i¢in DAPI boyas1 kullanilmistir. DAPI boyasi
niikleus u isaretlemek amaci ile kullanilirken apoptoza bagli DNA kirilmalarmi da acgik
mavi sekilde isaretlemistir. Goriintiilerde niikleus igerisinde goriilen agik mavi goriintiiler
EBR nin 48 saatte ki apoptotik etkisini de gostermistir. SQSTM1/p62 anitkoru ile yapilan
isaretleme sonrasinda iki hiicre hattinda da azalma tespit edilmistir (Sekil 4.5).. Bu durum

otofajinin 48 saatte sonlanmaya devam ettigini ifade etmektedir [123].

Hiicrenin sag kalimi ve yasam siiresinin iligkilendirilmesi i¢in poliamin seviyelerine
bakilmistir. Poliaminler bircok konuda hiicre homeostazinin korunumu igin gorev
yapmaktadir. Nukleozom yapilarinda asetilasyon ve deasetilasyonlara sebep olarak
genlerin anlatimlarini1 kontrol ederler. Bunun haricinde spermidin’in hiicre canliliginin
korunmast ve mTOR bagimsiz otofaji ile hiicre enerji metabolizmasmin geri kazanimi
gibi bircok farkli yolakta islevsel olarak bulunmaktadir [124]. Poliamin havuzlarmin
miktarlart HPLC ve benzoilasyon teknigi ile ortaya konmustur. SW480 hiicreleri ilk 12
saatte spermidin seviyelerini arttrmis ve hayatta kalmaya caligmistir. Fakat 48 saatlik
EBR uygulamasi sonrasinda poliamin havuzu nerdeyse tiikkenmistir. DLD-1 hiicrelerinde
ise poliamin havuzu zamana bagli olarak dogrudan azalmistir (Sekil 4.6A). Poliamin

havuzunda ki degisiligi anlamak i¢in immunoblotlama teknigi ile yolakta 6nem arz eden
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proteinler gdsterilmistir. SW480 hiicre hattinda ilk 12 saat EBR uygulamasi sonrasinda
strese cevap olarak ODC artmistir. Bu durum putresin eldesini saglamaktadir. SSAT nin
azalmasi ve PAO nun artmasi poliaminlerin N1-asetil formlarinin poliaminlere geri
doniismesi ve havuzun korunmasini amag¢lamaktadir. Fakat 48 saat sonrasinda SSAT
artmig ve PAO azalmistir. Bu durum N1-asetil formlarinda artigsa ve bu artisa bagli hiicre
disina atilmalarina sebep olarak poliamin havuzunda tiikenme ile sonuglanmistir [125].
AZ proteini ODC proteinini inhibe ederken AZI ise AZ proteinini inhibe etmektedir. Bu
durumda 48 saatte ODC protein anlatim1 azalmis ve hiicrenin polyamin bagimli sag kalim
hedefi ortadan kalkmistir. DLD-1 hiicrelerinde ise ilk 12 saatlik EBR uygulamasini
takiben SSAT artmaya baslamis PAO da buna bagl olarak artmistir. AZ protein
anlatiminin 48 saatte artmasina ragmen ODC protein anlatiminda azalma meydana
gelmemistir. Bu durumda ise SSAT artmaya devam etmis ve Nl-asetil formlarina
dontlistimii saglayarak polyaminlerin hiicre disina atilmasi saglanmistir (Sekil 4.6B).
[126]. Daha 6nce prostat kanserinde yapilan ¢alismalarda SAT1 siRNA uygulamasi ile
baskilanan SSAT protein seviyeleri EBR uygulamasmin ortaya koydugu apoptotik hiicre
Olimiinii azaltmistir. Bu durum SSAT varliginda poliaminlerin N1-asetil formlara
dontstiiriilerek hiicre disina atilmasi kaynakli olabilir. EBR uygulamasi ile poliamin
havuzlarmin tiikenmesi daha once prostat kanser hiicrelerinde gosterilmistir. Olusan etki

kolon kanser hiicrelerinde elde edilen etki ile benzerdir [127].

Disaridan 10mM konsantrasyonda SPD verilen SW480 ve DLD-1 kolon kanser hiicre
hatlar1 48 saat EBR uygulamasimi takiben protein izolasyonu ve AO boyamasina tabi
tutulmustur. LC3 protein anlatimi SW480 hiicrelerinde 48 saat ile artmis spermidin
uygulamasi ile kontrole kiyas ile artmaya devam etmis fakat EBR ve spermidin beraber
uygulandigr stirecte etki EBR uygulamasma benzer sekilde kalmistir. Bunun sebebi
disaridan verilen spermidin’in EBR varliginda N1-asetil forma doniistiiriilerek disar1
atilmig veya putresine doniistiiriilmiis olmasi olabilir [128]. DLD-1 hiicre hattinsa ise 48
saatlik EBR uygulamasi ile LC3 proteinin anlatiminda artis olurken spermidin uygulamasi
ile kontrole kiyasla gerceklesen bu artiy EBR ile kiyaslandiginda ¢ok az olarak
belirlenmigtir (Sekil 4.7A). EBR ve spermidinin beraber uygulanmasi sonucunda etki

snerjestik olmus ve LC3 protein anlatiminda diger biitlin kondiisyonlara kiyas ile artis
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gerceklesmistir. Otofaji yolaginda ki etkinin dogrulanmasi amact ile AO boyamasi
yapilmig ve akis sitometrisinde okutulan hiicreler gosterilmistir. SW480 hiicrelerinde
%4,6 lik populasyon turuncu isaretlenirken 48 saatlik EBR uygulamasi sonucunda %57.3
lik populasyon turuncu isaretlenmistir. SPD uygulamas: ile %40.9 lik populasyonda
turuncu isaretlenme mevcutken EBR ve spermidin beraber uygulandigi zaman bu
populasyon sadece EBR ye kiyas ile %55.8 ye gerilemektedir. Bu durumda sonuclar LC3
protein seviyeleri ile oOrtiismekte ve disaridan verilen spermidin in EBR varligi etkisi
gOzlemlenmemektedir. DLD-1 hiicrelerinde ise kontrol de %7.2 lik populasyonda turuncu
isaretlenme mevcutken EBR uygulamasi ile birlikte %38.8 lik populasyon turuncu
isaretlenmistir. Spermidin uygulamasmi takiben %25.8 populasyonda turuncu
isaretlenme belirlenmisitr. EBR ve spermidin beraber uygulandiginda LC3 protein
anlatiminda ki sinerjestik etki burada da goriilmiis ve %75.6 lik populasyonda turuncu
isaretlenme olmustur (Sekil 4.7B). Bu durumda disaridan verilen spermidin SW480
hiicrelerinde otofajik sinyali arttirmazken DLD-1 hiicrelerinde arttwrmistir. SW480
hicrelerindeki SSAT anlatimi1 sayesinde disaridan verilen SPD asetillenmis olabilir.
DLD-1 hiicrelerinde ise yiiksek PAO anlatimi1 sayesinde asetillenen SPD kullanilmak
tizere doniistiiriilmis olabilir [129]. SPD uygulamasmin EBR ye benzer sekilde U20S
osteosarkom hiicrelerinde EP300 asetiltransferaz’1 inhibe ederek otofajiyi indiikledigi

gosterilmistir [130].

Asili damla teknigi ile olusuturulmus sferoid yapilarin ¢aplart EBR uygualmasini takiben
kiigiilmistiir. Bu teknik mikrobiyolojide kullanilmaya baslanmis ve hiicresel yapilarin 2
boyutlu gorintiisiinden arindirilarak hareket ve hiicre c¢evresi incelemeleri igin
kullanimin1 desteklemistir [131]. Bu noktada SW480 hiicreleri ileri ki in vivo deneyleri
icin se¢ilmis ve deneyler SW480 hiicre hatt1 ile devam ettirilmistir. Gliniimiizde ¢oklukla
uygulanan Asili damla modelinin verdigi sonucun dogrulanmasi amaci ile koni yiizeyli
agar Ustli hiicre modeli deneyi de yapilmis ve sonuclar karsilastirilmali olarak
incelenmistir. SW480 hiicreleri asili damla modelinde 416 pm capinda sferoid bir yap1
olusturmustur. 24 saatlik EBR uygulamasimni takiben bu ¢ap 365 um ve 48 saatlik EBR
uygulamasi ile birlikte 330 pm’ye kadar diiserek sferoid yapida dagilma gozlemlenmistir
(Sekil 4.8A). SW480 hiicrelerinin asili damla modelinde yer ¢ekimininde kullanilmasi ile

74



olusturdugu sferoid yapi agar iistii modeli ile kiyaslandiginda agar iistii modeli daha
diizgiin olusmus sferoid yapiya sahiptir. Hiicre hiicre interaksiyonlar1 da daha belirgin
sekilde gozlemlenen agar tizeri sferoid hiicre modelinde 1.2 mm olarak 6lculen kontrol
sferoid hiicre ¢ap1 24 saatlik EBR uygulamasini takiben sabit kalmistir. 48 saatlik EBR
uygulamasi ile 1.1 mm c¢apa gerileyen sferoid yapida bireysel hiicrelerin morfolojisinde
de degisiklikler tespit edilmistir (Sekil 4.8A). Aradaki bu farklilik uygulanan EBR
konsantrasyonunun 3 boyutu taklit eden bu sistemde 2 boyutlu hiicre kiiltiiriine kiyasla
ilaca farkli cevaplar verebilecegi diistiniilmektedir. Yapilan calismalarda DLD-1,HCT116
ve Caco-2 gibi farkli kolon kanser hiicre hatlarinin 3 boyutlu hiicre kiiltiirii sonuglar1 2
boyutlu hiicre kiiltiirii sonuglar1 ile kiyaslandiginda bir¢ok farkli yolaga ait protein
seviyelerine degisim oldugu ortaya konmustur [132]. Ote yandan sferoid kiiltiirlerde EBR
nin etkisinin sitotoksik mi sitostatik mi oldugu ayrica arastirilmahidir. Sferoid hiicreler
DiOCs ve DAPI ile boyanmis ve hiicre canlilik degerleri gozlemlenmistir. DiOCs
mitokondri membran potansiyeli bozulmamis olan hiicreleri boyayarak hiicre canliligini
mitokondri  organeli Gzerinden goOstermektedir. DAPI ise genetik materyali
isaretlemektedir. A¢ik mavi olan bolgelerde ise DNA kiriklarini ortaya koymaktadir
(Sekil 4.8B). DNA kirilar1 hiicrelerin apoptoz sebebi ile DNA’y1 onaramayarak 6ldiigiini
gostermektedir [133]. Bu durum hem morfolojik hemde floresan isaretlerle bakildiginda
EBR uygulamasi ile beraber SW480 sferoidlerinin hem yapisinda hemde sferoid icerigini
olusturan hiicrelerde bozulma ve apoptoz sebepli 61im oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.8C). Akciger kanser hiicrelerinde yapilan ¢alismada teroxirone uygulamasmi takiben
sferoidlere yapilan DAPI boyamasi sonrasinda apoptotik etki arttikca DAPI boyamasinda
ortaya ¢ikan agik mavi parlamalar gosterilmistir [134].

Agar arasi hiicre teknigi ile hiicrelerin hareket kapasitelerinin belirlenmesi amag¢lanmaistir.
Alt agarda FBS miktar1 yiiksek olan ve agar konsantrasyonu diisiik olan bir kompozisyon
bulunurken (st agarda normal besiyeri ve hicreler ile birlikte daha yuksek
konsantrasyonda agar mevcuttur. Bu durumda iist agarda olusan sferoid yapilar hiicre
aclig1 veya boliinmeye olan istegi takiben alt agara hareket edeceklerdir. Agarlar arasi
konsantrasyon farkli epitel hiicre gegisini zorlagtiracak sekilde ayarlanmistir. Bu sebeple

sadece hareket edebilme yetenegine sahip hiicreler alt agara gegebilmektedir [135]. 21
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giinliik EBR uygulamasi in vivo ortamda yapilacak deneylere 6n sonug¢ olusturmayi
amaclamaktadir. 21 giinlik EBR igerikli besiyeri bekleyisi sonrasinda EBR nin
bulundugu alt agarda sferoid yapi olusmazken iist agarda olusan sferoid yapilarin
boyutlarinda degisim gozlemlenmemistir (Sekil 4.8C). Resimde gosterilen yapilar alt agar
ve Ust agarin birbirinden ayrilmasini takiben canli hiicrelerin tespiti i¢in tripan mavisi ile
boyanmis ve canli hiicreler tespit edilerek deney sonucunun canli hiicrelerden elde
edildigi dogrulanmistir [136]. Bu durum sferoid yapilarda EBR’nin etkisinin hareketi
engelleyici fakat sitostatik oldugunu diisiindiirmektedir. Daha belirgin sonuclar ortaya
koydugu gosterilen agar {izerinde sferoid yap1 deneyi 21 giinliik olarak tekrar edilmis ve
DiOCe¢/DAPI ile boyanarak kiyaslanmistir. 21 giin sonrasinda sferoid yapisinin ¢apt EBR
uygulamasini takiben azalmistir. Yapilan ¢alismalarda U20S, NIH-3T3, HelLa, PA317,
C2C12, SH-SY6Y, A549 ve 293T hiicreleri ile olusturulan spheroidlerin yarigaplarinin
cisplatin dozuna bagimli olarak kiiciildiigii veya biiyiimeyi durdurdugu gosterilmistir
[137]. Baska bir ¢alismada SW480, HT29 ve HCT116 sferoid kilturlerinin artan dozlarda
bitki tiirevli ursolik asit uygulamasi sonrasinda kii¢iildiigiinii ve yiliksek dozlarda yok
oldugunu ortaya koymustur. Aym1 zamanda SW480 sferoid kiiltlirlerinin Resveratrol ve
Capsaicin uygulamasini takiben kiigiildiigiide gosterilmistir [138]. EBRnin SW480 kolon

kanser hticrelerindeki etkisi ile benzerlik géstermektedir.

Hiicre hareketinin izlenmesinin 6nemi olusan sferoid yapilarda gosterilmistir. Hiicre
hareketi icin dnemli olan ve kanser hiicrelerinin endokrin sistemde hareketini kontrol eden
epitel-mekanzkimel hiicre doniisiim yolagi protein iiyeleri gosterilmistir. Slug, Snail ve
N-kadherin bazal protein anlatimi metastatik olmayan SW480 hicrelerinde
bulunmadigindan immunoblotlama tenknigi ile bakilmamistir. B-katenin, vimentin ve
claudin-1 protein anlatimlar1 48 saatlik EBR uygulamasi sonrasi azalirken E-kadherin
sabit kalmistir (Sekil 4.9A)[139]. Bu sonuglarin desteklenmesi igin yara iyilesmesi deneyi
gerceklestirilmistir. Yapilan deneyde 12, 24 ve 48 saatlik EBR uygulamalarini takiben
yara iyilesmesi gozlemlenmistir. Sonuglarda gosterilen yara iyilesmesinin net sekilde
ifade edilebilmesi i¢in deney sonunda hiicreler fikse edilmis ve kristal viyole ile
boyanmustir. Yapilan boyama sonrasinda deney basinda birbirine es 4 farkli ¢izigin farkl

zaman sureclerinde kapanma seviyeleri net sekilde gosterilmistir. 48 saatlik EBR
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uygulamasinin olast SW480 hiicre hareketini ortadan kaldirdig: tespit edilmistir (Sekil
4.9A). Bu deney sonucu ile 6ncesinde yapilan hiicre hareketi deneyleri desteklenmis ve
EBR nin etkisi ortaya konmustur. Ginkgo biloba ekstrat1 olan EGb 761 ile kolon kanser
hiicreleri ile yapilan caligmalar sonucunda SW480 ve SW620 hiicre hareketini ve
invazyonunu Onledigi yara iyilesmesi deneyi ile ortaya konmustur [140]. EGb 761
uygulamasi ile ortaya ¢ikan etki EBR uygulamasi ile elde edilen sonuglar ile pozitif

korelasyon gostermektedir.

Koloni olusumu deneyi gergeklestirilmis ve EBR uygulamasmi takiben hiicrelerin
besiyeri normal medium ile degistirilerek koloni olusumu gézlemlenene dek beklenmistir.
In vivo deneylerde EBR nin ¢oziiciisti olarak kullanilmaya devam edilecek olan DMSO
nun etkisi de bu deney ile gosterilmistir. DMSO uygulamasinda herhangi bir koloni
olusumu engellenmezken 48 saatlik EBR uygulamasii takiben olusan koloni miktar1
azalmistir (Sekil 4.10A). Yapilan bir calismada Sylibin ve Regorafenib ilaglariin kombin
kullanimi1 ile Akt sinyalini baskilayarak koloni olusumunda azalmaya sebep olmustur
[141]. EBR’nin tastyicisi olan DMSO dan bagimsiz sekilde bu etkiyi ortaya koydugu

gozlemlenmistir.

3 boyutlu hiicre kaltird deneyi in vivo ¢alisma 6ncesi ortaya konan son deney sonucu olup
SW480 in vivo modeli olusumu igin en 6nemli adimdir. SW480 hiicreleri matrijel igerisine
alinarak ekim gerceklestirilmis ve bircok 3 boyutlu kiiltlir yapis1 7 giin boyunca takip
edilmistir. Deney 7 giin sonrasinda yapisal farkliligin asir1 bozulmasi sebebi ile
sonlandirilmistir. Esit boyutta segilen iki 3 boyutlu hiicre kiiltiirii takip edilerek kultir
capindaki degisiklikler takip edilmistir. EBR uygulamasinda 7 giiniin sonucunda 3
boyutlu hiicre kiiltiiriinde herhangi bir biiylime go6zlemlenmemistir. Kontrole
Bakildiginda ise olusan 3 boyutlu hiicre yapisinda 7 giiniin sonunda kapsiillenmeye kadar
gidildigi ortadadir (Sekil 4.10B). SW480, Caco-2, DLD-1, HT-29, LoVo ve Colo206F
gibi hiicrelerde 3 boyutlu kiiltiirlerdeki Akt ve MAPK sinyal yolaklarinda degisiklikler
oldugu belirlenmistir [142]. Bu sonuglar 1s1ginda EBR uygulamasmin 3 boyutlu hiicre
kalturd ve 3 boyutlu hicre kilturina taklit eden deneylerde etkinin 2 boyutlu hiicre

kiiltiirii sonuclar1 aksine sitotoksik degil sitostatik oldugu ortaya konmustur.
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In vivo deneylerinde hiicrelerin olasi hareketini organlarda tespit edebilmek amaci ile
hiicreler mEGFP plazmiti ile transfekte edilecek neomisin kullanimini takiben stabil hiicre
hatt1 elde edilmis ve bu hucreler buyitlilerek SCID farelerde modellenmek (Uzere
kullanilmistir(Sekil 4.11A-B). Immunoblotlama teknigi ile GFP protein seviyelerine
Bakilmistir. Elde edilen stabil hiicre hatt1 normal SW480 hiicreleri ile kiyaslanmis ve jelde
ki protein seviyesi farklilig1 ortaya konmustur (Sekil 4.11D). Ayrica hiicreler floresan
mikroskobunda goriintiilenmis ve GFP protein ekspresyonu dogrulanmistir(Sekil 4.11C).
Olas1 bir metastaz1 goriintiilemek amaci ile gergeklestirilen bu deneyler daha Once
akciger, prostat, deri, pankreas, beyin ve meme gibi bir ¢ok farkli tumor olusumunda

kullanilarak ¢esitli goriintiileme yontemleri ile gosterilmistir [143].

7x108 hiicre matrijel igerisinde SCID farelerin yan bosluklarina subkutan olarak enjekte
edilmistir. Istenilen tiimdér olusumunu takiben 15 giin boyunca belirlenen dozlar
intraperitonal enjenksiyon ile verilmis 15 gilinliin sonrasinda fareler kurban edilerek
organlar1 ve kanlar1 alimmistir. Deneyde 3 farkli doz da belirlenmis EBR enjenksiyonlar1
gergeklestirilmistir. Tiimor biiyiikliikleri kiyaslandiginda 720pg/kg EBR uygulamasi 6n
deneylerde elde edilen sitostatik sonucu elde etmis ve tlimor hacminde degisiklik
saglanmazken 240ug/kg ve 480ug/kg EBR uygulamasi ile tiimor hacim artisi
durdurulamamustir  (Sekil 4.12A). Tiumoér c¢apinda degisiklige Bakildiginda EBR
uygulamalar1 kontrol ve DMSO’ya kiyaslandiginda belirgin etki godzlemlenirken
720pg/kg EBR uygulamasi sitostatik etkinin gozlemlendigi doz olarak belirlenmistir
(Sekil 4.12B). Elde edilen verilen gorsel olarak paylasilmis ve bireysel farkliliklara
ragmen 720pg/kg m etkin doz oldugu ortaya konmustur (Sekil 4.12C). Patentlerde
gosterilen damar i¢i, periton i¢i ve deri alt1 gibi farkli sekillerde enjekenksiyonun miimkiin
olmasma ragmen 1000mg/kg farelerde, 2000mg/kg ise sicanlarda letal olarak
belirlenmistir. Kullanilan dozlar letal dozlar ile karsilastirildiginda 240pug/kg ve 480ug/kg
EBR uygulamalarinin yetersiz kalmasmin sebebi etkin doz smirmin altmma kalmalar:

olabilir [17].
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SCID fare agirlik degerleri grafikler halinde sunulmustur. SW480 hiicre inokiilasyonu
gerceklestirilmis olan farelerde Kontrol bireylerde fare agirligi tiimor agirlig ile birlikte
artmaya devam ederken EBR uygulanan bireylerde agirlik sabit kalmistir. Bu durum
tiimor hacminde ki farkliligm bireylerin agirliginin diismesine ragmen toplam agirligin
sabit kalmasi ile aciklanabilir. DMSO uygulanan bireylerde ise agirlikta disiis
gozlemlenmistir (Sekil 4.13A). Bu sebebi DMSO nun farelerde dogrudan yarattigi bir etki
olabilecekken bireysel farkliliktan da kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. SW480
inokiilasyonu yapilmamis SCID farelerde birey agirlikliklar1 incelenmistir. Kontrol
farelerinde agirlik yasamsal fonksiyonlarla beraber artmaya devam etmistir. DMSO ve
EBR uygulanan bireylerde ise agirlik sabit kalmistir (Sekil 4.13B). Bu durum EBR’nin
¢oOziiciisii olan DMSO nun yarattig1 etkinin EBR dede goriilmesi durumu ile iligkili
olabilir. Ayrica farelerin kilo almamas: birseysel farkliliklarla ve tiiketilen besin durumu
ve her giin gerceklesen enjenksiyona bagl stres ile aciklanabilir. Deneyde kullanilan ve
SW480 inokiilasyonu ile modellenmis olan SCID farelerin resimleri gorsel sekilde
sunulmus ve olusturulan SW480 tiimdr boyut ve sekilleri resimlerde gosterilmistir (Sekil
4.13C). Yapilan galismalar ksenograft modeli olusturulmus farelerin ila¢ uygulamalarmi
takiben 15 giin icerisinde 6lmesi durumunda kullanilan bir formiil elde edilmistir. Bu
formiil ksenograft model agirliklarinin %20sini ilag uygulamasimna takiben kaybetmesine
baghdir [144]. EBR’nin SW480 ksenograft modellerinde ila¢ aracili toksisitesi

gdzlemlenmemistir.

SCID farelerden elde edilen kan Orneklerinden serum ayristirilmalar1 yapilmis ve
serumlarda bulunan CEA kolon kanser seviyeleri ELIZA testi ile 6l¢iilmiistiir. Yapilan
seri dillisyon sonuclari logaritmik grafik ile ¢izildiginde %98.791382’1ik dogruluk payma
sahiptir (Sekil 4.14A). Bu sebeple elde edilen sonuglarin dogrulugu ispatlanmis olarak
kabul edilmektedir. Seriim seviyelerinde ki CEA ng/ml miktarlarina Bakildiginda SW480
inokiilasyonu olmayan kontrol, DMSO ve EBR kondiisyonlarinda CEA tespiti
yapilamamistir. Grafikte ki sonuglara Bakildiginda kontrol de 590ng/ml ortalama ile
baglayan CEA seviyesi EBR konsantrasyonuna bagl olarak azalmistir. 720ug/kg EBR
uygulamasi ile neredeyse bazal siira g¢ekilen CEA konsantrasyonu 720ug/kg EBR

uygulamasinin efektif doz oldugunu gdstermekte ve tiimor ilerleyisini durdurugunu ispat

79



etmektedir (Sekil 4.14B). Yapilan ¢alismalarda LoVo, HCT116, HCT-15, HT-29, Caco-
2, SW480, Colo205, HCT-6, LS180, Ls174T ve SK-CO-1 gibi bir ¢cok farkli kolon kanser
hiicre hatt1 kullanilmis ve bu hiicreler CEA gen bdlgesini hedef olan shRNA ile
modellenmistir. Ortaya ¢ikan sonuglar CEA ve TBRI interaksiyonuna baghh TGF-B
yolagmin diizenlendigi disiindiirtmektedir [145]. Yapilan bir diger ¢alismada CEA
anlatimindaki artis kolon kanser hiicrelerinde karaciger metastazini ortaya koymakta ve
CEA ve CEACAMI asir1 anlatimi olmas1 durumunda anoikis kullanimi ile baskimayai
amaglamaktadir [146]. EBR uygulamasi ile elde edilen verilerde EBR’nin serumda olan
CEA anlatimini olusturulan ksenograft modellerde azalttigini ortaya koymakta ve bu
azalmanin SW480 tumorlerinin sahip oldugu agresif profilin baskilanmasina sebep

oldugu diistiniilmektedir.

Immiinohistokimya sonucunda elde edilen veriler 480 pg/kg EBR ve 720 pg/kg EBR
uygulamalarini takiben hem Ki67 hem de cyt18 isaretlemelerinde azalma gézlemlenmis
(Sekil 4.15A) ve grafik olarak sunulmustur (Sekil 4.15B). Bu durum uygulanan dozlarin
timor ilerleyisine ket vurmasi ve tliimoriin hiicre dongiisiinii GO a alarak durdurmasi ile
alakali olabilir. Ki67 boliinmekte olan hiicrelerin isaretlenmesini saglarken cyt18 epitel
kdkenli hiicrelerin hiicre hareketi veya hiicre farklilasmasini gostermektedir. Yapilan
calismalar brassinosteroidlerin meme kanseri hiicrelerinde hiice dongiisii tutulumuna
sebep oldugunu ortaya koymustur [11]. Bu durumda EBR uygulamasi ile birlikte kolon
kanser tumaor kesitlerine Ki67 ve cytl8 isaretlemelerinin azalmasi brassinosteroidlerin
hiicre tutulumuna olan etkisinin SW480 kolon kanser tumorlerinde de devam ettigini
gostermektedir. SW480 tlmorlerinin 480ug/kg ve 720pg/kg EBR uygulamasinin
yarattig1 strese cevap olusturamadigi disiindiirtmektedir. DMSO uygulamasi ile beraber
Ki67 isaretlemesinde azalma goriiliitken cytl18 isaretlemesinde ise artis goriilmesi
hiicrelerin strese kars1 verdigi hareket ve farklilasma cevabi olabilir. Buna bagli olarak
240pg/kg EBR uygulamasini takiben her iki isaretlemede de belirlenen artig, uygulanan
EBR dozunun diigiik olmas: sebebi ile SW480 tiimorlerinin sag kalim cevabini
olusturabilecegi diisiinlilmiis ve hiicresel hareket, hiicre boliinmesi ve hiicre farklilagmasi
gibi farkli cevaplarin ortaya ¢ikmasina bagli olarak isaretlemelerde artig gorildiigi

diistiniilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda EMT yolaginm aktif kullanimi kanser ve kanser
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kok hiicrelerin hayatta kalimi igin nem arz etmektedir [147]. Yapilan bir bagka ¢alismada
kolon kanserinin 5-FU kemoterapi uygulamasindan c-Yes/Y AP yolagmi ile farklilasarak
nasil hayatta kaldigin1 gostermektedir [148]. 480ug/kg ve 720ug/kg EBR uygulamalari
ile hem Ki67 hem de cyt18 azalmakta bu duruma bagli olarak farkilasma veya invazyon

gibi cevaplarin ortaya ¢ikmadigi diistiniilmektedir.

Immunoblotlama sonuglarinda tumér olusumu gézlemlenmis olan 3 kontrol, 3 DMSO ve
etkin doz olarak belirlenmis 720ug/kg EBR uygulamasi gergeklestirilmis 3 fareden elde
edilen proteinler kullanilmustir. ilk olarak mTOR proteinine Bakilmis ve bireysel
farkliliklar olmasina karsin EBR uygulamasi ile azalma oldugu tespit edilmistir.
Fosforlanmis mTOR seviyelerine de bakilmistir. p-mTOR ser2481 mTORC2 yapisinin
biitlinliigiini  korudugunu gdsterirken p-mTOR ser2448 mTORC1  yapismin
biitlinliigiiniin korundugunu ifade eder. Yapilan calismalar kolon da olusan tiimoriin
buldugu bolgeye gore farkli seviyelerde p-mTOR anlatimma sahip oldugunu ortaya
koymustur. Bolge fark etmeksizin anlatim seviylerinin minumum %72.3 olmasi p-mTOR
seviyesinin kolon kanserinde 6nem arz ettigini ifade etmeketedir [149]. Bireysel
farkliliklar sebebi ile EBR uygulamasina bagl olarak sadece 2. bireyde artis gosteren
protein seviyesi 3.bireyde belirgin sekilde azalmistir. p-mTOR serin2448 e bakildiginda,
bireysel farkliliklara ragmen 3 EBR uygulanmis tiimorde de azalma tespit edilmistir. Bu
durum timorlerin enerji metabolizmasinda yasadigi sorunu ifade etmektedir. AMPKa
seviyeleri sabit kalirken p-AMPKaoa treoninl72 protein seviyelerinde 1. Ve 3. bireyde
azalma gozlemlenirken 2. bireyde artis gézlemlenmistir. Bu durum timérde artan enerji
ihtiyacinin bireysel olarak farkliligi ile alakali olabilir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda p-
AMPK’nin IV. seviye kolon kanserlerinde prognostik 6zellige sahip olabilecegi ve
bevacizumab ve kemoterapi uygulamasi ile beraber tedavi secenegi olarak sunulmaktadir
[150]. Bir bagka calisma da kolon kanserlerinde AMPK aktivasyonunun enerji
metabolizmasm1 dengelemek amaci ile yapilmasi ile beraber strese karsit hiicre
boliinmesinin durdurulmasiyla iligkili olabilecegini ortaya koyarken genel hayatta kalim
ile AMPK aktivasyonu arasinda bir iligkinin heniiz bulunamadigini ifade etmektedir
[151].
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Beclin-1 protein seviyelerine bakildiginda DMSO harig sadece 1. ve 3. EBR uygulanmis
bireyde tespit edilebilmistir. Bu durum hiicre hatlarinda olusan otofajik cevap ile alakali
olarak degiskenlik gosterebilir. Ulk-1 protein seviyelerine Bakildiginda ise 1. ve 2.
bireyde artan Ulk-1 protein seviyesi 3. Bireyde azalmistir. Ulk-1 proteininin anlatimi
otofaji ile dogrudan alakali olabilecekken mTOR bagimsiz otofajininde
gerceklesebilecegi bilinmektedir. SQSTM1/p62 proteini otofajinin sonlanmasini ifade
eden markir proteinlerden biridir. Bu durumda SQSTM1/p62 proteni EBR uygulamasi ile
her 3 bireyde de azalirken 3. bireyde otofajik sonlanma diger 2 bireye kiyasla daha azdir.
Bu durum UIK-1 protein anlatimi ile benzerlik gostermekte ve Ulk-1 protein seviyesinin
azaldig1 3. Birey de SQSTM/p62 nin efektif sekilde azalamamis olmasi otofajik sinyalin
Ulk-1 bagiml sekilde iletiliyor olmasi ile agiklanabilir. Yapilan ¢alismalarda AMPK’nin
fosforlanmasini takiben gerceklesen Ulk-1 serin555 fosforlanmasi ile baslatilan otofaji bir
cok farkli hiicre tipi ve yolakta etkindir. Kanser hiicrelerinin disinda yapilan ¢alismalarda
resveratrol fare pluripotent kok hiicrelerde farklilasmanin 6nlenmesinde rol oynadigini
mTOR un baskilanarak protein translasyonuna ket vurdugu gosterilmistir [152]. Ayrica
yapilan bir baska ¢alismada HT-29 ve HCT116 kolon kanser hicrelerinde dkaryotik
uzama faktorii 2 kinaz (EEF2K)’m susturulmasi ile AMPK-ULKI1 bagiml otofajinin
gozlemlendiligini ifade etmektedir [153]. Bu c¢alismalar 1sig¢inda EBR nin EEF2K
tizerinde baskilayicit bir etkisi olabilecegi diistiniilmektedir. EBR nin kolon kanser
hiicrelerinde ER stresine bagimli apoptotik bir etki ortaya koydugu Onceki
caligmalarimizda gosterilmistir [8]. Bu durumda ortamda ER stres olusmasi ile Grp78/Bip
protein ekspresyonunda artig beklenmektedir. Fakat herhangi bir artis gozlemlenmeksizin
protein anlatimida azalma tespit edilmistir. Saperon proteinlerden kalretikulin de azalma
tespit edilmesine karsin CHOP protein seviyelerinde artis goriilmemektedir. LC3 protein
ekspreyonuna Bakildiginda anlatimimn sabit kaldig1 sadece EBR uygulanan 2. bireyde
azaldig1 gorulmektedir. Yapilan ¢alismalar kolon kanserlerinde yiksek Bip/Grp78
anlatimi1 malignitesi artmis tiimdr yapismma, CHOP anlatiminn bulunmasi ise tumor
asamasinda artis1 ifade etmekte oldugunu ortaya koymustur [154]. EBR uygulamasi ile
tumor Orneklerinde BiP/Grp78 ve CHOP anlatimlarinda azalma tumdr ilerlemsinin

durduruldugunu ifade etmektedir.
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Elde edilen sonuglar 1513inda EBR uygulamasi ile herhangi stres faktoriinde artis tespit
edilememistir. Apoptotik sonuglar ele alindiginda Bax proteini sabit kalmis Bim proteini
ise azalmistir. Kaspaz 9 proteinindeki kesilim ve kesilmis kaspaz 3 protein seviyesindeki
artig ta bu kondiisyonlarda apoptotik 6limin gerceklestigini ifade etmektedir. Kesilmis
PARP sonucuna Bakildiginda ise protein anlatiminin 3. Kontrol bireyinde ve 3 farkli
DMSO bireylerinde bulundugu ve tiimoér boyutunun olusturdugu yaniltict bir cevap
oldugu diisiiniilmektedir (Sekil 4.17A). Bcl-2 protein seviyelerine bakildiginda ER stres
ve apoptotik sonuglara ragmen kontrol ve DMSO bireylerinde protein anlatimi sabit
karlirken stres kosulu goriilmeyen 720pg/kg EBR uygulanmis farelerde anlatimda azalma
tepsit edilmistir (Sekil 4.17A). Yapilan ¢caligmalar kaspaz aktivitelerinin klinik bulgularda
doku icerisinde belirlenen apoptozun gevre hiicrelerin ihtiyaci olan biiylime faktorlerini
sagladig1 ve kaspa 3 anlatimi yiiksek olan vakalarda kolon kanseri dahil bir¢ok farkli
kanser tipinde yasam siiresini diisiirdiigii ortaya konmustur. Yiiksek kaspaz 3 aktivitesine
sahip olan tlimorlerde farklilagsma ve yiiksek tiimor yarigap1 karakterize olmaktadir [155].
EBR’nin olusturdugu etki yiiksek yarigapa sahip olan kontrol ve DMSO hiicrelerindeki
kaspaz 3 ve kaspaz 9 kesilimini azaltmis ve 720ug/kg EBR uygulamasi ile beraber

sitotoksik olmayan bir etki ortaya koymustur.

EBR uygulamasi ile elde edilemeyen strese bagimli herhangi bir etki sebebi ile yapilan
on caligmalarda elde edilen sonucglara bakildiginda etkinin sitostatik olma ihtimali
diistiniilmiis ve hiicre dongusinde gorevli olan Siklin, CDK ve inhibitorlere bakilmustir.
Elde edilen sonuglarda Siklin B1, Siklin D3 ve Siklin A2 de EBR uygulamasi ile azalma
tespit edilmistir (Sekil 4.17B). Siklin D/E ler G1 fazmi, Siklin A lar S fazin1 ve Siklin B
ler G2 fazininda aktiflesen Siklinlerdir. Yapilan arastirmalar kolon kanser hiicrelerinde,
hucre dongustinde gorevli Siklin ve CDK larin belirlenmesini saglamistir. Ayn1 zamanda
hiicre dongusii inhibitorlerinin p53 mutasyonlarina gore anlatim seviyelerini géstermistir
[156].3 Siklinin de ekspresyonun bulunmamasi 720ug/kg EBR uygulanan bireylerin
timorlerin GO fazinda sikismis ve hiicre dongusinin EBR tarafindan durdurulmus oldugu
diistiniilmektedir. CDKlara Bakildiginda CDK6 ve CDK4 protein ekspresyon
seviyelerinde de azalma tespit edilmistir. Normal kosullarda azalma beklenmeyen

CDKlar, p27 proteini tarafindan Siklin degredasyonu saglanirken Sikline bagli olan

83



cdklarin da Siklinlerle beraber degrade edilebildigi bilinmektedir [157]. p27 ve p21
protein anlatimlarina bakildiginda EBR uygulanan 1. bireyde p21 protein ifadesinde artis
goriiliirmiistiir (Sekil 4.17B). p27 protein seviyesindeki artis tamamen Siklin D3 ile ters
olarak elde edilmistir (Sekil 4.17B). 1. kontrol bireyinde Siklin D3 {in bulunmayisin
sebebi elde edilen veri 1s1¢inda 1. bireyde tespit edilen p27 protein anlatimi ile
aciklanabilmektedir. Ayn1 sekilde 720pg/kg EBR uygulanmis bireylerde p27 protein
seviyesinde ki artig hiicre dongisiindeki tutulmayi agiklanabilir kilmaktadir. Yapilan
arastirmalarda EBR nin MCF-7 ve MDA-MB-468 meme kanseri hiicre hatlarmda Siklin
D1, Siklin E, Siklin B1, CDK2 ve CDK4 anlatimlarini azaltirken p21 ve p27 anlatimlarini
arttirict  yonde etki ettigi  gosterilmistir [11]. Steigerova, J. ve arkadaslarinin
gerceklestirdigi bagka bir galismada EBR nin prostat kanser hiicreleri olan LNCaP ve DU-
145 hiicrelerindeki hiicre dongiisii proteinlerinin anlatimlarina bakilmustir. Prostat kanser
hicrelerinde Siklin D1, Siklin E, CDK4 ve CDK6 anlatimlarini1 azaltmistir. Bununla
beraber hiicre dongiisiiniin devamlilig1 i¢cin fosforlanmasi gereken pRB anlatiminda da
azalma meydana gelmistir [158]. Yapilan baska bir ¢alismada metformin’in girtlak
skuamoz hiicreli kanserinde EBR gibi G0/G1 hiicre dongiisii tutulumuna sebep oldugu,
bu yolagida Siklin D1 seviyelerinde ki azalmay1 takiben p21 ve p27 proteinleri ile kontrol
ettigi gosterilmistir [159]. Elde edilen in vivo immunoblotlama sonuglarina bakildiginda
prostat ve meme kanseri hiicrelerinde elde edilen sonuglara benzer profiller goriilmiis ve
daha 6nce prostat ve meme kanseri hiicrelerinde in vitro sonuglarin benzerleri SW480
kolon kanser hiicresi ile olusturulmus ksenograft tiimorlerinde de goriilmiistiir. 720ug/kg

EBR uygulamasinin hiicre dongiistinde tutuluma sebep oldugu ortaya konmustur.

Bitkiden elde edilen steroid tirevli antikanser etkisi oldugu diisiiniilen ilaglara
bakildiginda; Pomiferin Maclura pomifera dan izole edilmekte ve histon de asetilaz
inhibitorii olarak kullanilmaktadir [160]. Sulforafan ise HCT116 kolon kanser
hiicrelerinde epigenetik diizenleme saglayarak hTERT anlatiminin azalmasina sebep
olmaktadir ve mir-21 anlatimi ile beraber RKO kolon kanser hiicrelerinde HDAC
anlatimini azaltmaktadir [161]. Timokuinon ise Nigella sativa bitkisinden izole edilmekte
ve LoVo kolon kanser hiicrelerinde prostaglandin E2 (zerinden COX-2 anlatimini

baskilayarak in vivo ve in vitro da migrasyonun online ge¢mektedir [162].
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Bitkiden elde edilen antikanser etkiye sahip bu ilaglarmn etkinligi EBR ile kiyaslandiginda
ortaya konan sonuglar yetersiz kalmakta ve EBR ’nin molekiiler mekanizmasi g6z 6niinde
bulunduruldugunda in vivo ¢alismalarda sitotoksik etkinin gdsterilmesi igin daha yiiksek

dozda EBR kullanilmasinin tutarl olacagi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak yapilan deneyler 1s1ginda EBR’nin 2 boyutlu hicre kilturinde sitotoksik
cevaplar saglarken in vivo ve 3 boyutlu hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda etkinin sitostatik
oldugu gosterilmistir. Bu durumda uygulanan 720ug/kg EBR konsantrasyonunun
SW480 hiicreleri ile modellenmis ksenograft tiimorlerinde hiicre dongiisii proteinlerin
anlatimlarmda degisikliklere sebep olarak sitostatik bir etki ortaya koymustur. Gelecekte
yapilacak ¢aligmalara EBR’nin 720ug/kg konsantrasyonlarda nano tasiyicilar ile hedefe
yOnelik tedavi uygulanip EBR’nin etkinliginin sitotoksik seviyelere ¢ikartilabilmesi
hedeflenmektedir. Ayrica EBR’nin adjuvant terapilerde kullanilmasi hedeflenmektedir.
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7 EKLER

7.1 KULLANILAN COZELTILER

7.1.1 Hiicre Dondurma Medyas1 Hazirlamis1 (10 ml icin)

Fetal sigir serumu (FBS) 9 ml
Dimetil stlfoksit (DMSO, (CH3)2SO) 1 ml
DMSO kullanilarak hiicre kiiltiirtine uygun hazirlanan medya 0,22 mm'lik filtre

kullanilarak stiziiliir ve -20°C'de muhafaza edilir.

7.1.2 Hiicre Lizis Tamponunun (CLB) Hazirlamisi (10 ml icin)

M-PERTM Mammalian Protein Extraction Reagent 10 ml
Roche® PhosSTOP fosfataz inhibitér kokteyli 1 tablet
Roche® proteaz inhibitor kokteyli 1 tablet

+4°C'de muhafaza edilir.

7.1.3 5X Laemmli Tamponunun Hazirlanis1 (10 ml i¢in)

1,5 M Tris-Cl ¢ozeltisi (pH 6,8) 2,0 ml

Bromofenol mavisi (%1(agirlik/hacim)) 0,5 ml
Gliserol 5,0 ml

R-merkaptoetanol 2,5 ml

Sodyum dodesil sulfat (SDS, NaC12H25S04) 2,0 gr

-20°C'de muhafaza edilir.

7.1.4 Bradford Cozeltisinin Hazirlanisi (250 ml i¢gin)

Coomassie mavisi (C47Hs0N307S2) 25,0 mg

%95 (hacim/hacim) etanol (C2H50H) 12,5 ml

%85 (hacim/hacim) asetik asit (CH3COOH)25,0 ml
Distile su (dH20) 212,5 ml
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+4°C'de muhafaza edilir.

7.1.5 Tris-Baz Cozeltisinin (1,5 Molar) Hazirlamis1 (pH 8,8)

Tris-baz (C4H11NO3) 90,8 gr
Distile su (dH20) 500 ml
Tris-baz 800 ml suyun i¢inde belirtilen miktarda ¢6ziilerek pH 8,8'e ayarlanir. Daha sonra

¢ozelti hacmi 1 L'ye tamamlanir.

7.1.6 Tris-Baz Cozeltisinin (0.5 Molar) Hazirlamis1 (pH 6,8)

Tris-baz (C4H11NO3) 30,25 gr
Distile su (dH20) 500 ml
Tris-baz 800 ml suyun iginde ¢Ozilerek pH 6,8'c ayarlanir. Daha sonra ¢6zelti hacmi 1

L'ye tamamlanir.

7.1.7 %10 (w/v) Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Cozeltisinin Hazirlanis1 (100 ml
icin)

Sodyum dodesil siilfat (SDS, NaC12H25S04) 10,0 gr

Distile su (dH20) 100 ml

Oda sicaklhiginda muhafaza edilir.

7.1.8 %30 (v/v) Akrilamid/Bis-Akrilamid Cozeltisinin Hazirlams1 (100 ml i¢in)

Akrilamid (C3H5NO) 29,2 gr
Bis-Akrilamid (C7TH10N202) 0,8 gr
Distile su (dH20) 100 ml

+4°C'de muhafaza edilir.

7.1.9 %10 (w/v) Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisinin Hazirlanis1 (10 ml icin)

Amonyum persulfat ((NH4)25208) 1,0 gr
Distile su (dH20) 10 ml

-20°C'de muhafaza edilir.
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7.1.10 10X Yiiriitme Tamponun Hazirlanis1 (pH 8,3)

Tris-baz (C4H11NO3) 30,3 gr

Glisin (C2H5NO2) 144,0 gr

Sodyum dodesil stlfat (SDS, NaC12H25S04) 10,0 gr

Distile su (dH20) 1000 ml

Tris-baz ve glisin 800 ml distile su i¢inde ¢oziilerek pH 8,3'e ayarlanir. SDS eklenir ve

cozelti hacmi 1 L'ye tamamlanarak oda sicakliginda muhafaza edilir.

7.1.11 10X Transfer Tamponunun Hazirlams1 (pH 8,3)

Tris-baz (C4H11NO3) 30,3 gr

Glisin (C2H5NO2) 144,0 gr

Distile su (dH20) 1000 ml

Kimyasallar 800 ml distile suyun i¢inde ¢oziilerek pH 8,3'e ayarlanir. Daha sonra ¢6zelti

hacmi 1 L'ye tamamlanir ve oda sicakliginda muhafaza edilir.

7.1.12 %12 (v/v) Poliakrilamid Jel Hazirlamsi

ALT JEL UST JEL
Distile su (dH20) 3,4 ml 3,075 ml
Tris-Baz cozeltisi 2,5ml (1,5 M, pH 8,8) 1,125 ml (0,5 M, pH
6,8)
%10 (agirlik/hacim) SDS 0,1 ml 0,05 ml
%30 (hacim/hacim) 4,0 ml 0,67 ml
Akrilamid/Bis-akrilamid
%10 (agirlik/hacim) APS 0,05 ml 0,025 ml
Tetrametiletilendiamin 0,005 ml 0,005 ml
(TEMED)
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7.1.13 10X Tris Tampon (TBS) Cozeltisinin Hazirlanis1 (pH 7,6)

Tris-baz (C4H11NO3) 12,11 gr

Sodyum klortir (NaCl) 86,6 gr

Distile su (dH20) 1000 ml

Kimyasallar 800 ml suyun i¢inde ¢oziilerek pH 7,6'ya ayarlanir. Daha sonra ¢dzelti hacmi
1 L'ye tamamlanir ve TBS-Tween ¢ozeltisi i¢cin 1X TBS igerisine 1:1000 (hacim/hacim)

oraninda Tween eklenilerek ¢ozelti oda sicakliginda muhafaza edilir.

7.1.14 %S5 (w/v) Siit Cozeltisinin Hazirlanmisi (50 ml icin)

Yagsiz siit tozu 2,5 gr
1X TBS-T c¢ozeltisi 50 ml
-20°C'de muhafaza edilir.

7.1.15 Tris-Baz Cozeltisinin (1 Molar) Hazirlams1 (pH 8,5)

Tris-baz (C4H11NO3) 60,5 gr
Distile su (dH20) 500 ml

Oda sicaklhiginda muhafaza edilir.

7.1.16 50x TAE Cozeltisinin Hazirlamis1 (1L icin) (pH 8,6)

EDTA disodium tuzu 18.61 gr
Tris baz 242¢

Asetik asit 57.1 ml

Iyonize edilmis distile su (DDH20)

7.1.17 Kumarik Asit Cozeltisinin Hazirlanisi (10 ml icin)

P-Kumarik asit (C9H803) 0,15 gr
Dimetilsilfoksit (DMSO, (CH3)2S0) 10 ml

+4°C'de muhafaza edilir.

7.1.18 Luminol Cozeltisinin Hazirlamis1 (10 ml icin)

Luminol (C8H7N302) 0,44 gr
Dimetilsulfoksit (DMSO, (CH3)2S0) 10 ml
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-20°C'de muhafaza edilir.

Kemiluminesans Cozeltisinin hazirlanisi

Kemiluminesans A Cozeltisi
Distile su (dH20) 9,0 ml
1 M Tris-baz ¢ozeltisi, pH 8,5 | 1,0 ml

Kumarik asit ¢ozeltisi 45,0 ul
Luminol ¢Ozeltisi 100,0 ul
Kemiluminesans B Cozeltisi

Distile su (dH-0) 9,0 ml

1 M Tris-baz ¢ozeltisi, pH 8,5 | 1,0 ml
Hidrojen peroksit (H202) 6,0 ul

A ve B ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra karistirilir ve karanlik kosullarda kullanilir.

7.1.19 10X Fosfat Tampon Cozeltisinin (PBS) Hazirlamis1 (pH 7,4)

Sodyum klortr (NaCl) 80,0 gr

Potasyum klorir (KCI) 2,0 gr

Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) 14,4 gr
Mono potasyum fosfat (KH2PO4) 2,4 gr
Distile su (dH20) 1000 ml

7.1.20 0,1 M Fosfat Tuz Tamponu (PBS)

NaH2PO4H.0 2.6 ¢
Na2HPO42H.0 15.46 g
NaCl8.41¢

Distile su 1000 ml

7.1.21 910 luk Noétral formalin

%37 Formaldehid 100 ml
Na2HPO4 6.5 g
NaH2P04 3.5 g

Distile su 900 ml
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7.1.22 10x 10mM Sitrat Tamponu (pH 6)
Sodyum sitrat 29.4 g

Sitrik asit 21 g

Distile su 1000ml

7.1.23 1N HCI

%37 HCI 82.2ml

Distile su 1000ml

7.1.24 10x 50mM Tris tampon (pH 7.8)

Tris baz 15.1g
AN HCI 50ml
Tris HCl de ¢oziiliir, pH ayarlnir ve 250ml e ddH20 ile tamamlanir.

7.1.25 Gliserin jel

Gelatin1 g
Gliserin 7 mi

Distile su 6 ml
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7.2 KULLANILAN CIHAZLAR

Kullanilan cihazlar Tablo 1 de verilmistir.

Tablo 1. Kullanilan Cihazlar

ADI URUN KODU FIRMA ADI
Dondurucu (-80°C) Vltra Low Temperature Arctiko
Freezer
Derin dondurucu 2041D Arcelik
Buzdolabi1 ( No frost ) 4263TMB Arcelik
Distile su cihazi TANKPEOQO30 Millipore g-5UV
Mikrotom
UV-Transliminator BioRad
Transluminator e
Laminar Flow viodgl HeraSafe
12469,2000
Laminar flow LN090 Nive
Otoklav cihazi OT40L Nuve
Sogutmali etiiv ES120 Nuve
Mikropipet (0,5-10 ul) EH52836 Thermo Scientific
Mikropipet (20-200 pl) EH46925 Thermo Scientific
Mikropipet (200-1000 ul) | T27274 Thermo Scientific
Floresan mikroskobu 1X71 Olympus
Inverted mikroskop XDS-1B SOIF
Optik mikroskop 701 Ivymen
Stereo mikroskop V12 Zeiss
Kuru 1sitic1 blok FN120 Nive
Akis sitometri cihazi AC6531180147 BD Biosciences
HPLC cihaz1 120 Agilent Technologies
Kuru 1s1tic1 blok FN120 Nuve

105




Inkiibator 51026280 Thermo Scientific
Hassas tart1 LE6202S Sartorius
pH metre N315 BIO Technologies
Elektroforez sistemi 1658004 Bio-Rad
Transfer cihazi 10016505C Bio-Rad
Rotasyon cihazi SRT9D Stuart Equipment
Vorteks SA8 Stuart Equipment
Spektrofotometre 2100 A-merjc,han
Biosciences
Stv1 azot tanki Arpege 40 Air Liquide
Santrifiij cihazi 5417R Eppendorf
Santrifij cihazi (Biiytik) 5810R Eppendorf
Karistirici Inkiibatorii Escella E25 New Brunswick
Santrifiij cihazi 22331 Eppendorf
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7.3 HUCRE KULTURU DONANIMLARI

Hucre kalturiinde kullanilan donanimlar Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2 Hiicre Kiiltiirii Donanimlari

ADI URUN KODU FIRMA ADI
6 kuyucuklu petri 92000 TPP
12 kuyucuklu petri 9012 TPP
96 kuyucuklu petri 92096 TPP
75cm? hiicre biiyiitme kaplar1 | 90076 TPP
25cm? hiicre biiylitme kaplar1 | 90026 TPP
100mm hiicre buyutme
aplart 93100 TPP
60mm hiicre biiyiitme kaplar1 | 93060 TPP
Steril pipetler (5ml) 94005 TPP
Steril pipetler (10ml) 94010 TPP
Siringa filtreleri (0.22 pum) 99722 TPP
Enjektor set 21G ASTRAJE
CT
Tripsin-EDTA 25200-056 Gibco
Penisilin/Streptomisin 15140-122 Gibco
Fetal Bovine Serum 10500-064 Gibco
McCoy 5A
MEM
500mikrolitre Siringa 70570 AYSET
Hemositometre 640110 Marienfeld-Superior
Laminar flow 12469 2000 Thermo Scientific
Laminar flow LN090 Nive
Kriyovial tup V7634 Thermo Scientific
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Pipet uglar1 (1000 pl ) 4130135 CAPP
Pipet uglar1 (200 pl ) 5130070 CAPP
Pipet uglart (10 pl) 5030010 CAPP

74 KIMYASAL MADDELER

Calisma kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3. Kullanilan Kimyasallarin Listesi

ADI URUN KODU FIRMA ADI
Etanol CAS 64-17-5 ALKO MED

Saf Etanol 32221 SIGMA-ALDRICH
Metanol 24229 SIGMA-ALDRICH
[zopropanol K44518295 321 MERCK
2-merkaptoetanol S4805940 517 MERCK

Akrilamid / Bis-Akrilamid | A9099 SIGMA-ALDRICH
30% cozelti

Amonyum persulfat A2941 Applichem
Coomassie Blue Belirteci A3480 Applichem

DMSO K46505343 517 MERCK

DMSO D2650 SIGMA-ALDRICH
EDTA A2937 Applichem

DiOCs Boya 2129966 Fluka

DAPI Boya

Pl Boya P4170-100MG SIGMA-ALDRICH
Fetal Bovine Serum (FBS) | P290310 Pan Biotech

Laemli Tamponu S3401-1V SIGMA
p-Coumaric Asid C9008-1G SIGMA-ALDRICH
Luminol A2185 Applichem

MTT Solusyonu M2128-5G SIGMA-ALDRICH
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Phosphate buffered saline BE17-51-5F LONZA

(PBS)

Sigir Serum Albumin A2153-10G SIGMA-ALDRICH

(BSA)

SDS (Sodyum dedosil UN1888 Applichem

stilfat)

Protein Izolasyonu 78501 Thermo

Tamponu

Page Ruller Plus Prestained | 26619 Fermentas

Protein Ladder

Agaroz A9539 SIGMA-ALDRICH

Tris Baz 648310 CALBIOCHEM

Asetik Asid 27225 SIGMA-ALDRICH

Tris-HCI 648317 CALBIOCHEM

Sodyum Klorir A2941 Applichem

Tween 20 S6740684 348 MERCK

TEMED A1148,0100 Applichem

Yagsiz Siit Tozu SC-2325 Santa Cruz
Biotechnology

Glisin 3570 CALBIOCHEM

H20 Hidrojen peroksi K39218400838 MERCK

Rnase Free Water 42480093 QIAGEN

Super Block T20 Blocking | 37536 Thermo

Buffer

Ponceau kirmizi Belirteci Al1405 Applichem

Hidroklorik Asit K43804717 239 MERCK

Kristal Viyole FN1048735 MERCK

Paraffin 42-44 8002-74-2 MERCK

Sodyum fosfat dibazik STBG8375 SIGMA-ALDRICH

Sodyum fosfat monobazik | BCBS7605V SIGMA-ALDRICH
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%0.9 IZOTONIK
Histostain Kit
AEC 001122 ThermoFisher
FuGene HD E2311 Promega
MDC
Akridin turuncusu
GVA MOUNT 308225 Invitrogen

7.5 KULLANILAN ANTIKORLAR

Kullanilan antikolar Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Kullanilan anitkorlar.

ADI KATALOG NO FIRMA ADI
Bim 2933 Cell Signaling Technology
Bax 610982 BD Biosciences
Kaspaz9 9505 Cell Signaling Technology
SiklinB1 4138 Cell Signaling Technology
SiklinD3 2936 Cell Signaling Technology
SiklinA2 4656 Cell Signaling Technology
CDKG6 13331 Cell Signaling Technology
CDK4 12790 Cell Signaling Technology
P21 Wafl/Cipl 2947 Cell Signaling Technology
P27 Kipl 3686 Cell Signaling Technology
mTOR 2983 Cell Signaling Technology
Fosfo-mTOR(Ser2448) 2971 Cell Signaling Technology
Fosfo-mTOR(Ser2481) 2974 Cell Signaling Technology
Fosfo-Akt (Serd73) 4060 Cell Signaling Technology
Fosfo-PDK1(Ser241) 3438 Cell Signaling Technology
Akt (Pan) 4691 Cell Signaling Technology
LC3A/B 12741 Cell Signaling Technology
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SQSTM1/p62 39749 Cell Signaling Technology
[-catenin 8480 Cell Signaling Technology
Vimentin 5741 Cell Signaling Technology
Kesilmis Kaspaz-3 9661 Cell Signaling Technology
Kesilmis PARP 5625 Cell Signaling Technology
Claudin-1 13255 Cell Signaling Technology
E-cadherin 3195 Cell Signaling Technology
N-cadherin 13116 Cell Signaling Technology
Slug 9585 Cell Signaling Technology
Snail 3879 Cell Signaling Technology
SAPK/INK 610627 BD Biosciences
p-SAPK/INK 612541 BD Biosciences
(Thr183/Tyr 185)

p70s6k 611261 BD Biosciences
Fosfo-p70s6k (Thr389) 9234 Cell Signaling Technology
Calreticulin 12238 Cell Signaling Technology
p-AMPK(Thr172) 2535 Cell Signaling Technology
Grp78/BiP 3177 Cell Signaling Technology
Ulk-1 6439 Cell Signaling Technology
AMPKa 5832 Cell Signaling Technology
Fosfo-Ulk-1(Ser555) 5869 Cell Signaling Technology
Beclin-1 3495 Cell Signaling Technology
Bcl-2 15071 Cell Signaling Technology
Atg3 3415 Cell Signaling Technology
Atgb 12994 Cell Signaling Technology
Atg7 8558 Cell Signaling Technology
Atgl2 4180 Cell Signaling Technology
PAO

SSAT 61586 Cell Signaling Technology
oDC sc-398116 Santa Cruz BioTechnology
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AZ

AZI

GFP 2955 Cell Signaling Technology
CHOP 2895 Cell Signaling Technology
Fosfo-elF2a (Serl5) 3398 Cell Signaling Technology
B-aktin 12620 Cell Signaling Technology
GAPDH 8884 Cell Signaling Technology
SQSTM1 ab56416 Abcam

[-aktin 488 8844 Cell Signaling Technology
Ki67 14-5698-82 ThermoFisher Scientific
Cytokeratin18 MAS5-15458 ThermoFisher Scientific
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